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RESUMO

Muitas quinonas tém sido associadas a uma grande variedade de atividades
biolégicas, incluindo atividades antitumorais, antimalaricas, larvicidas e
antibacterianas. Embora existam muitos agentes clinicamente importantes contendo
ndacleo quindnico com excelente atividade anticancer, muitas outras quinonas
requerem testes para busca de atividades adicionais, como por exemplo:
Oncocalixona A, Juglona, Biflorina e outras quinonas hidroxiladas e halogenadas. O
DNA representa um dos principais alvos de compostos quinénicos, que, geralmente,
pertencem aos grupos de intercaladores de DNA e/ou agentes alquilantes, e/ou
inibidores de topoisomerases. Desta forma, o uso de biossensores de DNA ou outros
métodos eletroquimicos baseados na investigacdo da interacdo entre &cidos
nucléicos e compostos organicos, permitiria predizer a acdo biolégica, e se estas
estdo relacionadas aos danos ao DNA. Devido a importancia das quinonas, entre
elas, Oncocalixona A, Juglona e Biflorina, analises eletroquimicas e eletroanaliticas
para deteccdo em quantidades nanomolares, bem como a investigacao da interagéo
destas quinonas com o DNA foram realizadas, no presente trabalho.Utilizou-se uma
série de métodos eletroquimicos, em diferentes condi¢cdes, em meios aprotico e
prético, usando eletrodo de carbono vitreo, como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl,
como eletrodo de referéncia e fio de platina, como contra-eletrodo. O pKa da juglona
foi determinado (5,98). O desenvolvimento de um sensor voltamétrico altamente
sensivel para oncocalixona A, usando eletrodo de carbono vitreo modificado com
uma bicamada de ftalocianina tetrassulfonada de ferro(ll) (FeTSPc) e tetra-(N-metil-
4-piridil)-porfirina de ferro(lll) (FeT4sMPyP) foi descrito. O eletrodo modificado
mostrou atividade catalitica e estabilidade para a reducdo da oncocalixona A,
proporcionando o deslocamento anodico do potencial de pico de reducdo de ca. 30
mV, apresentando correntes de pico maiores do que aquelas obtidas em eletrodo de
carbono vitreo limpo. Uma faixa linear entre 0,005-1,2x10° mol L?, com uma
sensibilidade de 8,11 uA L pmol™ e limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de
1,5 e 5,0x10° mol L™ foram obtidos com este sensor, respectivamente. A interacdo
das quinonas escolhidas com ssDNA, &cido poliguanilico e acido poliadenilico foi
investigada usando andlises voltamétricas, em solucdo. Juglona, oncocalixona e
biflorina mostraram forte interacdo em relacdo ao DNA, representado
experimentalmente pela diminuicdo da corrente de oxidacdo e deslocamento dos
picos diagndsticos de guanina e adenina, bem como pelos valores das constantes
de associacdo calculadas para o aduto formado. Algumas das quinonas nao
causaram qualquer mudanca nos picos de oxidacdo das bases usadas, como foi 0
caso da o-lapachona, o que serviu como controle negativo, indispensavel em
relacdo a comparacfes com métodos farmacoldgicos. Estes resultados foram
correlacionados positivamente com atividades bioldgicas/farmacolégicas. Sensores
de DNA sé&o importantes ferramentas no mapeamento de compostos biologicamente
ativos.

Palavras-Chave: Bioeletroquimica, Eletroanalise, DNA, Quinonas, Interagéo,
Oncocalixona, Juglona, Biflorina, Biossensores, Quimica medicinal.



ABSTRACT

Many quinones have been associated with a wide range of biological activities,
including antitumoral, antimalarial, larvicidal and antibacterial activities. Although,
there are many clinically important agents containing a quinone nucleus with
excellent anticancer activity, many other quinones require testing for additional
activities, for instance: Oncocalyxone A, Juglone, Biflorin and some hydroxylated and
halogenated quinones. DNA represents one of the main targets of biologically active
quinonoid compounds, which, generally, belong to the group of DNA intercalating
and/or alkylating agents, and/or topoisomerase inhibitors. As such, the use of DNA
biosensors or other electrochemical methods based on the investigation of nucleic
acid/organic compound interaction, would allow to predicting a biological action, if this
one is related to damage to DNA. Due to the importance of quinones, for instance,
Oncocalyxone A, Juglone and Biflorin, electrochemical analysis and the development
of a new electroanalytical method for detection in nanomolar quantities, together with
DNA interaction analysis with those quinones was therein performed. We have used
diverse electrochemical methods performed in protic and aprotic media, using glassy
carbon electrode, Ag/AgCI electrode as reference and platinum wire as counter
electrode. The pKa of juglone was determined (5.98). The development of a highly
sensitive voltammetric sensor for oncocalyxone A using a glassy carbon electrode
modified with a bilayer iron(ll) tetrasulfonated phthalocyanine (FeTSPc) and iron(lll)
tetra-(N-methyl-4-pyridyl)-porphyrin  (FeT4,MPyP) was described. The modified
electrode showed catalytic activity and stability for the oncocalyxone A reduction,
provoking the anodic shift of the reduction peak potentials of ca. 30 mV and
presenting much higher peak currents than those obtained on the bare GC electrode.
A wide linear response range between 0.005-1.2x10° mol L™, with a sensitivity of
8.11 pA L umol™ and limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 1.5 and
5.0x10° mol L™ were obtained with this sensor, respectively. The interaction of
chosen quinones with ssDNA, poly-guanilic and poly-adenilic acid was investigated,
using voltammetric analysis, in solution. The DNA interaction investigation with
juglone, oncocalyxone and biflorin had shown significant DNA activity, represented
by the decrease of oxidation current and shift of oxidation peaks of guanine and
adenine and the binding constant values obtained for these aducts; these
observations could be related to Michael addition reaction, among other possible
effects. Some of the quinones do not cause any change on the oxidation peaks of the
used bases, as is the case of a-lapachone, being used as negative control. These
results, upon comparison with biological/ pharmacological activities, show correlation
and indicate electrochemistry and DNA sensors as important tools in the screening of
biologically active compounds.

Keywords: Bioelectrochemistry, Electroanalysis, DNA, Quinones, Interaction,
Oncocalyxone, Juglone, Biflorin, Biosensors, Medicinal Chemistry.
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Figura 42. Voltamograma ciclico da oncocalixona, na concentragéo de 1,0x10™ mol L™, @ 100 mV s™,
em meio aprético, DMF/TBABF, (0,1 mol L™) vs. Ag|AgCI|CI (0,1 mol L™"). Eletrodo de trabalho:
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Figura 43. Andlise da variacdo da velocidade de varredura em VC da oncocalixona, em meio aprotico,
DMF/TBABF, (0,1 mol L™) vs. Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™). Velocidades analisadas: (¢) 10, () 20,
(#) 30, (¢) 35, (¢) 50, (#) 70, (¢) 75, () 100, (#) 200, (#) 300, (+) 400 e (¢) 500 mV s™.

Eletrodo de trabalno: Carbon0 VITIEO. ......covveiiiee et e e e e e 109

Figura 44. Gréficos representativos do comportamento voltamétrico (VC) da oncocalixona com énfase
na dependéncia da corrente de pico com 0 aumento da velocidade de varredura (Ip,c vs. v1’2), r:
0,9963 (A) e na dependéncia do potencial com aumento linear da velocidade (Ep,. vs. log v) (B).
Meio aprotico, DMF/TBABF,4 (0,1 mol L'l) vs. Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L'l), eletrodo de trabalho:
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Figura 45. Voltamograma ciclico da oncocalixona, na concentragéo de 1,0x10™ mol L, a 50 mV s™,
em meio aquoso misto, tampéo fosfato etandlico (20%, v/v), pH 7,0. Eletrodo de trabalho:
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Figura 46. Andlise da velocidade de varredura em VC da oncocalixona, em meio prético, tampéo
fosfato/etanol, (20 %), pH 7,0. Velocidades analisadas: (¢) 10, (¢) 20, (¢) 30, (¢) 35, (¢) 50, ()
70, (#) 75, (#) 100, (¢) 200, (¢) 300, (#) 400 e (¢) 500 mV s™. Eletrodo de trabalho: carbono
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Figura 47. Gréficos representativos do comportamento voltamétrico (VC) da oncocalixona com énfase
na dependéncia da corrente de pico com o aumento da velocidade de varredura (Ip¢ vs. vm), r:
0,9974 (A) e na dependéncia do potencial com aumento linear da velocidade (Epg vs. log v) (B).
Meio prético, tampao fosfato etandlico (20%, v/v), pH 7,0, vs. Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), eletrodo
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Figura 48. Voltamogramas ciclicos em eletrodo de carbono vitreo (Cv) hdo modificado na auséncia (a)
e presenca (b) de oncocalixona (5,0><10'6 mol L'l), em eletrodo de Cv modificado com uma Unica
camada de FeTSPc na presenca de oncocalixona (c) e uma camada de FeT,MPyP na presenca
de oncocalixona (e). Para comparagdo, voltamogramas ciclicos para o eletrodo de Cv
modificado com uma bicamada de FeTSPc/FeT,MPyP na auséncia (d) e presenca (f) de

oncocalixona, em tampéao fosfato, 0,1 mol L™t (pH 7,0). Velocidade de varredura: 0,025 V st 115

Figura 49. Influéncia do pH na resposta do sensor para a reducao da oncocalixona (3,0 x10” mol L'l)
em VOQ. Andlises conduzidas em tampao fosfato 0,1 mol L™. Potencial de salto: 0,002 V, f: 80
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Figura 50. Influéncia da solu¢cdo tampédo na resposta do sensor para redugdo da oncocalixona
(3,0x107 mol L™), em VOQ. Andlises realizadas em solucdo tampdo 0,1 mol L™, pH 7,0.
Potencial de salto: 0,002 V, f: 80 Hz e a: 0,03 V, N = 3. i 119

Figura 51. Influéncia da concentracéo de tampéao fosfato, pH 7,0, sobre a corrente de pico obtida por
VOQ com o sensor para oncocalixona (3,0 x10” mol L™). Potencial de salto: 0,002 V, f: 80 Hz e
G: 0,08 V, N D 3. s 120

Figura 52. Variacdo da corrente de pico em relacdo a frequéncia utilizada para a reducdo da
oncocalixona, em VOQ, com amplitude fixa em 0,03 V. Eletrodo de Cv modificado com uma
bicamada de FeTSPC/FeT,MPyP em tamp&o fosfato (0,05 mol LY, pH 7,0). Potencial de salto:
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Figura 53. Variacdo da corrente de pico em relagdo a amplitude de pulso utilizada para a reducéo da
oncocalixona, em VOQ, com frequéncia fixa em 100 Hz. Eletrodo de Cv modificado com uma
bicamada de FeTSPC/FeT,MPyP em tamp&o fosfato (0,05 mol LY, pH 7,0). Potencial de salto:
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Figura 54. VOQ para a eletrorredug&o da Oncocalixona utilizando eletrodo de Cv modificado com uma
bicamada de FeTSPC/FeT,MPyP em tamp&o fosfato (0,05 mol L™, pH 7,0), obtida em condicdes
otimizadas para a faixa de concentracdo de (1) 0,005, (2) 0,044, (3) 0,098, (4) 0,198, (5) 0,299,
(6) 0,503, (7) 0,704, e (8) 1,2x10° mol L™. Potencial de salto: 0,002 V, f: 100 Hz e a: 0,05 V. 123

Figura 55. Curva analitica obtida, em VOQ, para a determinagdo da oncocalixona utilizando eletrodo
de Cv modificado com uma bicamada de FeTSPC/FeT;MPyP sob condi¢des otimizadas, nas
concentracdes descritas na Figura 54. Tampao fosfato (0,05 mol L™, pH 7,0), potencial de salto:
0,002 V, f: 100 HZ € @: 0,05 V, N = 3. ettt e e e e e e s e e e e e e e e nnnnes 124

Figura 56. Densidade dos spins de elétrons desemparelhados do anion-radical da oncocalixona. .. 126

Figura 57. Espectros de ESR para o anion-radical da oncocalixona: experimental (A), simulado (B) e
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Figura 58. Voltamograma de pulso diferencial com correcéo de linha de base (v = 0,010 V s™) de
uma solucdo de ssDNA em tampdo acetato etandlico, 20% (v/v), pH 4,5, em eletrodo de

carbono vitreo. ES = eletrdlito suporte, G = Guanina, A = Adenina........ccccccveeviiiiiiiiiiene e, 128

Figura 59. Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para o SSDNA (), 0,3
g L™, [tampao acetato etandlico, (20 %, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (#), 20 (#), 40 (), 60
(¢), 80 (o), 100 (o), 200 (o) e 400 (o) x10®° mol L™ de oncocalixona. Para comparacao,
oncocalixona, ¢ = 40x10® mol L™, em auséncia de ssDNA foi analisada (). Eletrodo de
trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina,
velocidade de varredura: 0,010 V S ™. . oottt 129

Figura 60. Dependéncia da corrente de pico anddico (l,) da base guanina, do sSDNA, em relacéo a
concentracao de oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI (0,1

mol L") e contra-eletrodo: fio de plating, 11 0,9785...........cvveeeereeeeiereeeeeessssesseseseesenessseneees 130

Figura 61. Voltamogramas de pulso diferencial com corre¢céo de linha de base para 1,0x10™ mol L™
de Guanina (¢) [tamp&o acetato etandlico (20 %, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (),
40 (#), 60 (), 80 (), 100 (), 200 (#) e 400 (¢) x10° mol L" de oncocalixona. Para
comparacao, 40x10° mol L™ de oncocalixona foi analisado na auséncia de guanina ().
Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L"l) e contra-eletrodo: fio

de platina, velocidade de varredura: 0,010Vs"1, ......................................................................... 132

Figura 62. Dependéncia da corrente de pico anodico (I,) da base guanina, em relagéo a concentragéo
de oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™) e

contra-eletrodo: fio de PIAtING. .........eiii i 133



Figura 63. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para o poliA ()
[tampéao acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 40 (¢), 60 (¢), 80
(#), 100 (&) e 200 (#) x10® mol L™ de oncocalixona. Para comparacado, 4,0x10° mol L™ de
oncocalixona na auséncia de poliA foi analisada (¢). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,010 V S ™ot 134

Figura 64. Dependéncia da corrente de pico anddico (I,) da base adenina do poliA, em relagéo a
concentracao de oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1

mol L'l) e contra-eletrodo: fio de platina. ... 135

Figura 65. Voltamogramas de pulso diferencial com corre¢éo de linha de base para o ssDNA ()
[tamp&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (), 40 (#), 60 (), 80
(#), 100 (o), 200 () e 400 (o) x10° mol L™ de a-Lapachona. Eletrodo de trabalho: carbono
vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de
VAITEAUIA: 0,010 V 8™ w.oo.ivoiiiiieieii st 136

Figura 66. Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para 2,0x10®° mol L™
de oncocalixona () [tampé&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 0,003 (),
0,006 (), 0,011 (), 0,016 (+), 0,022 (¢), 0,027 (¢) e 0,050 (¢) g L™ de ssDNA. Eletrodo de

trabalho: carbono vitreo, velocidade de varredura: 0,010 V S™ . o.ovoveeeeoee oo, 137

Figura 67. Grafico do log (Ipna-onco/(Ionco-Ipna-onco)) VS. 10g (1/ [DNA]) usado para calcular a constante
de associacdo do complexo DNA-Oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, coef.
linear: 1,8015, coef. angular: 1,4491, 1: 0,9796. .....ccoceeiiiiiiiiieiee e e e e e 138

Figura 68. Voltamograma ciclico para biflorina ¢ = 1,0x10“* mol L™ a 100 mV s™. Meio: tampé&o acetato
etandlico (40%, v/v), pH 4,5. Eletrodo de trabalho: Cv, referéncia: Ag|AgCI|CI™ (0,1 mol L™),

contra-eletrodo: fio de PIALING. .........eiiiiiiii 139

Figura 69. Voltamogramas ciclicos da biflorina com variacdo da velocidade de varredura, em tampao
acetato etanolico (40%, v/v), pH 4,5. Velocidades analisadas: 10 (), 35 (¢), 50 (¢), 100 (),
200 (e), 300 (¢), 400 (¢), 500 (o), 750 () € 1000 (¢) mV s™. Concentracéo da biflorina na cela
eletroquimica: 1,0x10™ mol L™. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI™ (0,1

mol L™, contra-eletrodo: fio de PIating. ..............cceiveeivireeeeereeseeeeseereses s esesesse s eeene s 140

Figura 70. Graficos representativos do comportamento voltamétrico (VC) da biflorina com énfase na

dependéncia da corrente de pico com o aumento da velocidade de varredura (Ip,c Vvs. v”z), r:



0,9772 (A) e na dependéncia do potencial com aumento linear da velocidade (Ep. vs. log v) (B).
Meio prético, tamp&o acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5, vs. Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), eletrodo
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Figura 71. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para o ssDNA (¢)
[tampéao acetato etandlico, (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 60 (¢), 100 (o) e
200 (¢) x10° mol L™ de Biflorina. Para comparacado, 100x10° mol L™ de biflorina em auséncia
de ssDNA foi analisada (¢). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1

mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010 V.S™.......cocoovvvvvreene. 142

Figura 72. Dependéncia da corrente de pico anddica (I,) da base guanina, no ssDNA, em relagéo a
concentracdo de biflorina em solucdo. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:

Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™ e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010 V s™.

Figura 73. Dependéncia dos potenciais de pico anddico (E,) de Guanina e Adenina, no ssDNA, em
relagdo a concentracdo de biflorina, obtida por VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI™ (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina e velocidade de varredura:
0,020 V 8™ 1ot 144

Figura 74. Voltamogramas com correcdo de linha de base para 1,0 x10™ mol L de Guanina (o)
[tamp&o acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (), 20 (#), 60 (¢), 100 () e
200 (¢) x10° mol L™ de biflorina. Para comparacéo, 100 x 10° mol L™ de biflorina em auséncia
de guanina foi analisada (). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1

mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010V s™.........cccovve.... 145

Figura 75. Dependéncia da corrente de pico anodica (lp) da guanina, em relagéo a concentragdo de
biflorina em solugéo. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: AgJAgCI|CI" (0,1 mol L'l) e

contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010 V S e, 146

Figura 76. Dependéncia do potencial de pico anddico (Ep) da guanina em relagéo a concentracéo de
biflorina, obtida por VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L’

') e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010V S™. ....cocoooviieieeeeeeen. 146

Figura 77. Voltamogramas com correcdo de linha de base para 1,0 x10™ mol L™ de Adenina ()
[tamp&o acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (), 20 (#), 40 (#), 100 () e
200 (o) x10"® mol L™ de biflorina. Para comparacao, andlise de 1,0 %10 mol L™ de biflorina em
auséncia de adenina (). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol

L'l) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010 V S e 147



Figura 78. Dependéncia do potencial de pico anddico (Ep) da adenina em relacéo & concentragio de
biflorina, obtido em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo. Referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol

L™) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010V s™. ....coooovevevvveeeene. 148

Figura 79. Voltamogramas com correcédo de linha de base para o acido poliG (¢) [tampédo acetato
etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (), 20 (¢), 40 (¢), 60 (), 100 (#) € 200 (o)
x10® mol L™ de biflorina. Para comparacao, biflorina na auséncia de poliG foi conduzida na

concentracao de 1,0 XxL10™ MOI L™ (@)oo eeeeeee ettt s et en oo 149

Figura 80. Dependéncia do potencial de pico anddico (E,) da base guanina, presente no poliG, em
relagdo a concentracdo de biflorina, obtido em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo.
Referéncia: Ag|AgCI|CI™ (0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,020 V 8™ 1ot 150

Figura 81. Voltamogramas com correcdo de linha de base para o acido poliA (e) [tampdo acetato
etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (), 20 (¢), 40 (¢), 60 (), 100 (¢) e 200 (o)
x10®° mol L™ de biflorina. Para comparacao, biflorina na auséncia de poliA foi analisada na

concentracao de 1,0 x10™ MOLL™ (@)oot 151

Figura 82. Dependéncia da corrente de pico anddica (I,) da base adenina, presente no acido poliA,
em relacdo a concentragdo de biflorina em solu¢do. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L"l) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,010 V 8™ oottt 151

Figura 83. Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para 1,0 x10™ mol L™
de biflorina (#) [tampao acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 0,006 (¢), 0,016
(#), 0,050 (), 0,070 (¢) e 0,085 (¢) g L de ssDNA. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
Velocidade de vVarredura: 0,010 V S™ . ..ottt e et een e 153

Figura 84. Gréfico do log (Ipna-sec/(lerL-lona-srl)) VS. log (1/ [DNA]) usado para calcular a constante de
associacdo do complexo DNA- Biflorina. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, coef. linear:
1,5722, coef. angular: 0,6303, 11 0,991 1. .......uuiiiiieeeiiiiiiiiee e e e e e e e e e 154

Figura 85. Voltamograma ciclico da juglona ¢ = 1,0 x10™ mol L™. Meio: tampé&o acetato etanélico
(20%, v/v), pH 7,0. Velocidade de varredura: 0,1 V s™, eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L"l). .......................................................................................... 155

Figura 86. Voltamograma de pulso diferencial, com correcdo de linha de base, para a oxidac&o da

juglona (2,0 x10® mol L") em meio prético, tamp&o acetato etandlico (20%, viv) pH 4,5.



Amplitude de pulso: 0,05 V, velocidade de varredura: 0,01 V s™, eletrodo de trabalho: carbono
vitreo, referéncia: AGIAGCICI (0,1 MOIL™). ..ot enans 156

Figura 87. Voltamogramas de pulso diferencial para 1,0 x10* mol L™ de juglona em funcéo do pH da
solucao. Valores de pH analisados: 0,8 (), 2,5 (), 3,22 (¢), 3,85 (¢), 4,83 (¢), 6,85 (¢), 7,96
(e), 9,18 (o), 10,06 (#) e 12,36 (#). Meio: tampéao fosfato etandlico (20%, v/v). Amplitude de
pulso: 0,05 V, velocidade de varredura: 0,005 V s™, eletrodo de referéncia: Ag|AgCI|CI™ (0,1 mol

L'l), contra-eletrodo: fio de PIAtING. ........c.eeiiiiiiie e 157

Figura 88. Grafico de Ep vs. pH para os potenciais de pico obtidos para a reducdo da juglona em

voltametria de pulso diferencial. Meio: tampéo fosfato etanélico (20%, V/V). ......ccccvveeeeeeeiiinns 158
Figura 89. Representagdo esquematica para o equilibrio acido-base do grupo fenolato da juglona. 158

Figura 90. Voltamogramas de pulso diferencial com corre¢éo de linha de base para o SSDNA ()
[tampéo acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 60 (), 100 (o), 200 (o) e
400 (o) x10® mol L™ de juglona (J). Para comparacdo, juglona em auséncia de ssDNA foi
conduzido na concentracdo de 2,0x10 mol L™ (¢) em solucdo tampéo. Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L'l), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de
Varredura: 0,01 VS ™. ...t 159

Figura 91. Dependéncia da corrente de pico anodica (l,) da base guanina (do ssDNA) em relacéo a
concentracdo da juglona, em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI

(0,1 mol L™, contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01V s™. .......cccc......... 160

Figura 92. Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para 1,0 x10™ mol L™
da guanina (¢) [tamp&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (), 20 (), 40
(¢), 60 (#), 80 (¢), 100 (¢), 200 (#) e 400 (o) x10® mol L™* de juglona. Para comparacao,
juglona em auséncia de guanina foi analisada na concentracéo de 4,0 x10®° mol L™ (). Eletrodo
de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina,

velocidade de varredura: 0,01 V S et 161

Figura 93. Dependéncia da corrente de pico anddica (l,) da base guanina em relagéo a concentragéo
da juglona, em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™),
contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01V 8™ ........coivvioieeeeeeeeeee, 161

Figura 94. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para 1,0 x10* mol L™

da de Adenina () [tamp&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (),

40 (#), 60 (o), 80 (#), 100 (¢), 200 (o) e 400 (o) x10® mol L™ de juglona. Para comparagéo,



juglona em auséncia de adenina foi analisada na concentracdo de 4,0 x10®° mol L™ (). Eletrodo
de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina,
velocidade de varredura: 0,01 V 8™ ......ooiieieieeeeeeee e 162

Figura 95. Voltamogramas de pulso diferencial com correcao de linha de base para o poliA (¢)
[tampéo acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 40 (), 60 (), 100
() e 200 (#) x10° mol L™ de juglona. Para comparacao, juglona em auséncia de adenina foi
analisada na concentracdo de 4,0 x10° mol L™ (). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,

referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:

Figura 96. Dependéncia da corrente de pico anddica (l,) da base adenina, do poliA, em relagéo a
concentracdo da juglona, em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI
(0,1 mol L'l), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01 V S e, 164

Figura 97. Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para 1,0 x10®° mol L™
de juglona () [tampé&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 0,003 (¢), 0,011
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1. APRESENTACAO DO TRABALHO

O presente trabalho apresenta introducéo, objetivos e metodologia descritos
de forma geral. Ja o capitulo 5, de resultados e discussdo, para facilitar a
compreensao foi dividido em trés partes: a primeira relata o estudo eletroquimico da
oncocalixona, bem como o desenvolvimento de um sensor analitico para a mesma,
além da andlise de sua interacdo com o DNA e suas respectivas bases e
determinacdo da constante de associacdo para o complexo oncocalixona-DNA; a
segunda parte refere-se ao estudo eletroquimico da biflorina, sua interacdo com o
DNA, seguida da determinagdo da constante de associacdo para o complexo
biflorina-DNA. A terceira parte refere-se a determinacdo do pKa da juglona via
métodos eletroquimicos, além da investigacao da interacdo da mesma com o DNA e
bases constituintes, da determinacdo da constante de associacdo para o complexo
juglona-DNA, com analise bioeletroquimica de outras naftoquinonas bioativas
(incluindo a juglona), com resultados eletroquimicos correlacionados com atividades

bioldgicas, registradas na literatura.



Tabela 1. Suméario dos estudos realizados com as quinonas no presente trabalho.

Partes do . . ] . ) Determinacéo Analises
Quinonas VC VPD ssDNA Guanina Adenina PoliG  PoliA » o
Trabalho Analitica Bioldgicas
Oncocalixona X X X X X X X X
1
a-Lapachona X X
2 Biflorina X X X X X X X
Juglona (Q1) X X X X X X X X
5-Acetoxi-1,4-naftoquinona (Q2) X X X
5-Metoxi-1,4-naftoquinona (Q3) X X X
2-Bromo-5-hidroxi-1,4-
_ X X X
naftoquinona (Q4)
2-Bromo-5-acetoxi-1,4-
3 . X X X
naftoquinona (Q5)
2-Bromo-5-metoxi-1,4-
_ X X X
naftoquinona (Q6)
3-Bromo-5-hidroxi-1,4-
_ X X X
naftoquinona (Q7)
3-Bromo-5-metoxi-1,4-
X X X

naftoquinona (Q9)
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2. INTRODUCAO

A eletroquimica estd presente no nosso dia-a-dia. O corpo humano nao
poderia existir sem o ato de respirar oxigénio e converté-lo em agua, por um
processo eletroquimico que gera energia (a cadeia respiratoria). Células biolégicas
trocam massa e energia através da membrana em processos eletroquimicos sob a
influéncia da diferenga dos potenciais elétricos. A eletroguimica fornece técnicas de
monitoramento de reacfes quimicas, de medidas de propriedades de solucdes, tais
como o pH, medidas do pKa, monitoramento da atividade cerebral e do coracéo,
além de contribuir em andlise ambiental e em praticamente todas as matrizes. A
miniaturizacdo de eletrodos tem criado a &rea de pesquisa denominada
“eletroquimica in vivo” e/ou in situ, que esta direcionada ao entendimento das
atividades bioldgicas, tais como descobrir como 0s neurotransmissores modulam a
atividade do canal ibnico no cérebro, entre outras atividades e/ou na pesquisa de
poluentes diretamente na fonte. Outro ponto importante é a utilizacdo de sensores
em série para o monitoramento simultaneo de diferentes espécies. O decréscimo em
tamanho, a amplificacdo de sinais, o0 aumento da robustez, a automacdo e a
combinacdo de ferramentas eletroanaliticas com outras tecnologias, constituem
avancos extremamente encorajadores.

A eletroquimica, em termos simples, € a ciéncia das reacdes de transferéncia
de carga elétrica, que ocorrem sob a influéncia de um gradiente de potencial

eletroquimico, muito freqiientemente, em uma interface heterogénea.

2.1. Eletroguimica: Aspectos Gerais

Os primeiros estudos eletroquimicos datam do final do século XVIII,
realizados por Galvani e posteriormente por Volta, por meio da observagcéo da
passagem de eletricidade pela perna de uma ra. Tais observa¢des implicaram em
estudos posteriores, utilizando variacdo de potencial, culminando, desta forma, na
descoberta da pilha voltaica no fim do século XVIII, além da descoberta da eletrélise
da &gua por Nicholson e Carlisle, no inicio do século XIX, com a liberagdo de

hidrogénio e oxigénio. J& em meados do século XIX, surgiram as Leis de Faraday,
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com introducéo dos termos ion, cétion, anion, eletrodo, eletrdlito, entre outros, onde
um sistema eletroquimico seria composto por, no minimo, dois eletrodos separados
por um condutor eletrolitico (Ticianelli e Gonzalez, 2005).

O fenbmeno de passagem de corrente elétrica através de uma célula
eletroquimica provoca um desequilibrio no sistema que pode ser caracterizado pelos
seguintes fendbmenos:

e Ocorre um par de reacdes nos eletrodos (transferéncia de carga).

e E observada a movimentacédo de espécies na solucéo eletrolitica (conduc&o
ibnica).

e Surge o fenbmeno de polarizacdo eletrédica (deslocamento dos potenciais

dos eletrodos) (Figura 1).

Figura 1. Representacdo dos processos de (a) reducgéo e (b) oxidagdo de uma espécie A,
em solucdo. Os orbitais moleculares (OM) das espécies A mostrados sao o OM ocupado de
mais alta energia (HOMO) e o OM vazio de mais baixa energia (LUMO).

Eletrodo Solugao Eletrodo Solugao

O ' e - \_}—_

Nivel de energia
dos elétrons

® om
Ocupado

A+e— A
(a)

Potencial

Eletrodo Solugao Eletrodo Solugao

oM

@ Vazio

Nivel de energia
dos elétrons

Potencial

@ AH—_ g:\:nupado _§_/—T—}—
A-e—o A"
(®)

Fonte: Bard e Faulkner, 2001.
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O eletrodo pode atuar como doador (para a reducdo) ou receptor (para a
oxidacdo) de elétrons transferidos para/ou de espécies em solucdo. Para uma
reducdo, ha um conteudo energético minimo de que devem dispor os elétrons a
serem transferidos, antes que a transferéncia de elétrons ocorra. Ha necessidade de
similaridade energética e simetria favoravel dos orbitais envolvidos na transferéncia
de elétrons. O comportamento dos elétrons em eletrodos metélicos pode ser
compreendido, em parte, pela analise do nivel energético de Fermi (Eg). Os elétrons
atingem a maxima deslocalizacdo possivel em metais; muitas vezes, eles sao
exemplificados como elétrons que praticamente flutuam em um mar de cargas
positivas. Nos metais, toda a conducdo de elétrons é essencialmente equivalente,
pois os elétrons podem trocar de lugar um com o outro. No entanto, eles ndo tém a
mesma energia, devido a limitacdo da mecanica quantica que diz que dois elétrons
de um mesmo sistema (nesse caso, o metal) ndo podem ter o mesmo conjunto de
nameros quanticos. Portanto, para uma peca de metal, haverd muitos niveis
energéticos préximos e 0s patamares de energia podem ser considerados como um
continuum virtual, ocupados pelos elétrons disponiveis. Esses niveis energéticos ndo
sdo fixos e podem ser modificados pela variacdo do potencial elétrico aplicado
(Figura 1). Conforme a posicdo do nivel de Fermi, em eletrodos, o processo de
transferéncia de elétrons pode ser termodinamicamente favorecido. Pela analise da
Figura la, o Er do metal é menos energético do que o LUMO (orbital molecular
desocupado de menor energia) da espécie eletroativa oxidada (Ox), sendo
termodinamicamente desfavoravel a transferéncia de elétrons do eletrodo para a
molécula; contrariamente ao que se observa do lado direito, onde ocorre a reducéo
da espécie Ox, porque 0s niveis energéticos Ere o LUMO de Ox séo similares. Para
uma oxidacao, ha um contetdo energético maximo que o nivel de Fermi no eletrodo
precisa ter de forma a receber elétrons de espécies em solucdo: esse corresponde a
um potencial suficientemente positivo (em volts) (Figura 1b) (Bard e Faulkner,
2001).

Células eletroquimicas em que correntes faradaicas fluem sédo classificadas
como células galvanicas (operam de modo a produzir energia elétrica) ou
eletroliticas (consomem energia elétrica para produzir reacdo quimica), com

utilizacdo da equacao de Faraday (Bard e Faulkner, 2001).
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. m96487n
MM

Q (1)

Em que Q é a carga, m é a massa eletrolisada, n € o nUmero de elétrons envolvido

no processo e MM a massa molecular da espécie eletroativa.

2.1.1. Equacao de Nernst e Energia Livre

A equacgdo que relaciona a energia livre com os efeitos de concentragéo das
espécies envolvidas nos potenciais de célula é a equacdo desenvolvida por Walter

Nernst, em 1889. Para uma reacao eletrddica, o equilibrio eletroquimico (Eq. 2):

O, +ne Reg 2)

é caracterizado pela equacado de Nernst (Eq. 3):

E=E" + X ntox (3)

nF ARed*

Em que: aox € areq SA0 as atividades das formas Ox e Red no seio da solucéo, E®
é o potencial formal, R é a constante dos gases (8,316 J mol* K™%), T é a temperatura
em Kelvins, n é o numero de mols de elétrons associados ao processo de
oxidacdo/reducdo e F € a constante de Faraday (96.485 coulombs por mol de
elétrons).

Se as espécies oxidadas e reduzidas envolvidas numa reagéo eletrédica se
encontram em equilibrio termodindmico na superficie do eletrodo, a equacdo de
Nernst pode ser aplicada. A reacao eletrodica é entdo conhecida como uma reacao
reversivel, pois, obedece a condicdo de reversibilidade eletroquimica.

A equacéo de Nernst € muito utilizada para estimar a forga eletromotriz (fem)

das células em condi¢gBes diferentes do padrédo, sendo, desta forma, usada em
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biologia para estimar a diferenca de potencial entre membranas de células
biolégicas, como os neurbnios, e também, para medidas de concentracdo das
espécies envolvidas nas reacoes eletrodicas (Atkins e Jones, 2007; Bard e Faulkner,
2001; Brady, 1990).

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

Além da difusdo, mais dois processos de transferéncia de massa entre a
solucdo e a superficie do eletrodo podem ocorrer. Um desses processos € a
migracdo de particulas carregadas por acdo de um campo elétrico. O outro é a
conveccao, um processo mecanico, que ocorre devido a movimentacdo da solugéo
(usando-se um agitador magnético e uma barra magnética, por exemplo). O
processo de migracdo € minimizado pela adicdo de um eletrdlito inerte (eletrélito de
suporte) a solucdo em uma concentracdo pelo menos 100 vezes maior do que a
substancia eletroativa. Esse eletrélito ndo interfere na reacdo eletrodica e transporta
guase toda a corrente na célula, eliminando problemas de resisténcia da solucéo e
minimizando potenciais de resisténcia do potencial total da célula. O processo de
conveccao pode ser eliminado mantendo-se a solugdo em repouso. Assim, apenas o

processo de difusdo sera responsavel pelo transporte de massa (De Paula, 2006).
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2.2. Técnicas Eletroquimicas

Trés importantes técnicas em eletroquimica, a voltametria ciclica, a
voltametria de onda quadrada e a voltametria de pulso diferencial, muito utilizadas
no desenvolvimento do presente trabalho s&o descritas a seguir.

2.2.1. Voltametria Ciclica (VC)

Dentre as diversas técnicas eletroquimicas existentes, a técnica mais
comumente utilizada para adquirir informacfes qualitativas sobre os processos
eletroquimicos € a voltametria ciclica. A eficiéncia desta técnica esta na sua
habilidade em fornecer, rapidamente, informacdes sobre as reacdes de transferéncia
de elétrons, sobre a termodinamica de processos redox, sobre a cinética de reacdes
heterogéneas de transferéncia de elétrons, a possibilidade de investigar a
reatividade quimica das espécies eletrogeradas e reacdes quimicas acopladas a
processos adsortivos, além de auxiliar na elucidacdo do mecanismo eletrodico
analisado (Brett e Brett 1996; Bard e Faulkner, 2001).

A VC é uma técnica de varredura de potencial, em que o potencial aplicado
ao eletrodo é variado numa velocidade conhecida e, ao atingir o potencial final
desejado, a varredura € revertida para o valor inicial, na mesma velocidade. Como
resposta a essa perturbacdo, um par de picos, catédico e anddico pode ser obtido

(Tabela 2), para sistemas reversiveis (Greef et al., 1985).

Tabela 2. Representacdo Esquematica do Potencial Aplicado e dos Processos Resultantes
em Voltametria Ciclica (Adaptado de Bard e Faulkner, 2001; Greef et al., 1985).

) Voltamogramas Ciclicos Resultantes
Forma do Potencial

Aplicado

Processo Reversivel Processo Irreversivel

POTENCIAL APLICADO 5

TEMPO
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A forma de aplicacdo do potencial, em voltametria ciclica, esta representada
na Tabela 2 e na Figura 2a, onde o potencial € modificado ou variado linearmente
com o tempo, no eletrodo de trabalho estacionario em uma solucéo sem agitacao. A
técnica de voltametria ciclica “staircase” € utilizada como contraponto a voltametria
ciclica linear, no sentido de minimizar a contibuicdo da corrente capacitiva na
corrente total. Porém, o potencial é aplicado na forma de escada (staircase, Figura
2b), com pequenos degraus de potenciais (da ordem de 10 mV) e tempo de duragéo
pequeno (50 ms), sendo a corrente medida apenas no final deste intervalo (Miaw et
al., 1988; Bolt, 1997; Ticianelli e Gonzalez, 2005; Bard e Faulkner, 2001; Brett e
Brett, 1996).

Figura 2. Formas de aplicacdo de potencial para a voltametria ciclica: a) potencial com

varredura linear e b) potencial do tipo escada (staircase).

a) L4E o e
Alto t————-
Step
Inicial ¢ P::}tenml—ri
—"JIDL—Step Period
B'ai}{Eo _ _1_;:.___2__ 3 t

Segmentos de Varredura

Fonte: Bolt, 1997.

A analise do processo eletroquimico ocorrido pode ser feita por meio da
obtencéo dos parametros eletroquimicos mais importantes, ou seja, 0s potenciais de
pico catddico e anddico (Epc € Epa), as correntes de pico catodica e anodica (ipc € ipa)
e os potenciais de meia onda (E,/2). Por outro lado, as reagdes que ocorrem no
eletrodo sédo determinadas por dois componentes principais que sao o transporte de
massa do analito por difusdo em solugcdo para a superficie do eletrodo, e a
transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo, em alguns casos
ainda podem ocorrer reacdes quimicas acopladas a algum destes processos (Bard e
Faulkner, 2001; Brett e Brett, 1996).
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Para uma reacéo reversivel, ou seja, uma reacdo que ocorre com velocidade
suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico na interface, apenas a
etapa de transferéncia de massa influenciara no processo. A corrente do pico (em

amperes) neste caso é dada por:

ipe = (2,69 x 105)n23AD}/*v'/2C, 4)

Sendo que n € o numero mols de elétrons envolvidos no processo, A é a area do
eletrodo (cm?), D, é o coeficiente de difusdo (cm®s™) e C, é a concentracédo da
espécie em solucdo (mol cm™®), v é a velocidade de varredura (V s™) (Eq. 4).

Para uma reacao reversivel, a corrente de pico varia linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura, a razdo entre a corrente de pico anddico e
catddico sera igual a 1 e independente de v, 0 potencial de pico ndo apresenta
variagdo com a velocidade de varredura de potencial e a razéo i,/v*? é constante e
independe de v (Bard e Faulkner, 2001; Brett e Brett, 1996).

Para calcular a razé@o entre as correntes de pico ipa/ipc, & equacao descrita por

R. Nicholson pode ser utilizada (Bard e Faulkner, 2001) (Eq. 5),

ip_a — (ipa)O (0v485)'(isp)0
ipc (ipc)o (ipc)O

+ 0,086 (5)

onde devem ser consideradas as intensidades das correntes (ipa)o, (ipc)o € (isp)o

desde a corrente zero, sendo desta forma, descritas na Figura 3.

Figura 3. Voltamograma ciclico, descrito por Nicholson, detalhando as correntes de pico em

relag@o a corrente zero.

05

Corrente

|
0

-0.5
+200 +100 =100 200 -300

E/mV

Fonte: Adaptado de Bard e Faulkner, 2001.
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Quando a velocidade de transferéncia de carga é lenta comparada com a
velocidade de varredura, as concentracfes das espécies oxidadas (Ox) e reduzidas
(Req) N0 serdo mais funcdo apenas do potencial, ndo possuindo, portanto um
comportamento nernstiano. Nestas circunstancias, a equacdo que descreve a

corrente de pico (ipc) € dada por:

ipc = (2,99 x 10%)n(an)/2AC, DYy 6)

Nestes casos, em reacdes irreversiveis, o voltamograma costuma apresentar
apenas pico anddico, podendo se deslocar com o aumento da velocidade de
varredura. J4 para uma reacao eletrédica quase-reversivel, a corrente é controlada
tanto pela etapa de transferéncia de massa como pela etapa de transferéncia de
carga e a equacado de Nernst seria apenas aproximadamente satisfeita (Bard e
Faulkner, 2001; Brett e Brett, 1996).

Os testes diagnosticos para a caracterizacdo dos processos descritos em
voltametria ciclica sdo apresentados na Tabela 3. Em uma analise qualitativa, na
maioria das vezes, o perfil da onda pode dar indicio de processo reversivel, como a
presenca de um par de picos (catddico e anddico) de mesma altura, com potenciais
de pico separados por uma distancia de 59/n mV (n = nimero de elétrons), caso as
espécies oxidadas e reduzidas sejam estaveis. Por outro lado, um processo
irreversivel pode ser caracterizado pela evidéncia da completa auséncia do pico
reverso, apesar de esse ndo ser o Unico critério de analise, como descrito

anteriormente (Greef et al., 1985).

Tabela 3. Testes diagndsticos em VC para processos reversiveis (a), irreversiveis (b) e

quase-reversiveis (c) (Adaptado de Greef et al., 1985).

Processos Reversiveis (a) Processos Irreversiveis (b)  Processos Quase-reversiveis (c)

AE, = Epa — Epc = 59/n mV Auseéncia de pico reverso lpal/lpc =1sea=0,5

|Ep — Epio| = 59/n mV |Ep — Epr2| = 48/on mV I, aumenta com o aumento de v
[pallpe| = 1 Ep. desloca —30/an mV por E,. desloca negativamente com
E, é independente de v década de aumento de v aumento de v

l, dependente v'* I, dependente v2 AE, = 58/n mV e aumenta com v.
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2.2.2. Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

A voltametria de pulso diferencial é uma técnica muito usada em medidas em
niveis traco, de espécies organicas e inorganicas, em que, o degrau de potencial é a
base deste tipo de voltametria (Wang, 2000b). Na voltametria de pulso diferencial,
pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sao
aplicados ao eletrodo de trabalho, sendo que a forma e os sinais de excitagéo
captados dependem do tipo de aparelho utilizado, podendo ser tanto analdgico
quanto digital (Figura 4). Nos equipamentos analdgicos, uma sobreposicdo de
pulsos periodicos sobre uma rampa linear é verificada (Figura 4a), ja em
equipamentos digitais, ha uma combinacdo de um pulso de saida com um sinal em

degrau (Figura 4b).

Figura 4. Representacdo esquematica da aplicacdo do potencial em fungédo do tempo em
VPD, tanto para instrumentos analégicos (a) quanto para instrumentos digitais (b).

Amostragem da corrente em S; e S,, sendo registrada a diferenca entre essas correntes.

150 ms |

Potencial
w
n
‘_w‘
nN

Potencial

Fontes: Bard e Faulkner, 2001; Brett e Brett, 1996.

Em VPD, a corrente € medida duas vezes, sendo uma antes da aplicacédo do
pulso (Si1) e outra ao final do pulso (Sz), onde a primeira corrente é
instrumentalmente subtraida da segunda. Em seguida, a diferenca das correntes &
plotada em funcdo do potencial aplicado, e o voltamograma resultante consiste de
picos de corrente de forma gaussiana, cujas areas sdo diretamente proporcionais a

concentracéo do analito (Figura 5) (Brett e Brett, 1996).
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Figura 5. Perfil corrente-potencial esquematico para VPD.

Al A

Al =1(2) - I(1)

iy

Fonte: Adaptado de Brett e Brett, 1996.

Para a voltametria de pulso diferencial, o objetivo de se fazer duas leituras de
corrente e se trabalhar com a diferenca entre elas é fazer a correcdo da corrente
capacitiva. A medida que se aplica o pulso, ocorre um acréscimo da contribui¢éo da
corrente capacitiva e da corrente faradaica, mas a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente, assim,
escolhendo um tempo apropriado para se fazer a segunda leitura, faz-se a leitura da
corrente total a um valor de corrente onde a contribuicdo da corrente capacitiva (néo-
faradaica) pode ser desconsiderada. Esta corre¢cdo de correntes possibilitada pelo
modo de pulso diferencial permite obter limites de deteccdo da ordem de 108 mol L™
(Brett e Brett, 1996).

2.2.3. Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

Na voltametria de onda quadrada (VOQ) é aplicado ao eletrodo de trabalho,
uma onda quadrada simétrica de amplitude AE, sobreposta a uma rampa de
potencial na forma de escada (staircase) caracterizada por uma amplitude AEs,
largura a e periodo t, como representado na Figura 6 (Bard e Faulkner, 2001; Brett
e Brett, 1996).
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Figura 6. Esquema basico para a voltametria de onda quadrada.
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Fonte: Souza et al., 2003.

A amostragem da corrente ocorre duas vezes, uma ao final do pulso direto,
guando a direcdo do pulso é igual a direcdo da varredura e outro ao final do pulso
reverso [que ocorre no meio do “degrau” (step) da onda staircase], onde a dire¢cao do
pulso é contraria a direcdo da varredura. Esta dupla amostragem da corrente, assim
como na voltametria de pulso diferencial, garante uma minimizacdo da contribuicdo
da corrente capacitiva sobre a corrente total analisada.

De forma mais detalhada, a programacdo de potencial usada na voltametria
de onda quadrada pode ser vista na Figura 7. Uma onda quadrada simétrica (Figura
7b) é superposta sobre uma rampa de potencial em forma de degraus (Figura 7a)
de tal forma que o pulso direto da onda quadrada coincida com o inicio do degrau da
rampa (Figura 7c). O pulso reverso da onda quadrada por sua vez coincide com a
metade do degrau (salto) da rampa. Os parametros tempo e potencial aplicado sao
mostrados nas Figuras 7d e 7e, onde 1 é 0 tempo de um ciclo de onda quadrada e
também de um ciclo da rampa em degraus. A frequéncia da onda quadrada em Hz &

1/z. E,, € a amplitude do pulso de onda quadrada em mV, onde 2 x E_, & a amplitude

pico a pico (amplitude do pico direto ao reverso) (Bard e Faulkner, 2001; Brett e
Brett, 1996, Souza et al., 2003).
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Figura 7. SeqUéncia potencial vs. tempo (E vs. t) usada em VOQ. Parametros tempo e
potencial aplicados em voltametria de onda quadrada, onde: t = tempo de um ciclo de onda
quadrada; 1/t = frequéncia da onda quadrada em Hz; Eg, = amplitude de pulso da onda
quadrada (em mV); Eg.p (Esato OU “step potential”) = potencial (em mV) de salto de rampa de

potencial em degraus sendo 2Eg, a amplitude de pico a pico da onda quadrada (em mV).

’_|—'_l_ (a) I _f
+

E sw

Estep £ (d)

Fonte: Souza et al., 2003.

E € o0 potencial de salto da rampa de potencial em degraus (“step”

step

potential). Desta forma, a velocidade de varredura v para uma analise em VOQ pode

ser calculada segundo a equacao:

14 (mV s_l) = [Estep(mv)/T(S)] (7)

A Figura 8 apresenta os voltamogramas teéricos associados a: 1) um sistema
reversivel e 2) um sistema irreversivel, com a separacdo observada das correntes

direta, reversa e resultante (Souza et al., 2003).



46

Figura 8. Voltamogramas esquemdaticos de onda quadrada onde: 1) representa um

processo redox de um sistema reversivel e 2) de um sistema irreversivel.

resultante

Corrente
Corrente

. reversa

reversa

Potencial Potencial

Fonte: Adaptado de Souza et al., 2003.

A sensibilidade desta técnica € comparavel a proveniente da voltametria de
pulso diferencial, sendo a sua maior vantagem, a velocidade de aquisicdo dos
dados. Frequéncias de 1 a 100 ciclos de onda quadrada por segundo permitem o
uso de velocidades de varredura de potencial, extremamente rapidas. Enquanto na
voltametria de pulso diferencial, a velocidade de varredura varia de 1 a 10 mV s™, na
voltametria de onda quadrada esta velocidade varia de 100 a 1000 mV s™, isto
diminui o tempo de andlise de cerca de 3 a 5 minutos para alguns poucos segundos
(3 a 10 s), sem haver perda da resolugéo dos picos (Bard e Faulkner, 2001; Brett e
Brett, 1996, Souza et al., 2003).

2.3. ESR (Ressonancia de Spin do Elétron)

2.3.1. Fundamento do Método

A Ressonancia de Spin do Elétron (ESR), também conhecida como
Ressonancia Paramagnética do Elétron (RPE), € o nome dado ao processo de
absorcao ressonante de microondas por atomos, ions ou moléculas paramagnéticas,
com ao menos um elétron desemparelhado e na presenca de um campo magnético

estatico. Esta técnica detecta a transicdo de um elétron entre os niveis de energia
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associados com as duas possiveis orientacdes do spin eletrdbnico em um campo
magnético. Pode comprovar a estrutura estatica de sistemas sdlidos e liquidos e é
também muito utilizada no estudo de processos dinamicos, sendo de grande
aplicabilidade e de extrema importancia para definicbes mecanisticas em

eletroquimica (Carey e Sundberg, 2007).

2.4. Parametros Eletroquimicos e Atividade Bioldgica

As analises eletroguimicas, com uso das voltametrias (voltametrias de
varredura linear, ciclica, pulso diferencial, onda quadrada, entre outras) tém
assumido um importante lugar no arsenal da quimica analitica para a identificacéo e
quantificacdo de muitas moléculas de importancia farmacéutica e bioldgica.

Muitos processos fisiologicos importantes sdo baseados nas cadeias de
oxirreducdo envolvendo sucessivos processos catalisados por enzimas, onde se
encontra muita similaridade entre reacdes eletroquimicas e bioldgicas no que diz
respeito as vias de transferéncia de elétrons (TE). Sendo assim, os estudos
eletroquimicos podem fornecer uma quantidade enorme de evidéncias relacionadas
aos mecanismos dos processos de transferéncia bioldgicas de elétrons (Squella et
al., 2006).

A necessidade de simular as condi¢cfes bioldgicas € um fator importante a ser
considerado nas analises eletroquimicas, tendo em vista que o ambiente celular
pode ser tanto hidrofilico quanto lipofilico. Os processos de reduc¢éo/oxidacdo podem
ser realizados em meio ndo-aquoso, mimetizando a situacdo em sistemas lipofilicos,
ou em meio aquoso, correspondendo as situacfes em muitos fluidos biolégicos
(Livertoux et al., 1996; De Abreu et al., 2002; Hillard et al., 2008). Outro fator
importante a ser considerado, esta relacionado ao contetudo de O, da célula que, em
alguns tecidos, como no caso de tumores sélidos, podem conter regides com baixa
quantidade de oxigénio (hipOxia), situacdes geralmente geradas por consequéncia
de um pobre e desorganizado suprimento de sangue nas células. Alguns tumores,
como os carcinomas pulmonares sélidos sédo hipéxicos e seu ambiente redox é mais
reduzido, enquanto outros, como 0s de mama e prostata, proliferam em condi¢bes
de desbalango redox pré-oxidativo (Wardman et al., 2001; Asche, 2006). Desta

forma, a quantidade de oxigénio, bem como o pH do meio, influencia profundamente
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as reacdes eletroquimicas biolégicas e, portanto, devem ser considerados nas
andlises que simulam ambientes biolégicos.

Em relacdo aos parametros eletroquimicos, os potenciais de reducédo ou de
oxidacdo de algumas substancias, que sdo obtidos por meio de técnicas
eletroquimicas, podem fornecer informacfes sobre a viabilidade dos processos de
transferéncia de elétrons (TE) in vivo ou in vitro. Algumas correlacdes ja divulgadas
na literatura entre Epc (potencial de reducdo catodico), En, (potencial a meia altura de
onda) ou Ereqox (potencial redox), (Epc + Epa)/2 (para sistemas reversiveis) ou Epc-Epc/2
(para sistemas irreversiveis), e atividades biologicas (De Abreu et al., 2002)
demonstram a relevancia de estudos eletroquimicos como ferramentas Uteis que
ajudam na elucidacdo do mecanismo de acdo de farmacos e no planejamento de
compostos biologicamente ativos.

A versatilidade da metodologia eletroquimica permite simular a grande
variedade de ambientes bioldgicos, em que diferentes valores de pH, contetdo de
oxigénio na célula eletroquimica e solventes de propriedades diversas podem ser
manipulados para essa finalidade. Tais analises podem ser observadas nos tépicos

seguintes.

a) Estudos eletroanaliticos de substancias biologicamente ativas

Uma das aplicacbes da eletroguimica esta relacionada aos estudos
eletroanaliticos de endobidticos e farmacos, para quantificacdo em liquidos
biolégicos ou outras finalidades. A presenca de um grupo eletroativo é pré-requisito
para seu uso em eletroandlise. Desta forma, detectores eletroquimicos usados em
métodos analiticos, como HPLC ou biossensores, tém sido extensivamente usados e
tem papel importante nas andlises de endobiédticos (Squella et al., 2006).

O comportamento eletroquimico de determinadas classes de substancias,
pode ser completamente distinto, pelo fato de que mudangas estruturais afetam
curvas voltamétricas de diferentes maneiras, podendo causar deslocamentos nos
potenciais redox, provocar mudancas no mecanismo eletrédico, na reversibilidade
qguimica e eletroquimica e na cinética reacional. O efeito de grupos substituintes
numa série de substancias derivadas de um mesmo nucleo pode ser na maioria das

vezes, relacionado com pardmetros eletroquimicos. Essa correlagcdo permite
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estender o limite das medidas experimentais e, portanto, predizer propriedades
redox de um grupo bem mais amplo de compostos (Squella et al., 2006).

Partindo do principio da relevancia sobre o conhecimento dos potenciais
redox de substancias eletroativas com atividades biolégicas em potencial, sabe-se
que dentre as principais classes de grupos farmacologicos eletroquimicamente
ativos, destacam-se as quinonas e seus analogos. A atuacdo de quinonas em
relacdo ao cancer e sua correlacdo com parametros eletroquimicos tém sido
extensivamente estudadas por diversos pesquisadores na ultima década (Squella et
al., 2006).

b) Determinacdo dos mecanismos de acéo de farmacos

As técnicas eletroanaliticas tém sido usadas para esclarecer os mecanismos
de acdo de farmacos, com grande contribuicdo na andlise de radicais livres. O
grande valor da eletroquimica no estudo destes sistemas redox é devido ao uso de
sistemas quimicos relativamente limpos, além de ser relativamente facil de controlar,
podendo ser estudados em solugdes aproéticas e aquosas, em que se permite avaliar
o comportamento de radicais livres gerados em sistemas biol6dgicos (Squella et al.,
2006).

Uma larga variedade de moléculas (naturais ou sintéticas) tem a capacidade
de, apoés TE, gerar espécies oxigenadas toxicas (O°, H,O,, HO®), denominadas
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), que, em excesso, Sdo responsaveis pelo
estresse oxidativo (EO), ou se comportar como agentes alquilantes do DNA ou de
outras macromoléculas fisiologicamente importantes. Muitos destes comportamentos
caracteristicos sao observados em relacdo as quinonas (O’Brien et al., 1991), onde
0s principais mecanismos moleculares de acdo biolégica e farmacolégica sao

esquematizados na Figura 9 (Bolton et al., 2000).
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Figura 9. Sumario dos potenciais mecanismos moleculares citotéxicos para quinonas, com
destaque para a formacédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) importante na via de
oxidacdo do DNA, e o papel da glutationa (GSH) e de NAD(P)H:quinona oxidorredutase
(NQO1) nas vias de destoxificacdo celular por meio de eliminacdo de derivados quinénicos
téxicos (hidroquinonas).

SiTIOS ADUTOS BASES QUEBRA
APURINICOS VOLUMOSOS OXIDADAS FITA DE DNA
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P450 REDUTASE
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DEPLEGAO DE GSH ~———, CONSUMO DE EQUIVALENTES
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GSH FORMACAO GSSG FORMAGCAO ERO

v N\

DESTOXIFICAGAO FORMAGAO ERO ~ \
ATIVACAO DE VIAS SINALIZANTES

Fonte: Adaptado de Bolton et al., 2000.

Um numero significativo de substancias fisiologicamente ativas mostra valor
de potencial mais positivo do que —0,5 V (vs. ENH — Eletrodo Normal de Hidrogénio),
sendo ideal para captura de elétrons a partir de doadores biolégicos (enzimas) ou
através de modificagcdes metabdlicas, fornecendo derivados facilmente redutiveis.
Uma atividade oOtima, relacionada a geracdo do estresse oxidativo, pode ser
alcancada quando o potencial de redugdo monoeletrdnico da substancia se situa na
faixa intermediaria entre a faixa dos redutores celulares (cerca de —0,4 V vs. ENH) e
através da reagdo O,/O," em cerca de —0,2 V vs. ENH (em pH fisiolégico ~ 7,0),
embora essa faixa possa se estender ligeiramente por efeitos de concentracdo ou
por efeitos cinéticos de rapida re-oxidacdo dos ions-radicais intermediarios (De
Moura, 2008).

A despeito das amplas possibilidades do processo e da complexidade da
quimica da célula/tecido, € possivel racionalizar o papel da eletroquimica no campo

da quimica medicinal, no qual esta relacionado a transferéncia de elétrons/estresse
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oxidativo, geracdo in situ de espécies toxicas (EROs, ERNSs), interacdo com

endobiobticos, entre outros.

c) Transferéncia de elétrons (TE) e estresse oxidativo (EO)

O conhecimento do processo de “transferéncia de elétrons/estresse oxidativo”
(TE-EO) é importante no entendimento da acdo de farmacos e no desenvolvimento
de novas drogas (Wardman, 2001). O oxigénio € uma espécie quimica bastante
requerida em muitas reacdes metabdlicas no organismo. Porém, oxigénio, oxido
nitrico e seus intermediarios ativados, EROs (espécies reativas de oxigénio) e ERNs
(espécies reativas de nitrogénio), podem reagir com componentes celulares
resultando na degradacdo ou inativacdo de moléculas essenciais, gerando o
estresse oxidativo celular. Todavia, o estresse oxidativo ndo € simplesmente uma
consequéncia indesejavel da vida aerbbica, podendo representar um importante
principio de defesa quimica dos organismos contra invasores, sendo gerados por
granulécitos neutrofilicos durante a fagocitose, fenbmeno em que essas espécies
sao produzidas para eliminar o agente agressor (De Abreu et al., 2002).

Ha uma evidéncia crescente do envolvimento de TE-EO no mecanismo de
acado de uma grande variedade de compostos fisiologicamente ativos. A exposi¢cao
de células a EROs e ERNs gera uma variedade de produtos e padrdes de danos,
gue sao consistentes com ataques de radical hidroxila a lipidios, proteinas, acucares
e bases do DNA (Valko et al., 2007). Na Figura 10, as principais vias de formacéao
de EROs e seus efeitos em macromoléculas podem ser observadas, tendo destaque
o0 processo de peroxidacao lipidica (reacfes 14 a 19), o papel da glutationa (GSH,
reacoes 4, 9, 10, 13 e 17) e outros antioxidantes (vitamina E, vitamina C e acido

lipdico) na manutenc@o da homeostase.

Figura 10. Vias de formacdo de EROs, o processo de peroxidacao lipidica e o papel da
glutationa (GSH) e outros antioxidantes (Vitamina E, Vitamina C, &cido lipdico) na
manutencdo do estresse oxidativo. Rea¢do 1: formacdo do anion radical superoxido pelo
processo de redugdo de oxigénio molecular mediado por NAD(P)H e xantina oxidase ou por
compostos reativos redox, como o composto semi-ubiquinona da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial. Reacdo 2: transformacdo do radical superoxido pela superoxido

dismutase (SOD) a H,0,. Reacdo 3: seqiliestro de peréxido de hidrogénio pela enzima
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glutationa peroxidase (GPx) com GSH como doador de elétrons. Reagdo 4: reducédo da
glutationa oxidada (GSSG) a GSH pela enzima glutationa redutase (Gred) com uso de
NADPH como doador de elétrons. Reacgéo 5: Reacao de Fenton pela quebra do peréxido de
hidrogénio a radical hidroxila reativo por meio de alguns metais de transicdo (Fe**, Cu",
entre outros). Reacgédo 6: geracdo de um radical lipidico (L") pela abstracdo de um elétron de
um acido graxo poli-insaturado (LH)O pelo radical hidroxila. Reacdo 7: interacdo do radical
lipidico (L") com oxigénio molecular para geracao de um radical peroxil lipidico (LOO"). A ndo
reducdo do radical peroxil lipidico (LOQO") por antioxidantes leva ao processo de peroxidacao
lipidica (reacdes 18-23 e 15-17). Reacdao 8: reducédo do radical peroxil lipidico (LOO") dentro
da membrana pela forma reduzida da vitamina E (T-OH) resultando na formac&o do
hidroperoxido lipidio e um radical da vitamina E (T-O’). Reacgéo 9: regeneracao da vitamina
E pela vitamina C, onde o radical da vitamina E (T-O") é reduzido de volta a vitamina E (T-
OH) pelo acido ascérbico (a forma fisioldgica do ascorbato é o monoanion ascorbato, AscH)
deixando pra tras o radical ascorbil (Asc™). Reacao 10: regeneracdo da vitamina E por GSH,
onde o radical da vitamina E oxidada (T-O") é reduzido por GSH. Reacdo 11: glutatona
oxidada (GSSG) e o radical ascorbil (Asc™) sado reduzidos de volta a GSH e monoanion
ascorbato, AscH", respectivamente, pelo acido dihidrolipéico (DHLA) que € convertido por
ele mesmo a acido a-lipdico (ALA). Reagdo 12: regeneracdo de DHLA a partir de ALA
usando NADPH. Reacdo 13: hidroperoxidases lipidicas séo reduzidas a alcodis e dioxigénio
por GPx usando GSH como doador de elétron. Processo de peroxidacéo lipidica: Reacdo
14: reacéo réapida de hidroperoxidos lipidicos com Fe?* para formagéo de radicais alcoxilas
lipidicos (LO"), ou lenta com Fe*" para formacédo de radicais peroxil (LOO’). Reacdo 15:
radical alcoxila lipidico (LO"), derivado do acido aracddnico, conduz reacdo de ciclizagdo
para formar um anel hidroperoxido de seis membros. Reagéo 16: anel hidroperédxido de seis
membros conduz mais reagdes (envolvendo cisGes ) para formar 4-hidroxi-nonenal.
Reacgdo 17: 4-hidroxi-nonenal se torna num aduto in6cuo glutatila (GST, glutationa S-
transferase). Reacdo 18: Um radical peroxil localizado na posicdo interna do &cido graxo
pode reagir por ciclizagdo para produzir um peréxido ciclico adjacente a um radical carbono-
centrado. Reacdo 19: Este radical pode entdo tanto ser reduzido para formar um
hidroperéxido ou pode conduzir a uma segunda ciclizacdo para formar um peréxido biciclico
que depois se junta ao dioxigénio e a reducado rende uma molécula estruturalmente analoga
ao endoperéxido. Reacdo 20: o composto formado € um produto intermediario para a
producdo de malondialdeido. Reacdes 21, 22 e 23: malondialdeido pode reagir com as
bases do DNA, Citosina, Adenina e Guanina para formar adutos M1C, M1A e MG,

respectivamente.
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Fonte: Adaptado de Valko et al., 2007.

No que diz respeito aos danos causados ao DNA, indiretamente, a
peroxidacado lipica tem destaque por gerar produtos potencialmente mutagénicos
e/ou carcinogénicos. A acdo de alguns destes produtos (ex. malondialdeido, MDA)
com as bases do DNA (guanina, adenina e citosina) seria a principal via de formacéo
de adutos potencialmente genotdxicos e/ou mutagénicos, tal como MG, M;A e M;C
(Figuras 10, 11) (Valko et al., 2007). Outro exemplo de dano causado ao DNA, diz

respeito a acdo de radicais centrados em carbono que, na presenca de oxigénio,
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podem conduzir a um numero de reacdes, incluindo fragmentacéo de ligagbes C-C,
resultante da quebra da fita simples do DNA. Vale ressaltar que o estresse oxidativo
severo pode causar dano ou morte celular, como consequéncia de defesa

antioxidante insuficiente (Squella, 2006).

Figura 11. Exemplos de produtos mutagénicos gerados a partir da peroxidacgédo lipidica por
meio da reacdo do malondialdeido (MDA) com as bases guanina, adenina e citosina na
formagéo dos adutos M;G, M;A e M,C.
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Fonte: Valko et al., 2007.

d) Alquilacéo Biorredutiva

A alquilacdo biorredutiva é outro processo redox que descreve o efeito de
compostos que expressam seu modo de acdo farmacolégica como agentes
alquilantes apds sofrerem reducdo in vivo. A grande variedade de agentes
alquilantes empregados clinicamente se comporta como armadilhas eletrofilicas para
nucledfilos moleculares, podendo incluir aminoacidos, como a cisteina, lisina, tirosina
e treonina, e as nucleobases do DNA e RNA (Rajski e Williams, 1998). As pré-
drogas sédo normalmente empregadas para esse fim e a sua ativacao ocorre através
de processos redox. A predominancia desse processo depende do contetdo de
oxigénio dos sistemas biolégicos envolvidos (Figura 12) e do ambiente redox
celular, que no caso de células cancerosas, o balanco redox pode ser alterado em
relacdo as células normais. Essa diferenca pode ser estratégica em relacdo ao
desenvolvimento de agentes ativados por reacbes redox, que podem se tornar
seletivos aos alvos, como no caso de alguns tumores hipoxicos (Wardman et al.,
2001).
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Figura 12. Representacdo esquematica de mecanismos pelos quais pro-drogas ativadas por
biorreducdo exercem suas atividades farmacologicas por meio da ativagdo seletiva em

hipdxia ou ativagdo em condigbes normais, com geragao do estresse oxidativo.
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Fonte: Adaptado de Wardman et al., 2001.

No que diz respeito ao DNA como alvo, é geralmente aceito que a formacéo
de ligacbes cruzadas entre-fitas represente de longe o mais toxico de todos os
eventos alquilantes. Como consequéncia, agentes causadores de ligagdes cruzadas
entre-fitas compreendem uma classe extremamente importante de agentes clinicos
importantes. A interacdo de farmacos com o DNA, através de uso de biossensores,
estd entre 0os mais importantes aspectos dos estudos biolégicos no descobrimento
de farmacos e no processo de desenvolvimento farmacéutico (Rauf et al., 2005).

A eletroquimica de biossensores de DNA permite a avaliacao e predicdo de
interagcbes com DNA e de danos causados ao mesmo por compostos perigosos a
saude, por meio do uso de técnicas voltamétricas para a geracao in situ de
intermediarios reativos, que interagem com o DNA. A ocorréncia de danos oxidativos
ao dsDNA leva a quebra das ligacbes de hidrogénio e a abertura da dupla-hélice,
provocando o contato das bases com a superficie do eletrodo, permitindo a detec¢éo
eletroquimica dos danos oxidativos, por meio do monitoramento da oxidacdo das
bases. As caracteristicas eletroquimicas destes biossensores de DNA tém sido
muito estudadas e tém provido novas descobertas no desenvolvimeto racional de

farmacos que podem levar a um melhor entendimento do mecanismo de interacéo
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entre os farmacos e o DNA (La-Scalea et al., 2002; Mascini et al., 2005). Desta
forma, a eletroquimica é uma ferramenta complementar no estudo do mecanismo de
interacdo biomolecular de farmacos, demonstrando uma aproximacdo entre a
guimica analitica e a quimica medicinal. Maiores detalhes sobre os biossensores

serdo fornecidos no item 2.8, pag. 73.

e) Estudos de Citotoxidade

A metodologia eletrogquimica tem sido considerada uma ferramenta
quantitativa util para a descoberta da citotoxidade de farmacos via estudo da
reatividade in situ de intermediarios eletrogerados frente a endobidticos. Tais
estudos sdo realizados principalmente com glutationa, derivados tidlicos e acidos
nucléicos. O procedimento quantitativo para calcular as constantes de interacéo
entre anions-radicais eletroquimicamente gerados de drogas extensivamente usadas
e xeno/endobidticos pode ser feito por meio do uso da voltametria ciclica. Tal
meétodo se baseia na diminui¢cdo da razdo entre a corrente de pico direta e reversa
(Ipa/lpc) de sistemas reversiveis depois da adicdo de determinado endobidtico
(Squella et al., 2006).

2.5. Quinonas: Atividades Farmacoldgicas e Mecanismos Gerais

Quinonas estdo envolvidas na cadeia biologica de transferéncia de elétrons,
localizadas nas membranas das mitocondrias, tanto em bactérias aerébias (Collins,
1994), quanto em cloroplastos, e nos processos de respiracdo celular e fotossintese
nas plantas. S8o compostos largamente distribuidos na natureza, estando
associadas a atividades biolégicas diversas, dentre elas, a atividade anticancer.
Embora, haja muitos agentes clinicamente importantes contendo nucleo quindnico
com atividade anticancer (antraciclina, mitoxantrona, entre outras), ha necessidade
de testes para descobertas continuadas. A literatura relata, em artigos sucessivos,
novas atividades biologicas para quinonas, como a plumbagina (Kitagawa et al.,
2004; Silva Jr. et al., 2010; Molfetta et al., 2005; Ough et al., 2005; Andrade-Neto,
2004; Chen et al., 2004) (Figura 13).
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Figura 13. Plumbagina, naftoquinona derivada da planta Plumbago zeylanica.

O
OH O

Fonte: Tiwari et al., 2002.

Do ponto de vista toxicoldgico, as quinonas podem ser tanto oxidantes quanto
eletrofilicas, conferindo uma alta reatividade as mesmas. Do ponto de vista biolégico,
o DNA representa o principal alvo destes compostos, uma vez que, muitas delas,
pertencem aos grupos de intercaladores e/ou agentes alquilantes, e/ou inibidores de
topoisomerases (Yamashita et al., 1991) sendo sua toxicidade atribuida a habilidade
de conduzir reacBes de o6xido-reducéo reversiveis (Bachur et al., 1979).

Em meio biolégico, a reducdo monoeletrbnica de quinonas resulta na
formacdo de semiquinonas, que podem reagir com o oxigénio molecular, formando o
anion-radical superoxido (0;%), que sofre subsequente desproporcionamento e

protonacédo para formar peréxido de hidrogénio (H,O,) (Figura 14).

Figura 14. Atuagcdo de quinonas na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e

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

Q + NADH + H* — QH, + NAD*
QH, +0, - QH + HO,

HO; » H" + 05

205 +2H™ 205 H,0, + 0,

05 + H,0, > HO + HO~ + 0,

catalase

2H,0, — 2H,0 + 0,

Fontes: Schaffer et al., 2001; Valko et al., 2007; Lown et al., 1982.
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O anion-radical superéxido também pode reduzir Fe** a Fe?* e entdo, reagir
com o Fe?" para gerar o radical hidroxila (HO") (Reacdo de Fenton), sendo, a
espécie reativa responsavel pelo dano oxidativo, pois ndo é capturada
(destoxificada) por qualquer enzima presente no meio celular. Por meio de um
mecanismo eficiente de redugédo da quinona a semiquinona, ocorre um ciclo redox,
gque tem como consequéncia 0 estresse oxidativo, resultante do consumo
desproporcionado de equivalentes redutores celulares e a geracdo das espécies
oxigenadas reativas (0%, H.O,, HO") (Schaffer et al., 2001; Valko et al., 2007; Lown
et al., 1982).

A reducdo com transferéncia de dois elétrons, catalisada por enzimas, é
geralmente considerada como um caminho desintoxicante, desde que a
hidroquinona resultante seja conjugada e excretada. No entanto, a hidroquinona
resultante pode se desproporcionar e gerar espécies oxigenadas ativas, ou levar a
reacoes de rearranjo para formar espécies alquilantes reativas (alquilacédo
biorredutiva). Ambos os caminhos podem provocar danos celulares e consequente
toxicidade (Valko et al., 2007; Lown et al., 1982).

A citotoxidade das quinonas pode ter consequéncias benéficas ou deletérias
através de varios mecanismos, podendo incluir ciclagem redox, arilacéo,
intercalacdo na dupla hélice do DNA, geracdo de sitios radicalares especificos,
interferéncia na respiragdo mitocéndrica, inibicdo enzimética, entre outros, sendo
gue em todos esses casos, 0 mecanismo de acao, in vivo, requer a biorreducéo das
guinonas como primeira etapa de ativacéo (Frydman et al., 1997).

Em termos de métodos eletroquimicos, o uso de meios especificos permite a
obtencdo de semiquinonas ou hidroquinonas. Em meio aproético, ocorrem duas
etapas de transferéncia monoeletrénica enquanto em meio aquoso, ha transferéncia
bieletrdnica, em uma Unica etapa (Crawford et al., 1996).

Apesar da complexidade da quimica da célula/tecido e da multiplicidade dos
sistemas enzimaticos responsaveis pela reducdo de quinonas in vivo, é possivel
comparar estudos eletroquimicos realizados in vitro (em solventes aproticos e
proéticos) e estabelecer relagbes estrutura/atividade bioldgica, eletroquimica/atividade
bioldgica, utilizando as informacdes obtidas no desenvolvimento de farmacos
efetivos para a acéo desejada. No caso de quinonas, foram encontradas correlacbes
positivas entre potenciais redox e efeitos inibitérios em alguns tipos de virus e em

citotoxicidade (Koyama et al., 2001). Tendo em vista o que foi exposto, as
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ferramentas eletroquimicas podem fornecer valiosos pardmetros para uso em
quimica medicinal, seja com uso de solventes aproticos, quanto proticos, através da
andlise de valores de Eeqox, relacionados aos processos reversiveis, (Hillard et al.,
2008).

2.5.1. Oncocalixona

As plantas sdo depdsitos de moléculas orgéanicas bioativas. Varias classes de
compostos naturais sdo farmacologicamente ativas e servem como farmacos e/ou
levam ao desenvolvimento de farmacos. Auxemma oncocalyx Taub. (Figura 15) é
uma arvore nativa brasileira, caracteristica da vegetacdo xerofitica presente na

regido nordeste. E comumente chamada de “pau branco”.

Figura 15. Auxemma oncocalyx.

Fonte: Autor, 2011.

A investigacdo quimica dos extratos do cerne de A. oncocalyx resultou no
isolamento e caracterizacdo de varias quinonas terpénicas incomuns e
hidroquinonas com estrutura de 16 carbonos (Pessoa et al., 1993; Pessoa et al.,
2004; Pessoa et al., 1995, Marques et al., 2000). Estes metabdlitos secundarios,
que parecem ser tipicos do género, foram isolados em uma série homéloga,
diferindo em seu grau de oxidacdo, oxigenacdo (éter ou &lcool), rearranjo e
ciclizacao intramolecular das cadeias naturais terpénicas. Com um padrao geral,

todos 0s compostos possuem um grupo metoxila na posicéo C-2 e varias deles, um
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grupo metila angular B-orientado, ligado ao C-8a, além de uma configuracao cis para
0s anéis B/C.

Oncocalixona A (Figura 16), rel-8a-Hidroxi-5-hidroximetil-2-metoxi-8af-metil-
7,8,8a,9-tetraidro-1,4-antracenodiona, um soélido amorfo vermelho escuro, foi o
primeiro composto isolado do extrato de A. oncocalyx. Este metabdlito secundario,
gue foi obtido em quantidades significativas, € responsavel pela coloracédo escura do

cerne desta planta.

Figura 16. Oncocalixona A (rel-8a-Hidroxi-5-hidroximetil-2-metoxi-8af3-metil-7,8,8a,9-

tetraidro-1,4-antracenodiona).
‘ CHj:

HCO I

O

O OH
|
|

OH

Fontes: Pessoa et al., 1993; Pessoa et al., 2004; Pessoa et al., 1995, Marques et al., 2000.

Uma série de propriedades farmacoldgicas foi atribuida a oncocalixona, como
analgésico, citotoxico, anti-inflamatério, antioxidante e causador de inibicdo da
ativacdo plaquetéaria (Pessoa et al., 2004; Costa-Lotufo et al., 2002; Ferreira et al.,
2003; Ferreira et al., 2004). A oncocalixona também tem demonstrado atividade
antitumoral diferenciada contra os tumores de murinos: Ehrlich carcinoma, sarcoma
180 e Leucemia L1210. Outras atividades farmacolégicas foram também descritas
para a fracdo das quinonas obtidas do extrato de A. oncocalyx.

As atividades biolégicas apresentadas pela oncocalixona A tém fornecido
modelos importantes para a sintese de potenciais novos compostos biologicamente
ativos e, devido a sua importancia fitoterapica (Hamburguer, 1991; Cardellina, 2002),
um maior impeto foi gerado no intuito de se identificar seu modo de atuagéo

bioldgico, tendo em vista seu uso contra agentes causadores de neoplasias.
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2.5.2. Juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona)

As plantas possuem diversos componentes que sédo de imenso valor
nutricional e medicinal, dentre eles, as quinonas, alvo de estudos extensivos, tendo
mostrado que algumas delas apresentaram excelente atividade antitumoral, como ja
comentado (topico 2.5) (Reinicke et al., 2005). Alguns estudos mostraram que
derivados 1,4-naftoquinénicos possuidores de ao menos um grupo hidroxila fendlico
sao potentes inibidores de enzimas topoisomerases, sendo usadas clinicamente em
terapias contra canceres solidos (Plyta et al., 1998). Outros estudos mostraram que
a presenca de substituintes hidroxila em 1,4-naftoquinonas, modula a toxicidade em
hepatocitos de ratos, decrescendo nas séries 5,8-di-hidroxi-1,4-naftoquinona
(naftazarina), 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (juglona), 1,4-naftoquinona, 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (lausona), concluindo ainda que a citotoxicidade estaria relacionada a
diminuicdo da concentracdo de glutationa ou outros tidis biologicamente ativos

devido a ciclagem redox enzimatica das naftoquinonas (Ollinger e Brunmark, 1991).

Figura 17. Juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona).

OH 0

Fonte: Sugie et al., 1998.

A juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) (Figura 17) € um pigmento que ocorre
como um produto natural nas raizes, folhas, cascas de nozes, casca do caule e
madeira da nogueira preta (Juglans nigra L.), nogueira européia (Juglans regia L.) e

nogueira branca (Juglans cinerea L.), plantas da familia Juglandaceae (Figura 18).
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Figura 18. Familia Juglandaceae (Juglans regia L.).

Fonte: Retirado de http://www.meemelink.com em 11/04/10.

Preparacdes herbais de nogueiras tém sido extensivamente usadas ha
medicina popular para o tratamento de acne, doencas inflamatorias, infec¢des
cutaneas, infec¢des bacterianas, virais e fungicas bem como o cancer. As nogueiras
contém juglona como o principal componente, com outros constituintes como a a-
hidrojuglona (1,4,5-tri-hidroxinaftaleno) e seu glicosideo B-hidrojuglona, juntamente
com &cido cafeico, &cido elagico, hiperina e caempferol. Foram relatadas que
preparacdes herbais de nogueiras suprimem o crescimento de adenocarcinomas
mamarios espontaneos em ratos albinos suicos (Aithal et al., 2009).

Sugie e colaboradores (1998) descobriram que a juglona reduz a formacéao de
azoximetano induzido em tumores intestinais em ratos F344 e concluiu que juglona
poderia ser um promissor agente quimiopreventivo. Outro trabalho demonstrou que a
juglona tem um potencial efeito genotoxico e citotdxico através da inducdo do
estresse oxidativo, danos a membrana celular e acdo clastogénica, levando a morte
celular tanto por apoptose, quanto por necrose em culturas de melanomas (Figura
19) (Aithal et al., 2009).
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Figura 19. Mudancas morfolégicas induzidas por juglona determinadas pelo corante acridina
laranja/brometo de etidio. a) controle mostrando células vivas (V) b) 5,0x10° mol L* de
Juglona por 12 h mostrou células com apoptose inicial (Al) bem como baixa porcentagem de
células necréticas (N) c) 10x10° mol L™ de Juglona por 12 h mostrou alta porcentagem de

células com apoptose final (AF) e necroticas (N) bem como células com apoptose inicial (Al).

Fonte: Adaptado de Aithal et al., 2009.

Murakami e colaboradores (2010) sugeriram que a toxicidade da juglona
deve-se a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) via reacdo da
semiquinona com oxigénio. Xu e colaboradores (Xu et al., 2010) estudaram seu
efeito em células HL-60 e demonstraram a morte por apoptose, via mitocondrial,
enquanto Klaus e colaboradores trabalharam com queratinécitos e verificaram danos
oxidativos (Klaus et al.,, 2010). Em termos eletroquimicos, a juglona tem sido

estudada, tanto como monémero, como precursor polimérico (Rubin et al., 2010).

2.5.3. Biflorina

A Dbiflorina é uma orto-naftoquinona prenilada (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-
pentenil)nafta[1,8-bc]-piran-7,8-diona) (Figura 20), facilmente isolada das raizes de
Capraria biflora, um arbusto perene distribuido nas Américas do Sul e do Norte, com
forte atividade antibidtica contra germes gram-positivo e alcool-acido resistentes e

contra alguns fungos (Lima et al., 1958; Serpa, 1958).
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Figura 20. Biflorina (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc]-piran-7,8-diona).

4

Fontes: Lima et al., 1958; Serpa, 1958.

A biflorina é citotéxica contra varias linhagens de células tumorais com ICso na
faixa de 0,43 a 14,61 yg mL™*: CEM e HL60 (leucemia humana), B-16 (melanoma de
murinos), HCT-8 (colon humano) e MCF-7 (adenocarcinoma toraxico humano)
(Vasconcellos et al., 2010). Recentemente, Vasconcellos e colaboradores (2007),
relataram a atividade antitumoral da biflorina em ratos transplantados com sarcoma
180 e Erhlich carcinoma, indicando uso clinico promissor para a biflorina como
agente antitumoral. Por outro lado, também sugeriram que efeitos celulares
causados pela biflorina sdo dependentes da concentracdo, uma vez que em baixas
concentracbes, apresenta significativa atividade protetora e antioxidante contra
efeitos citotdxicos, genotoxicos, mutagénicos e contra a peroxidacdo lipidica
intracelular induzida por H,O, em linhagens de células de mamiferos, sendo estas
propriedades atribuidas a sua propriedade em sequestrar radicais hidroxila. Em
contrapartida, em concentracdes elevadas (acima de 250 ug mL), a biflorina mostrou

ser citotoxica e genotoxica (Vasconcellos et al., 2010).

2.5.4. Naftoquinonas Derivadas da Juglona

Alguns derivados naftoquinbnicos, com destaque para o0s derivados
halogenados, tém apresentado atividade biolégica significativa, frente a larvas do
mosquito Aedes aegypti, vetor responsavel pela disseminacdo da dengue, bem
como ao molusco Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario, responsavel pela
disseminacao da equistossomose (Tabela 4) (Ribeiro et al., 2009) e ainda atividades

antitumorais (Tabela 5) (Montenegro et al., 2010).
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Tabela 4. Atividades larvicidas (contra A. aegypti) e moluscicidas (contra B. glabrata) de
alguns derivados quinonicos (Ribeiro et al., 2009). DLsy,: dose letal com 50% de mortes,

DLy,: dose letal com 90% de mortes.

COMPOSTOS Larvicida (mg L™) Moluscicida (mg L™)
] ] ] ) DLg, 3,587 DLg 1,4748
5-Hidroxi-1,4-naftoquinona (juglona) (Q1)*
DLgg 6,641 DLg 9,3520
) ) DLgo 4,553 DLg 1,2131
5-Acetoxi-1,4- naftoquinona (Q2)**
DLgo 7,993 DLy 3,7744
) ) DLg 7,919 DL, 2,4587
5-Metoxi-1,4-naftoquinona (Q3)**
DLg 10,833 DLy 6,2519
) ) _ DLgp 1,391 DLg 1,1813
2-Bromo-5-hidroxi-1,4- naftoquinona (Q4)**
DLgo 2,501 DLgo 4,4042
_ ) DLg 1,170 DLg 0,9480
2-Bromo-5-acetoxi-1,4- naftoquinona (Q5)**
DLgo 4,550 DLgo 2,2050
_ _ DLg 9,703 DLg 0,7459
2-Bromo-5-metoxi-1,4- naftoquinona (Q6)**
DLg 16,999 DLgo 1,5630
. . . DLso 0,873 DLgo 2,4941
3-Bromo-5-hidroxi-1,4- naftoquinona (Q7)**
DLgo 1,417 DLy 5,6543
_ ) DL, 7,287 DL, 0,8932
3-Bromo-5-acetoxi-1,4- naftoquinona (Q8)**
DLg 10,445 DLgo 1,6589
_ _ DLgp 5,752 DL, 0,8932
3-Bromo-5-metoxi-1,4- naftoquinona (Q9)**
DLgo 12,453 DLgo 1,6589

*Estrutura da juglona, pagina 61.

**Estrutura das quinonas, pagina 89.
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Tabela 5. Atividades citotoxicas da juglona e seus derivados, em relacdo a linhagens de

células tumorais em relagdo a células mononucleares de sangue periférico e eritrocitos

(Montenegro et al. 2010). ClI: concentragdo inibitéria, CE: concentracdo efetiva, Nd: ndo

determinado.

MTT Clso pg mL™ (umol L™)

Hemdlise CEsxg

MDAMB 1
HL-60 SF-295 HCT-8 PBMC (ng mL™)
435

0,78 (4,5)

Q1 Nd Nd Nd Nd >200
(0,48-1,25)
1,98 (9,2 1,35(6,2) |1,82(84) |1,11(51

02 (9.2) (6.2) (8.4) (5.1) Nd 2200
1,69 - 2,33 1,03-1,77 | 1,6 -2,07 |0,77-1,6
0,31 (1,7 0,72(3,8) |088(4,7) |085(45) |0,69(3,7

03 1,7) (3.8) (4,7) (4,5) @7 2200
0,23 - 0,43 0,62-0,95 | 0,72-1,07 | 0,71-1,05 | 0,49 —0,99
1,08 (4,3 1,39(55) |16(63 1,62 (6,4

04 (4,3) (5,5) (6,3) (6,4) Nd 2200
0,93 - 1,23 1,06-1,82 | 1,29-1,99 | 1,12-2,35
2,31 (7,8 1,85(6,3) |1,81(6,1) | 1,58(5,3

o5 (7,8) (6,3) (6,1) (5,3) Nd 2200
1,86 — 2,89 1,37-25 |1,47-2,23 | 1,32-1,86
2,99 (11,2 2,36(8,8) |22(8.2 2,35 (8,8

06 (11,2) (8.8) (8.2) (8.8) Nd 2200
2,4-37 1,84 -3,03 | 1,02-4,71 | 1,59 — 3,46
1,52 (6,0) 2,26 (8,9) |292(11,5) |2,23(8.8)

Q7 Nd >200
1,04 — 2,25 1,48 -3,42 | 2,31 -3,69 | 1,78 — 2,79
2,33 (7,9 2,48(8,4) |230(86) |261(7.8

o8 (7,9) (8,4) (8,6) (7.8) Nd 5200
1,79 - 3,04 1,84-3,35 | 1,82-2,91 | 1,81 -3,77
1,93 (7,2 1,73(6,5) |1,41(53) |1,54(58

09 (7,2) (6,5) (5.3) (5.8) Nd 2200
1,54 — 2,42 1,38-2,16 | 1,18 -1,67 | 1,08 2,19

5 0,02 (0,03) 0,48 (0,8) |0,23(0,4) |0,01(0,02) | 0,97 (1,7) g

OX
0,01 -0,02 0,34-0,66 | 0,19-0,25 | 0,01 -0,02 | 0,52 — 1,80

Linhagens celulares: HL-60 (Leucemia promielocitica humana), SF-295 (Glioblastoma humano), HCT-
8 (Carcinoma de colon humano), PBMC (células mononucleraes sanguineas periféricas). Dox
(doxorrubicina)

bioldgicas dando correlacéo postiva ou néo.

O estudo eletroquimico das mesmas pode ser relacionado a essas atividades
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2.6. Processos Redox e pH: Determinacéo de pKa

O pH influencia diretamente no comportamento eletroquimico de compostos
que trazem em sua estrutura grupos ionizaveis. O pKa ou coeficiente de ionizacéo é
uma das principais propriedades fisico-quimicas de moléculas capazes de alterar
seu perfil farmacoterapéutico. Ele descreve a extensdo da ionizacdo de grupos
funcionais, sendo este parametro, de grande importancia em algumas areas, como o
desenvolvimento de farmacos, onde o conhecimento do estado de ionizacdo de um
grupo funcional €, muitas vezes, essencial para entender as propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas de novos farmacos (Lima et al., 2002; Avdeef
et al., 1999).

Para medir valores de pKa, € necessario expor a substancia a um ambiente
com mudangas de pH bem definidas, com monitoramento de uma propriedade
particular que sofre modificacdo em funcdo do estado de ionizacédo da molécula.

O uso de técnicas eletroquimicas pode ser de fundamental importancia na
determinacdo de valores de pKa. Esse tipo de analise s6 pode ser efetuado, se a
molécula apresentar grupo passivel de sofrer reacbes de oxirreducdo, onde o
potencial de reducdo/oxidacdo da substancia seria analisado em funcéo da variacéao
do pH. Tal variacdo pode ser exemplificada na Figura 21, em que a dependéncia do
pH para dois pares redox diferentes pode ser demonstrada, com uma das espécies

apresentando pKa 5 e a outra apresentando pKa 9 (Schafer e Buettner, 2001).

Figura 21. Potencial de reducgéo de pares redox dependentes do pH em funcdo do pH. Duas
espécies com diferentes valores de pK, mas com mesmo potencial de semi-reacdo em
condi¢bes-padrao.
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200

100
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-100
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Fonte: Schafer e Buettner, 2001.
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2.7. Eletrodos Modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido na
eletroquimica por Murray e colaboradores em 1975 (Moses et al., 1975) para
designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, deliberadamente imobilizadas
em suas superficies, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo/solucdo. A modificagdo da superficie do eletrodo sendo
uma forma de impor e controlar sua reatividade e/ou seletividade, possibilita o
desenvolvimento de eletrodos para varios propésitos e aplicacdes.

Os primeiros trabalhos envolvendo a preparacéo de eletrodos com superficies
modificadas surgiram no inicio da década de 70 por Lane e Hubbard (Lane e
Hubbard, 1973). Estes pesquisadores adsorveram na superficie de eletrodos de
platina varias olefinas funcionalizadas, explorando a propensdo de grupos alcenos
guimisorverem-se sobre este metal, verificando a capacidade do acido 3-alil-salicilico
coordenar ao ferro seletivamente, em funcéo do potencial aplicado. J& em 1975, foi
publicado um trabalho descrevendo a construcdo de um eletrodo quiral para
eletrossintese de alcoois, além de aminoacidos opticamente ativos terem sido
covalentemente ligados a superficie de um eletrodo de carbono vitreo, via grupos
carboxila (Watkins et al., 1975).

A modificacdo quimica de eletrodos € um campo de interesse crescente em
guimica analitica. Ja na eletroquimica, foi demonstrado que eletrodos quimicamente
modificados possuem vantagens distintas em relacdo aos eletrodos convencionais
em muitas areas de aplicacdo, que incluem eletrocatédlise e sensores eletroquimicos
(Luz et al., 2004). O principal objetivo dessa modificacdo é pré-estabelecer e
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucdo como uma forma de
alterar a reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim, o
desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicacbes, desde a catalise de
reacdes organicas e inorganicas até a aceleracdo da velocidade de transferéncia de
elétrons em moléculas de interesse (Pereira et al., 2002).

A maioria das aplica¢gfes analiticas de EQM envolve técnicas voltamétricas ou
amperomeétricas. Do ponto de vista analitico, a sensibilidade e/ou a seletividade de

uma determinacdo deve aumentar com a utilizacdo de um EQM para que seu uso
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seja justificado. Isto pode ser obtido por meio de um ou mais dos seguintes
fenbmenos: pré-concentracao, eletrocatalise e exclusédo de interferentes (Figura 22).
Em geral, a obtencdo de sensibilidades mais altas ocorre por pré-concentracdo da
espécie de interesse ou por eletrocatalise, sendo que a aplicacdo de qualquer um

destes principios resulta em inerente aumento da seletividade. (Pereira et al., 2002).

Figura 22. Principais enfoques analiticos e estratégias no desenvolvimento de EQM'’s.

PRINCIPAIS ENFOQUES ANALITICOS E ESTRATEGIAS NO DESENVOLVIMENTO DE EQM’s
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Fonte: Retirado de Pereira et al., 2002.

Em relacéo a eletrocatalise, o objetivo € reduzir a energia de ativacdo em uma
reacdo envolvendo transferéncia de elétrons. A oxidacdo ou reducdo de um
substrato que apresenta uma cinética de transferéncia de elétrons lenta, a superficie
do eletrodo, € mediada por um sistema redox que pode trocar elétrons mais
rapidamente com o eletrodo e o substrato (processo EC - eletroquimico-quimico) ou
na ordem inversa (processo CE - quimico-eletroquimico), reduzindo o sobrepotencial
de ativacdo. O sobrepotencial de ativacdo é o potencial adicional a E°, necessario
para vencer a barreira de ativacdo de uma dada eletrdlise, em um dado eletrodo, e
manter a reacdo a uma dada velocidade. A reducédo do sobrepotencial de ativagao

aumenta a seletividade da medida porque permite a aplicagcdo de potenciais de
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operacdo mais baixos, sendo que a especificidade da reacdo esta inversamente
relacionada a magnitude do potencial aplicado, reduzindo, ou mesmo eliminando, a
possibilidade de que os potenciais de eletrolise de outras espécies presentes sejam
atingidos (Oni et al., 2005).

Os mediadores redox podem ser espécies organicas (quinonas,
tetratiofulvaleno; tetracianoquinodimetano, entre outros), compostos organometalicos
(ferrocenos, ftalocianinas, oxidos de ruténio, metaloporfirinas, etc) ou enzimas. Estas
espécies atuam em solucdo ou no caso de EQM, imobilizadas a superficie do
eletrodo, podendo ser utilizado mais de um mediador. Na Figura 23 é mostrado o
principio de acdo de um mediador imobilizado na superficie de um EQM, em um

processo de reducédo (a) de um substrato.

Figura 23. Principio de atuacdo de um mediador redox imobilizado a superficie de um EQM
usado para eletrocatdlise. (a) Processo de reducdo, MO — Mediador Oxidado, MR —
Mediador Reduzido, SO — Substrato Oxidado, PR — Produto Reduzido.

Mediador
Imobilizado

(MO)
Produto —— Difusédo
. (PR)
—+ (a)

\\/—9 Substrato «—— Difuséo
(MR) (SO)

Processo Redox  Processo Redox
Eletrolitico Quimico

ELETRODO

Fonte: Autor, 2011.

Na preparacdao do EQM, a escolha do material para o eletrodo base, cuja
superficie sofrer4 a modificagdo, € um aspecto muito importante a ser considerado.
O material constituinte do eletrodo deve apresentar caracteristicas eletroquimicas
apropriadas e também ser adequado para o método de imobilizacdo selecionado.
Entre os materiais convencionais encontram-se o ouro, platina, carbono vitreo,

mercurio na forma de filme e pasta de carbono, sendo menos usuais, carbono vitreo
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reticulado, fibras de carbono, material plastico condutor e vidros condutores (Pereira
et. al., 2002).

Em relacdo ao método de imobilizacdo do modificador no eletrodo, a
adsorcdo (quimiossorcdo) € a maneira mais simples de fixar um modificador ao
substrato do eletrodo base, consistindo na dissolucido do agente modificador em um
solvente apropriado, e na exposi¢cao, em geral por imersédo, do eletrodo a esta
solucédo. Outra maneira é dispor esta solugdo, com o auxilio de uma micropipeta,
sobre a superficie a ser modificada, com posterior evaporacédo do solvente. Embora
os primeiros estudos envolvendo adsorcdo (Lane e Hubbard) tenham utilizado
eletrodos de platina, a maioria dos trabalhos subsequentes com adsorgcéo foi
realizada com eletrodos de grafite e carbono vitreo (Aleixo et al., 1993). Eletrodos de
carbono apresentam a capacidade particular de quimiossorver reagentes que
possuam sistemas de elétrons n estendidos, como no caso de compostos organicos
aromaticos. Esta adsorcéo é devida a forte interacdo entre o plano basal (Figura 24)

do eletrodo de carbono e o sistema de elétrons = da molécula aromatica.

Figura 24. Plano basal (plano da folha) e plano vertical (plano perpendicular a folha) da

superficie do eletrodo de carbono.

vista do plano vertical

vista do plano basal

Fonte: Autor, 2011.

A eficiéncia dos catalisadores desenvolvidos atualmente tem sido atribuida a
sua capacidade de induzir a reducdo de alguns compostos organicos por
promoverem a transferéncia de elétrons entre a superficie do eletrodo e as espécies
eletroativas em solucédo, de forma mais rapida. Desta forma, uma grande variedade

de compostos tem sido usada como mediadores na transferéncia de elétrons, na
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oxidacdo como na reducdo de varias moléculas-alvo (Luz et al., 2005; Revenga-
Parra et al.,, 2005), caso das metaloftalocianinas (Figura 25), nas quais, exibem
excelentes propriedades fisico-quimicas (Mckeown, 1998), como alta estabilidade
térmica e eficiéncia catalitica para um grande numero de moléculas (Ozoemena et
al., 2001; Filanovsky, 1999).

Figura 25. Ftalocianina: R; = R, = R3 = R, = H, ftalocianina tetrassulfonada: Ry = R, = R;=H
e R; = SO3', M = Cobalto, Niquel, Ferro ou Cobre.

Fonte: Mckeown, 1998.

Em relacdo as metaloporfirinas, elas tém sido extensivamente empregadas
em modificacdes de superficies de eletrodos, por causa de suas extraordinarias
propriedades eletroquimicas e eletrocataliticas (Biesaga et al., 2000).
Adicionalmente, eletrodos revestidos com porfirinas exibiram varias caracteristicas
distintas, como alta capacidade catalitica e forte ligacdo com a superficie do
eletrodo, provendo sensores analiticos com alta sensibilidade e estabilidade
prolongada (Deng e Dong, 1996). Entre os derivados porfirinicos, as meso-tetra (4-
piridil)porfirinas coordenadas a quatro complexos de [Ru(bipy).CI]", M(TRP), tem
recebido grande atengcdo (Angnes et al., 1996; Azevedo et al., 1998) com uso de
filmes eletrostaticamente organizados com camadas alternadas de Co(TRP)
cationicos e  Zn(TPPS) anibnicos (TPPS = &anion meso-tetra-(4-
sulfonatofenil)porfirinato) (Figura 26). Este tipo de combinag&o proveu uma unido de

interacdes eletronicas estéricas e eletrostéaticas, fornecendo um filme mais condutor
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e homogéneo e também um sensor mais reprodutivel e durdvel para sulfitos e
nitritos (Azevedo et al., 1999).

Figura 26. Representacao estrutural de Co(TRP), Zn(TPPS) e do seu respectivo par idnico.

Fonte: Adaptado de Rocha et al., 2002.

Esta bem estabelecido que sensores e biossensores tém um papel importante
na determinacdo de varios analitos de interesse industrial, clinico, ambiental e
farmacoldgico. Neste sentido, eletrodos modificados sdo particularmente adequados
ndo s6 para determinacBes analiticas, mas também para a investigacdo de
processos e mecanismos fisico-quimicos, tanto de espécies organicas quanto

inorganicas.

2.8. Biossensores de DNA

A investigacao eletroquimica das propriedades elétricas dos acidos nucléicos

e fitas do DNA (acido desoxirribonucleico) é constante. As eletroatividades do DNA e
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RNA tém sido relatadas desde a década de 50, onde mudancas na estrutura do
DNA foram utilizadas para estudar sua desnaturacdo, renaturagcdo e danos
causados ao mesmo. Na década de 90, inicia-se o desenvolvimento de sensores de
DNA e suas diversas aplicacdes, que vao desde a deteccdo de sequéncias
especificas de DNA a deteccao de substancias capazes de interagir com suas bases
a partir da mudanca na resposta eletroquimica do sensor (Palecek, 2009). Sabendo-
se que os elétrons podem migrar através da hélice do DNA para a solucdo, as
analises eletroquimicas dos acidos nucléicos e seus constituintes podem fornecer
informacdes sobre o mecanismo envolvido nas reagfes biologicas, tais como: o
envelhecimento, a formacao e o reparo da lesdo oxidativa no DNA.

O DNA é uma macromolécula estruturalmente polimérfica que dependendo da
sequéncia de nucleotideos e/ou condi¢cdes-ambientes pode adotar uma variedade de
conformacdes (Figura 27). A estrutura de dupla hélice consiste de duas fitas,
formadas por grupos fosfatos e pentoses ligadas alternadamente por uma ponte
fosfodiéster, que mantém a continuidade da fita (Brett et al., 1998; Rauf et al., 2005).

Figura 27. DNA em dupla fita (double-strand DNA) com representacéo detalhada do interior
hidrofébico do DNA destacando as fitas formadas pelos nucleotideos interligados e suas
respectivas bases.
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Por outro lado, as duas cadeias da dupla fita estédo associadas por ligacoes
de hidrogénio entre as bases puricas (adenina e guanina) e pirimidicas (citosina e
timina), formando assim, os nucleotideos. Cada nucleotideo € formado por um grupo
fosfato, um acucar (desoxirribose) e uma das quatro bases nitrogenadas (Figura 27)
(Brett et al., 1998; Rauf et al., 2005).

O DNA pode ser modificado por meio de interacdo com agentes citotoxicos,
representando uma lesédo bioquimica muito grave, podendo levar ao surgimento de
algumas doencas. Tais interacbes podem ser eletrostaticas, que geralmente séo
inespecificas e envolvem os grupos formadores das fitas do DNA (fosfato-pentose)
através da intercalacdo entre os pares de bases, tanto quanto covalentes, (Rauf,
2005) provocando modificacGes diretas nas bases constituintes do DNA (Boussicault
e Robert, 2008). Os processos de intercalacdo e de ligacdo nas fendas sdo os

mecanismos mais comuns (Figura 28) (Pindur et al., 2005).

Figura 28. Classes de agentes DNA-interativos e suas interacdes moleculares com DNA. a) Linha do
tempo para a descoberta e evolugdo de agentes DNA-interativos até o presente. b) llustracdo dos
tipos de modificacdo que podem se formar no DNA, incluindo ligagbes cruzadas, intercalacéo,
clivagem da fita do DNA, e moléculas leitoras de cdodigos genéticos. A hélice do DNA é também
mostrada associada com proteinas, como a topoisomerase I, e com estruturas secundarias do DNA

(guanina-quédrupla). c) Detalhes dos modelos, mostrando os diferentes tipos de modificacdo do DNA.
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76

Um biossensor é um pequeno dispositivo que possui propriedades bioldgicas
de reconhecimento para uso em bioandlise. Cada dispositivo conta com um
elemento de reconhecimento biolégico ligado a um transdutor fisico que converte o
sinal biolégico em sinal elétrico, sendo proporcional a concentracdo do analito
(Sharma et al., 2003). Biossensores eliminam a necessidade de preparacdo da
amostra e portanto oferecem grande oportunidades para varias aplicacdes analiticas
in situ com medidas rapidas e relativo baixo-custo. Para o desenvolvimento de um
biossensor € essencial a presenca de elementos sensiveis, 0s quais podem ser
células inteiras, anticorpos, enzimas ou &cidos nucléicos que irdo formar a camada
de reconhecimento que estard integrada com o transdutor via imobilizacdo por

adsorcdao, ligacdo cruzada ou covalente (Figura 29).

Figura 29. Constituintes de um biossensor analitico.
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Fonte: Wang, 2000a.

Os biossensores tém se tornado muito populares, nos ultimos anos. Novas
pesquisas e desenvolvimento nesse campo tiveram importante papel na vida
cotidiana. Seus usos variam desde 0 monitoramento continuo de processos
biolégicos e sintéticos, na quimica industrial e clinica, aos campos de andlise de
alimentos, do ambiente e no monitoramento e diagndéstico da saude humana.

Atualmente, o0s mais fascinantes e promissores sensores Sa0 0S
imunossensores baseados nas reacdes de afinidade entre anticorpo e antigeno,
além dos sensores de DNA, que sao baseados na hibridizacéo de oligonucleotideos
do ssDNA (Blonder et al., 1997; Arora et al., 2007; Prabhakar, et al., 2007). J4 os
biossensores de DNA (Figura 30) tém sido aplicados com sucesso tanto para

determinacdo eletroanalitica de farmacos, quanto para o estudo da interagdo dos
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mesmos com 0 DNA (Rauf et al., 2005). Eles permitem avaliar e predizer interacbes

pela observagéo da ligacédo das substancias-alvo com o DNA.

Figura 30. Modo de atuagao do biossensor de DNA. O analito se insere entre as fitas do
DNA maodificando sua conformacdo levando a exposicado das bases, que por sua vez, serao

passiveis de oxidacao anddica.
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Fonte: Montanari, 2009.

Por sua vez, os transdutores sao classificados de acordo com seus
parametros de medida, podendo ser amperométricos (corrente medida sob potencial
constante), potenciométricos (potencial medido a corrente constante), piezoelétricos
(medidas de mudanca em massa), térmicos (medidas de mudancas na temperatura)
ou dpticos (detectam mudancas na transmisséo de luz) (Tabela 6).

As técnicas analiticas usuais requerem muitas etapas, muito trabalho, tempo
e equipamentos caros, a0 passo que 0s biossensores sdo rapidos, simples,
econdbmicos e podem ser usados em areas remotas onde a facilidade do uso de

instrumentos sofisticados néo esta disponivel (Ho et al., 2004; Wang et al., 2001).
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Tabela 6. Vantagens e desvantagens de diferentes tipos de biossensores baseados em DNA (Suman e Kumar, 2008).

Tipo

Principio

Vantagens

Desvantagens

b)

a)

c)

Optico
Fibra 6ptica

Interferometria a Laser

Eletroquimico
Condutimétrico
Potenciométrico
Amperométrico

Piezoelétrico

Colorimétrico/Strip

Biochip de DNA

Baseado na onda evanescente,
permite medidas de ligantes na
superficie da fibra.

Guias de ondas planares tem
campo evanescente responsavel
pela mudanga no indice de
refracao.

Mudanga na condutancia
Potencial elétrico
Reducédo/Oxidacao.

Oscilacao dos cristais de quartzo
em frequéncia definida, ligagédo
de um analito para mudar a
massa do cristal,
consequentemente oscilagcao da
frequéncia.

Surgimento de cor.

Baseado na estrutura da
molécula

Medidas remotas in-situ,
sensibilidade inerente do
caminho 6ptico.

Altamente sensivel, detecta
até uma célula.

Réapido, baixo custo.

Alta sensibilidade, rapido.

N&o requer nenhum
instrumento.

Método quantitativo

Equipamento de alto custo e ndo
portatil.

Suscetibilidade a interferéncia
de turbidez.

Solucéo altamente tamponada
pode interferir.

Nivel de sensibilidade em célula
Unica nao foi demonstrado.

N&o quantitativo.

Instrumento requerido ndo muito
acessivel (ex.GeneChip System,
Affymetrix. Wang, 2000a).
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Ha quase quarenta anos, foram iniciados diversos estudos relacionados ao
comportamento eletroquimico do DNA, bem como os efeitos de sua adsor¢gdo em
diversos tipos de eletrodos (Palecek, 2009). A maioria desses estudos centra-se na
analise, identificacdo estrutural de acidos nucléicos e a relacdo entre o
comportamento polarografico do DNA, com sua conformagdo em solucdo,
observando-se as diferencas nas respostas eletroquimicas existentes entre o DNA
em dupla-fita (double-strand, dsDNA), em fita-simples (desnaturado, single-strand,
ssDNA) (Figura 31) e o degradado (Palecek, 1996; Jelen et al., 1997; Brett et al.,
1997; Rauf et al., 2005).

Figura 31. Representacdo esquematica da desnaturacdo por aquecimento do DNA fita-
dupla (dsDNA) para formacao do DNA fita-simples (SSDNA).

DNA desnaturado
por aquecimento

\ 5 5
NI2000 002 2020 0202004000208
Fonte: Autor, 2011.

A eletrooxidacdo do DNA esta relacionada a oxida¢éo dos residuos das bases
puricas (adenina e guanina), sendo as bases pirimidicas (timina e citosina)
eletroinativas nessas condi¢cdes. De modo geral, em pH 7,4, guanina é oxidada em
+0,7 V (vs. Ag/AgCI) e adenina em +0,97 V (Figura 32).
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Figura 32. Mecanismo de oxidacdo para a Guanina (A) e Adenina (B). (C) Voltamogramas
de pulso diferencial com correcdo de linha de base para uma mistura equimolar com
2,0x10° mol L* de guanina, adenina, timina e citosina em tampéo fosfato, pH 7,4, em

eletrodo de carbono vitreo.
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Fonte: Adaptado de Boussicault e Robert, 2008.

Entre as bases constituintes do DNA, a guanina é a mais facilmente oxidavel
sob condi¢bes variadas, que incluem a presenca de radicais hidroxila (OH*®) e
radicais derivados (radicais alcoxido, radicais alquilperoxido, anion-radical
superéxido O%), peroxinitrito ONOOQO’, radicais sulféxido como SO,* e oxigénio

simpleto (Figura 33).
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Figura 33. Oxidac&o da guanina na presenca de radicais hidroxilas.
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Fonte: Adaptado de Boussicault e Robert, 2008.

Guanina pode ser também oxidada na presenca de complexos de metais de
transicdo ou moléculas intercalativas sob condicfes fotoquimicas ou irradiacédo
ultravioleta direta e também, na superficie de eletrodos em analises eletroquimicas.
Estas reacfGes levam a produtos finais como a 8-oxo-7,8-diidro-2’-desoxiguanosina
(8-oxo-desoxiguanosina ou 8-oxo-dG), mutagénica, ou a outras lesbes mutagénicas,
como a 2,6-diamino-5-formamido-4-hidroxipirimidina  (FAPy-G), imidazolona,

oxazolona ou espiroiminodi-hidantoina (Boussicault e Robert, 2008) (Figura 33).

Figura 34. A) Acido Adenilico (Adenosina Monofosfato - AMP). B) Acido Guanilico

(Guanosina Monofosfato - GMP).
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Fonte: Autor, 2011.
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Em contrapartida, analises com o0s nucleotideos poliguanina (guanosina-5-
monofosfato, GMP) e poliadenina (adenosina-5-monofosfato, AMP) (Figura 34) tém
demonstrado que os picos de oxidacdo sdo deslocados para potenciais mais
positivos em comparacdo com as bases (Figura 35), o que pode ser atribuido a um
efeito indutivo proporcionado pelo substituinte acucar-fosfato no nucleotideo. Além
do deslocamento dos potenciais, uma diminuicdo da altura de pico € observada, o
qual pode ser justificado por um menor coeficiente de difusdo e por um possivel
aumento nas energias de reorganizacado associadas com a transferéncia de carga

nessas espécies (Boussicault e Robert, 2008).

Figura 35. Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para 2,0x10°
mol L™ de guanosina-5-monofosfato (GMP), 2,0x10®° mol L™* de adenosina-5-monofosfato
(AMP), 5,0x10* mol L™ de timidina-5-monofosfato (TMP) e 5,0x10™ mol L™ de citidina-5-

monofosfato (CMP). Tampao fosfato, pH 7,4, em eletrodo de carbono vitreo pré-
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Fonte: Adaptado de Boussicault e Robert, 2008.

Os métodos utilizados para o preparo de um biossensor podem ser divididos
em dois grupos principais: os sistemas marcados (labeled) e os sistemas ndao-
marcados (label-free). Os sistemas marcados usam um componente ativo redox que
transduz o evento de hibridizacdo do DNA, uma vez que a molécula ativa pode estar
imobilizada no eletrodo/DNA, ou estar em solugéo, tendo em vista que 0s compostos
gue se associam ao DNA, podem, geralmente, se ligar a fenda menor ou maior no
dsDNA, intercalar entre as duas fitas, ou se ligar as bases expostas no ssDNA. Os
métodos que usam sistemas marcados podem ser de alguns tipos: indicadores
redox e ligantes de fendas do DNA, transferidores de cargas, método sanduiche e

probes marcados (Figura 36).
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Figura 36. Esquema de um sensor de DNA usando o método sanduiche. Um eletrodo
modificado com ssDNA é hibridizado com uma sequéncia do DNA-alvo (passo 1) e entdo
um DNA sinalizador marcado é adicionado (passo 2). A presenca da probe redox na
superficie do eletrodo serve para formar a ligagdo com o DNA-alvo. MCH (6-mercapto-1-

hexanol) serve para reduzir a adsor¢cao ndo-especifica.

DNA DNA
Probe DNA—— Alvo Sinalizador
MCH # ? ,l:
Passo 1 Passo 2
Eletrodo Eletrodo Eletrodo

Fonte: Autor, 2011

Os sistemas nao-marcados, por sua vez, detectam o evento de hibridizacao
através de uma mudanca nas propriedades fisicas da camada de reconhecimento
resultando, desta forma, numa mudanca no sinal elétrico. Este método pode ser
realizado tanto por oxidacdo direta ou através do uso de polimeros condutores
associados com impedancia eletroquimica, quanto por dispositivos que detectam
efeitos de campo associados ao DNA.

Alguns trabalhos recentes descrevem o uso de métodos diversificados para a
deteccdo de mudancas no DNA baseados na hibridizagdo, com énfase nos limites
de deteccao alcancados. Alguns limites de deteccdo para os diferentes métodos de
transducédo sao dados na Tabela 7.



Tabela 7. Comparacfes dos limites de deteccao para diferentes técnicas eletroquimicas através do uso de sensores de DNA.
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Categoria Método Objetivo/Deteccao T. Eletroquimica LD Referéncias
Nanoparticulas de ouro carregadas _ 1,8x10™ mol L™
DNA Adenosina VC Zhang et al., 2008a
com
. DNA Tiolado (SH-DNA)/ i o 1
Sanduiche ] ) ) Mudancas em Nucleotideos VvC 1,0x107 mol L Wan et al., 2010
Oligonucleotideos tiolados (SH-OEG)
Nanotubos de carbono de parede o 8 4
inica (SWCNT) Hibridizag&o do DNA VPD 2,0x10” mol L Zhang et al., 2009
Unica
“Triple Stem DNA Probe”, Azul de _ 9 4 )
Meil Mudanc¢as em Nucleotideos VCA 5,0x107 mol L Xiao et al., 2009
etileno
Probes Marcados DNA pseudoaglomerado Sequéncias Especificas de DNA VCA 2,0x10®° mol L™ Cash et al., 2009
o Sequéncias Especificas de 4 N )
Digoxigenina, E-DNA Amp 1,0x107" mol L Liu et al., 2008
Nucleotideos
) Sequéncias Especificas de 12 N
Enzima HRP, SH-OEG Nucleotid Amp 1,0x10™" mol L Zhang et al., 2008b
ucleotideo
Marcacao Enzimatica
Peroxidase, 4-cloronaftol Clamidia trachomatis VC 6,0x10 mol L™ Won et al., 2008
Inosina modificada (Probe), microRNA MRNA VPD 5,0x10”° mol L™ Lusi et al., 2009
Oxidagéo Direta _
Inosina, amostras de PCR (alvos ) » 8 4 Ozkan-Ariksoysal
Sequéncias Especificas de DNA VPD 8,0x10™ mol L

sintéticos ou desnaturados)

etal., 2008
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Algumas décadas de pesquisa fazendo uso de estratégias de deteccdo
eletroquimica tém permitido avancos relevantes no que diz respeito ao uso de DNA
como biossensores, bem como na identificacdo da hibridizacdo do mesmo em
sistemas eletroquimicos. Avancos nas técnicas de marcacdo do DNA tém permitido
o alcance de limites de deteccao muito baixos (na faixa de fM), sendo capazes de
proporcionar seletividade notavel, tal como a deteccdo de varias sequéncias de
genes em meios complexos.

Vérias aplicacbes de métodos eletroquimicos relacionados ao DNA tém sido
demonstradas atualmente, uma vez que a deteccao da hibridizacdo do mesmo tem
fornecido informacgdes significativas dos processos bioquimicos que ocorrem no
eletrodo. Tais aplicacfes incluem o estudo das interacdes farmaco-DNA, interacdes
proteina-DNA e deteccdo de pequenas moléculas. Muitas classes de substancias
sdo capazes de interagir diretamente com o DNA, caso das quinonas e seus
derivados (Babula et al., 2009), atuando por intercalacdo entre os pares de bases da
dupla hélice, conferindo a estas moléculas e seus analogos uma importante
atividade anticancer, através da inibicdo do processo de divisdo celular. Agentes
intercalantes de DNA tem uso clinico estabelecido e em geral atuam alterando as
propriedades do pareamento das bases do mesmo (Almeida et al., 2005), podendo,
desta forma, ser estudados via biossensor de DNA, a partir do qual é esperada uma
contribuicdo na elucidacdo do mecanismo de acdo dessas substancias, tendo em
vista, o desenvolvimento racional de novos farmacos (Rauf et al., 2005).

A facilidade na deteccao destes processos bioguimicos proporcionadas pela
hibridizacao eletroquimica do DNA, por meio de biossensores, constitui um guia para
pesquisas atuais e futuras, em que a necessidade do entendimento das mudancas
genéticas celulares, devido a acdo de agentes exdgenos, faz-se necessaria nos

proximos anos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Investigar a bioeletroquimica de quinonas e correlacionar com atividades

biologicas/farmacoldgicas.

3.2. Especificos

¢ Realizar o estudo eletroquimico da oncocalixona, juglona e biflorina, utilizando
técnicas tais como voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.

e Realizar analise eletroguimica da interacdo de algumas quinonas bioativas e
derivados (oncocalixona, juglona e biflorina) com ssDNA e suas respectivas
bases.

e Determinar a constante de associacdo para o complexo DNA-Quinona
(oncocalixona, juglona e biflorina) formado por meio de analise eletroquimica.

e Determinar o pKa da juglona, utilizando a ténica de voltametria de pulso
diferencial.

e Desenvolver métodos de quantificagcdo da oncocalixona em concentracfes
nanomolares, utilizando sensor eletroquimico.

e Realizar a andlise eletroquimica de uma série de quinonas bioativas visando a
comparacdo dos parametros eletroquimicos com os dados obtidos em
bioensaios moluscicidas contra Biomphalaria glabrata, larvicidas frente a

Aedes aegypti e antitumorais em diferentes linhagens celulares.
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4. METODOLOGIA

4.1. Substancias e Solugdes

Todas as substancias utilizadas no presente trabalho foram de grau analitico:

Fosfato de so6dio monobasico (NaH,PO,), fosfato de sdédio dibasico
(Na_;HPQ,), acido citrico (CgHgO7), acido acético (CH3COOH), acetato de
sédio (CH3COONa), etanol (CH3CH,OH), hidroxido de sdédio (NaOH), acido
cloridrico (HCI), dimetil formamida (DMF), TBABF, e acetonitrila (CH3CN),

foram adquiridos de Merck, Rio de Janeiro, Brasil.

Acido desoxirribonucléico (dsDNA), sal de sodio Tipo |, altamente
polimerizado de Calf Tymus, estocado 2-8 °C, conteudo de sodio 6,2% e

agua 13%, foi adquirido de Sigma, Sao Paulo, Brasil.

Guanina (98%) e adenina (99%) (Figura 27, pg. 74), sal de potassio do acido
poliguanilico e sal de potassio do acido poliadenilico (Figura 34, pg. 81),

foram adquiridos de Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil.

Oncocalixona A (MM 302 g mol™, p.f. 207-208°C): quinona cedida pela
Profa. Dra. Otilia Pessoa, do Departamento de Quimica Organica e
Inorganica da Universidade Federal do Ceara em Fortaleza, Brasil, em
colaboracdo com o Laboratério de Eletroquimica do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. A substancia em questao
foi isolada das partes da madeira da planta Auxemma oncocalyx coletada no
estado do Ceara, e purificada de acordo como descrito por Pessoa e
colaboradores (Pessoa et al., 1993; Pessoa et al., 1995; Pessoa et al., 2004)
(Figura 16, pg. 60).

Juglona (Q1) (5-hidroxi-1,4-naftoquinona, MM 174,16 g mol™, P.F. 161-163
°C): quinona adquirida de Sigma-Aldrich, Brasil e usada sem tratamento

posterior (Figura 17, pg. 61).
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Biflorina (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc]-piran-7,8-diona, MM
308 g mol™): quinona cedida para andlise pela pesquisadora Marne C.
Vasconcellos, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas em colaboracdo com o Laboratério de Eletroquimica do
Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. A
substancia em questéo foi isolada das partes da madeira da planta Capraria
biflora coletada no estado do Cear4, e purificada de acordo como descrito por

Fonseca e colaboradores (Figura 20, pg. 64) (Fonseca et al., 2003).

Outras Quinonas Analisadas: o-lapachona, 5-acetoxi-1,4-naftoquinona
(Q2), 5-metoxi-1,4-naftoquinona (Q3), 2-bromo-5-hidroxi-1,4-naftoquinona
(Q4), 2-bromo-5-acetoxi-1,4-naftoquinona (Q5), 2-bromo-5-metoxi-1,4-
naftoquinona (Q6), 3-bromo-5-hidroxi-1,4-naftoquinona (Q7), 3-bromo-5-
metoxi-1,4-naftoquinona (Q9), foram cedidas pela Dra. Maria Teresa Molina,
do Instituto de Quimica Médica — Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), Madri, Espanha (Tabela 8).
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Tabela 8. Estruturas de algumas quinonas analisadas no presente trabalho.

SUBSTANCIA ESTRUTURA

a-Lapachona

5-Acetoxi-1,4-naftoquinona (Q2)

ot
o]
]

5-Metoxi-1,4-naftoquinona (Q3)

.

\
o
o

2-Bromo-5-hidroxi-1,4-naftoquinona (Q4)

o
I
O =

—O
:‘/O :&/
w
o =

2-Bromo-5-acetoxi-1,4-naftoquinona (Q5)

O:(
@]
o

2-Bromo-5-metoxi-1,4-naftoquinona (Q6)

1.0
@

\
o

3-Bromo-5-hidroxi-1,4-naftoquinona (Q7)

o)
=

o
I

3-Bromo-5-metoxi-1,4-naftoquinona (Q9)

o

\
o
o

As solugbes tampdes utilizadas nas analises eletroquimicas em VC, VPD e

VOQ, foram preparados com agua purificada em um sistema Milli-Q Millipore (18



90

Mohm), com seus valores de pH medidos em pH-metro com eletrodo de vidro
combinado, modelo Quimis Q400A.

4.2. Procedimentos Gerais

4.2.1. Estudos Eletroquimicos

As analises eletroquimicas em voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada foram realizadas em um potenciostato
Autolab PGSTAT-30, Echo Chemie (Utrecht, Holanda) acoplado a um computador
com o software GPES 4.9.

Para estas andlises, foi utilizada uma cela eletroquimica contendo 5,0 mL do
eletrolito suporte (tampdo utilizado na anélise), com eletrodo de Ag|AgCl|CI*
(0,1 mol L™ como referéncia, um fio de platina como auxiliar e eletrodo de carbono
vitreo (3 mm) como eletrodo de trabalho (Figura 37). Para analises na regido da
reducdo e em meio aprotico, oxigénio foi removido por meio de borbulhamento de

argonio ou nitrogénio na solucéo, durante 5 a 10 min.

Figura 37. Esquema representativo da cela eletroquimica e dos eletrodos utilizados.

Eletrodo —— Eletrodo de Referéncia
Auxiliar —y

— Eletrodo
de Trabalho

Fonte: Autor, 2011.
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4.2.2. Analises com DNA

4.2.2.1. Preparo de Solugédo Tampéao

Nas analises com ssDNA, foi utilizado como eletrélito suporte, solugéo
tampao acetato (pH 4,5, forca iénica 0,2 mol L) (Perrin, 1974), preparada com agua
purificada em um sistema Milli-Q Millipore e fervida, com o intuito de eliminar
eventuais microrganismos que pudessem modificar a estrutura do DNA. Para o
preparo do tampéao foram adicionado 0,717 mL de acido acético glacial e 0,59 g de
acetato de sédio em 100 mL de agua fervida.

Nas analises eletroquimicas da oncocalixona em meio protico foi utilizado
como eletrélito suporte solugdo de tampéo fosfato (pH 7,0, forca idnica 0,2) (Perrin,
1974), preparada com agua purificada em um sistema Milli-Q Millipore. Para o
preparo do tampdo foram adicionados 0,471 g de fosfato de sddio monobasico
(NaH,PO,) e 0,785 g de fosfato de sdédio dibasico (Na;HPO,4) em 100 mL de agua. O

valor de pH da solucao foi medido em pH-metro modelo Quimis Q400A.
4.2.2.2. Preparo de Solucédo Estoque da Quinona Analisada

Para o estudo com DNA, uma solugéo estoque de 1,0x102 mol L™ de cada
quinona em analise foi preparada em tampdo em meio etandlico (20%, v/v) devido a
baixa solubilidade delas em meio aquoso.

Nos estudos da interacdo de cada quinona (oncocalixona, biflorina, juglona e
a-lapachona) com ssDNA, na analise da regido da oxidacdo em VPD, foram
adicionadas aliquotas da solucdo estoque, no intuito de se obter concentracdes
finais na cela eletroquimica de 1,0x10™ a 4,0x10™ mol L™. Tal anlise visou verificar
a mudanca nas correntes e nos potenciais de oxidacdo das bases do ssDNA, em

relacédo a variagao de concentracédo da substancia analisada.
4.2.2.3. Preparo de Solugcdo de ssDNA
A solucéo de ssDNA, utilizada nas anélises de interagdo com as quinonas em

VPD, foi preparada dissolvendo 3,0 mg de dsDNA (calf thymus) em 1,0 mL de acido
cloridrico (1,0 mol L) dispostos em um tubo de ensaio fechado, sendo aquecido em
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banho-maria (100 °C) por 1 h. Apdés esse periodo, a solucéo foi neutralizada com
1,0 mL de hidréxido de sédio (1,0 mol L) e completado o volume para 10 mL com
tampdo acetato, pH 4,5, contendo 20% (v/v) de etanol, obtendo uma solucéo final

com concentracao de 0,3 g L (De Abreu et al., 2008; De Moura, 2008).

4.2.2.4. Andlise da Interacdo do ssDNA com as Quinonas Oncocalixona,

Biflorina e Juglona

Para a andlise da interacdo de cada substancia com ssDNA, em VPD, foram
adicionados a cela eletroquimica, 5,0 mL de solucdo de ssDNA preparada
previamente. Em seguida, uma unica varredura foi realizada na faixa de 0 a +1,4 V
(Ag|AgCI|CI,, 0,1 mol L™). Os parametros voltamétricos utilizados foram: amplitude
de pulso = 50 mV, potencial de salto (step potential) = 10 mV, velocidade de
varredura = 10 mV s™ e tempo de modulacdo = 50 ms. Dois picos correspondentes &
oxidacdo das bases guanina e adenina puderam ser observados. ApOs a primeira
varredura, o eletrodo foi lavado, polido e retornado a solucdo de ssDNA. Esta etapa
foi repetida ao menos trés vezes, sendo verificado se as correntes de oxidag&o, bem
como os potenciais de oxidacdo das respectivas bases, permaneciam similares.
Depois da etapa de limpeza da superficie do eletrodo, o0 mesmo foi inserido na cela
contendo ssDNA e a substancia a ser analisada, nas concentracdes de 1,0x10°
mol L™ a 4,0x10™ mol L, e, desta forma, sendo repetido o experimento em VPD (De
Abreu et al., 2008; Diculescu et al., 2005). Uma utima etapa foi empregada nas
analises em VPD, por meio do uso de um eletrodo de carbono vitreo limpo imerso
em uma solucdo de 4,0x10° mol L™ da quinona em questdo. A corrente de pico de
oxidacdo de cada quinona, em experimentos individuais, foi usada para comparacao
com as obtidas com o ssDNA, em presenca e auséncia de cada uma.

Os resultados obtidos nesses experimentos foram comparados com um
controle negativo (a-lapachona), analisado nas mesmas condicdes mencionadas

acima.
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4.2.2.5. Estudo Voltamétrico da Interacdo DNA-quinona (Oncocalixona,
Biflorina e Juglona) e Determinacao da Constante de Associagéao

Para a determinacdo voltamétrica da constante de associacdo entre cada
quinona e ssDNA, foi necessaria a avaliagdo da variacdo de corrente de reducéo
referente & quinona analisada, em VPD, por meio do aumento da concentracdo de
ssDNA presente na solucdo contida na cela eletroquimica. Os parametros
voltamétricos utilizados nesta analise foram: amplitude de pulso = 50 mV, potencial
de salto (step potential) = 10 mV, velocidade de varredura = 10 mV s e tempo de
modulacdo = 50 ms, faixa de potencial analisada: 0,3 a -0,4 V (Ag|AgCI|CI, 0,1
mol LY.

Uma Unica varredura foi realizada na solu¢cdo da quinona de concentragao
0,02x10° mol L* (preparada previamente, de acordo com o tépico preparo de
solucdo estoque) contida na cela eletroquimica. Apds a primeira varredura, 0
eletrodo foi lavado, polido e retornado a solug¢édo da quinona. Esta etapa foi repetida
ao menos trés vezes, para a verificacdo da similaridade entre a corrente de reducao
obtida na primeira varredura e nas subsequentes. Depois da etapa de limpeza da
superficie do eletrodo, o mesmo foi inserido na cela contendo a quinona com
adicBes sucessivas de ssDNA, nas concentragdes de 3,0 a 50,0 pg mL™, sendo
repetido o experimento ap6s cada mudanca de concentracdo (Tian et al., 2008;
Carter et al., 1989). A variacdo da corrente de pico de reducdo, bem como a
variacdo de potencial de cada quinona, em experimentos individuais foram utilizadas
para a determinacdo do tipo de interacdo entre as espécies envolvidas e para a
determinacdo da constante de associacdo entre a substancia e o DNA pela

aplicacao da seguinte equacao (Sha, et al., 2009):

log(1/[DNA)) = log K + log[Ipna-gui/ Tgui — Ipna-oui)] (8)

em que K é a constante de associaco, lou € Ipna-qui SA0 as correntes de pico da
quinona em questdo na auséncia e presenca de DNA (complexo DNA-Quinona),
respectivamente.

Nos estudos com ssDNA, para uma melhor analise dos voltamogramas de
pulso diferencial, corre¢cdes de linha de base foram realizadas por meio do uso do
software GPES 4.9 da Autolab.
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4.2.2.6. Preparo de Solucado de Guanina e Adenina

Para a analise da interacdo de cada quinona com cada base, individualmente,
em VPD, foi preparada uma solucdo de guanina ou adenina de 1,0 x10™“ mol L™,
através da dissolucao de 0,30 mg de guanina ou 0,27 mg de adenina em 20 mL de
tampdo acetato/etanol (20%, v/v), sonicado por 3 minutos, e prontamente sendo

disposta para analise.

4.2.2.7. Anélise da Interagdo entre as Bases Guanina e Adenina com Diferentes

Quinonas (Oncocalixona, Biflorina e Juglona)

5,0 mL de uma solugcdo de guanina (preparada como descrito anteriormente)
foram adicionados a cela eletroquimica e uma uUnica varredura, em VPD, foi
conduzida na faixa de potencial de 0 a +1,4 V (Ag|AgCI|CI, 0,1 mol L™), sendo,
desta forma, obtido um pico correspondente a oxidac&o da base guanina. Apds essa
primeira varredura, o eletrodo foi lavado, polido e retornado a solucdo de guanina.
Esta etapa foi repetida ao menos trés vezes, verificado-se se as correntes de
oxidacdo, bem como o potencial de oxidacdo da respectiva base, permaneciam
similares. ApGs essa estapa, o eletrodo de carbono vitreo foi inserido na solucéo de
guanina, onde foram adicionadas (a essa solu¢do) aliquotas da solucéo estoque da
quinona a ser analisada, para a obtencdo de concentracdes finais na faixa de
1,0x10™ mol L™ a 2,0x10™ mol L™. Imediatamente apds cada adicdo do composto,
uma nova varredura foi realizada.

Para a andlise da adenina foram realizados os mesmos passos utilizados na

analise da guanina como descritos acima.

4.2.2.8. Preparo de Solucdo de Acido Poliguanilico (poliG) e Poliadenilico
(poliA)

Para o preparo de uma solucdo de acido poliguanilico (poliG), 1,0 mg do sal
de potassio desse acido foi dissolvido em 10 mL de tampé&o acetato (com 20%, v/v,
de etanol) e disposto para anélise em VPD. No entanto, devido a baixa solubilidade
do acido poliadenilico (poliA) em tampao acetato, 3,0 mg do sal de potassio desse

acido foram adicionados a 1,0 mL de acido cloridrico (1,0 mol L™) e aquecidos em
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banho-maria a 100 °C, em um tubo de ensaio com tampa, por 30 minutos para a
completa dissolucao do sal. Apds o0 aquecimento, processo que leva a remocéo da
base adenina por meio da quebra das ligacbes glicosidicas da purina, a solucéo foi
neutralisada com 1,0 mL de hidréxido de sédio (1,0 mol L™) e diluidos para 10 mL de
tampé&o acetato (com 20%, v/v, de etanol), sendo, portanto, disposta para analise em
VPD.

4.2.2.9. Analise da Interacdo entre os Acidos Poliguanilico (poliG) e

Poliadenilico (poliA) com as Quinonas

5,0 mL de solucéo de poliG, preparada previamente, foram adicionados a cela
eletroquimica e uma Unica varredura foi realizada, em VPD, na faixa de 0 a +1,4 V
(Ag|AgCI|CI, 0,1 mol L™). Um Unico pico correspondente & oxidacdo da base
guanina do poliG foi observado. Ap6s a primeira varredura, o eletrodo foi lavado,
polido e retornado a solucdo do acido poliG, onde a repetibilidade foi verificada por
meio da repeticdo de, a0 menos, trés vezes, 0 passo anterior, sem observacado de
variacdo da corrente de oxidacdo e do potencial de pico do acido poliG. Apés a
limpeza da superficie, o eletrodo de carbono vitreo foi inserido na solugao de poliG,
onde foram adicionados, a essa solu¢do, aliquotas da quinona a ser analisada, para
a obtencdo das concentracdes finais de 1,0x10° mol L™ a 2,0x10* mol L™ na cela
eletroquimica. Imediatamente apds cada adicdo da quinona, uma nova varredura foi
realizada.

As andlises com poliA seguiram as mesmas etapas descritas nas analises

com poliG, como pode ser visto acima.

4.2.3. Analises Eletroquimicas da Oncocalixona

4.2.3.1. Analises em Meio Aprotico em Voltametria Ciclica

Para a andlise da oncocalixona em meio aprotico, 0,151 mg da substancia
foram dissolvidos em 5,0 mL de DMF/TBABF, (0,1 mol L™) contidos na cela
eletroquimica, para a obtenc&o da concentracéo final de 1,0x10™ mol L™ da quinona.
Em seguida, argbnio foi borbulhado na solugcdo por ao menos 5 minutos para a

retirada de oxigénio, mantendo o fluxo de gas acima da solugdo, durante as
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andlises. Foram feitas varias varreduras eletroquimicas, em VC, na faixa de
potencial compreendida entre 0,3 a —0,7 V, utilizando as velocidades de varreduras
de 10, 20, 35, 50, 75, 100, 200, 400 e 500 mV s™.

4.2.3.2. Anédlises em Meio Prético em Voltametria Ciclica

Para esta andlise, uma solucéo estoque de 1,0x102 mol L™ da quinona foi
preparada por meio da dissolucdo de 0,75 mg de oncocalixona em 250 uL de
tampéo fosfato/etanol (20%, v/v), pH 7,0. 50 uL da solucdo estoque foram
adicionados a cela eletroquimica contendo 5,0 mL de tamp&o fosfato/etanol (20%)
para a obtencdo da concentracéo final 1,0x10™ mol L™. Argénio foi borbulhado na
solucdo por ao menos 5 minutos para a retirada de oxigénio, mantendo-o acima da
solucdo, durante as andlises. Em seguida, foram feitas varias varreduras
eletroquimicas, em VC, na faixa de potencial compreendida entre 0,3 a -0,7 V, nas
velocidades de varredura de 10, 20, 30, 35, 50, 70, 75, 200, 300, 400 e 500 mV s™.

4.2.3.3. Desenvolvimento de um Sensor para Oncocalixona

4.2.3.3.1. Substancias e Solugdes

Todas as substancias utilizadas nessa andlise foram de grau analitico.

e Ftalocianina Tetrassulfonada de Ferro (Il) (FeTSPc), sintetizada e purificada
de acordo com o procedimento de Weber e Busch (Weber, 1965), foi cedida
para uso pelo Professor Dr. Lauro Tatsuo Kubota, da Universidade Estadual
de Campinas em colaboracdo com o Laboratorio de Eletroquimica do Instituto

de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas (Figura 38).
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Figura 38. Ftalocianina Tetrassulfonada de Ferro(ll) (FeTSPc).

0,8

Fonte: Autor, 2011.

e Tetra-(N-metil-4-piridil)-porfirina de Ferro (lll) (FeT4;MPyP) foi adquirida de
Porphyrin Products Inc. (UT, USA) e cedida para uso pelo Professor Dr. Lauro
Tatsuo Kubota, da Universidade Estadual de Campinas em colaboracdo com
o Laboratério de Eletroquimica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas (Figura 39).

Figura 39. tetra-(N-metil-4-piridil)-porfirina de Ferro(lll) (FeT,MPyP).

Fonte: Autor, 2011.
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e Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,), fosfato de sdédio dibasico
(Na,HPOQ,), acido citrico (Cg¢HgO7), acetonitrila (CH3CN), hidroxido de sodio
(NaOH) e acido cloridrico (HCI) foram adquiridos da Merck, Rio de Janeiro,
Brasil, PIPES [piperazine-N-N*-bis(2-ethanesulfonic acid)] e HEPES [N-(2-
hydroxyethyl)piperazine-N-(2-ethanesulfonic acid)] foram adquiridos de
SIGMA, St. Louis, EUA.

Os tampdes fosfato, Mcllvaine, HEPES e PIPES utilizados nesse experimento
e as solucbes de FeT,MPyP e FeTSPc foram preparados com agua purificada em
um sistema Milli-Q Millipore, sendo os valores de pH das solucbes tampdes

determinados pelo pH-metro modelo Corning pH/lon Analyzer 350.
4.2.3.3.2. Medidas Voltamétricas

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato Autolab
PGSTAT-30 da Echo Chemie (Utrecht, Holanda) acoplado a um computador com o
software GPES 4.9. Uma cela eletroquimica contendo 5,0 mL de solu¢édo de tampao
fosfato com eletrodo de calomelano saturado (SCE) como referéncia, um fio de
platina como auxiliar e eletrodo de carbono vitreo como eletrodo de trabalho foram
usados nas medidas. Oxigénio foi removido através do borbulhamento de nitrogénio
da solucédo, durante 5 a 10 min. Os parametros da voltametria de onda quadrada
(VOQ) utilizados, apdés a otimizacdo, foram: step potential 0,002 V, amplitude de
pulso (AEsw) 0,05 V e frequéncia (f) 100 Hz.

4.2.3.3.3. Construcao do Sensor

Para esta andlise foram utilizados varios complexos metélicos na
concentracdo de 1,0x10° mol L™, com o intuito de observar quais deles
apresentavam melhor resposta eletroquimica frente & oncocalixona (1,0x10 mol L™,
em acetonitrila/tampéo fosfato, 1:1, v/v, pH 7,0) presente na cela eletroquimica. Os
complexos analisados sozinhos e combinados foram: NiTsPc, FeTsPc, CoTsPc,
LITCNQ, TCNQ, TCNE, Cu(acac);, FePor e FeT4MPyP. A combinagcdo dos

complexos FeTSPc e FeT,MPyP, formando uma bicamada na superficie do eletrodo
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foi a que apresentou melhor resposta eletroquimica em relacdo aos outros
complexos testados, e portanto, utilizado nas demais anélises.

Na construcdo do sensor, um eletrodo de carbono vitreo, com area
geométrica de 0,071 cm? (3 mm, BAS-USA), foi usado para as medidas. Antes da
modificacdo, a superficie do eletrodo foi tratada de acordo com procedimento
descrito por Zhu e Nan-Qiang (Zhu, 1998). Depois do processo de limpeza do
eletrodo, uma camada formada eletrostaticamente foi preparada na superficie do
eletrodo pela deposicéo de gotas, transferindo 15 uL de uma solucdo de FeTSPc,
nas concentracdes de 0,01, 0,05, 0,1, 0,15 e 0,19x10° mol L™ para a superficie do
eletrodo e deixado secar a 80 °C durante 10 min. Depois de 10 min, 15 uL da
solucdo de FeT4MPyP, nas concentracdes de 0,01, 0,05, 0,1, 0,15, e 0,19x10°
mol L™, foram adicionados & superficie do eletrodo e também deixado secar a 80 °C
por um periodo de 10 min. As bicamadas foram preparadas pela repeticdo do
procedimento descrito acima. Presumivelmente, a interacdo entre os complexos
FeTSPc e FeT,MPyP ocorrem pelo pareamento i6nico entre o grupo amonio
(-CsHgN™) da porfirina de ferro e o anidonico —SO3~ da ftalocianina tetrassulfonada.
Para a otimizacdo do sensor, uma bicamada formada com os complexos FeTSPc e

FeT,MPyP foi preparada.

4.2.3.3.4. Otimizag&o dos Parametros Experimentais

Para a construcao do sensor para a oncocalixona foi necessario a otimizacao
dos parametros experimentais, no intuito de se obter a melhor resposta
eletroquimica para o sensor proposto. Neste sentido, a influéncia de diferentes
valores de pH (6,0, 6,4, 7,0, 7,4 8,0), do tipo de tampéo (HEPES, Mcllvaine, PIPES e
fosfato), de diferentes concentracbes de tampéao (0,025, 0,050, 0,10, 0,15 e 0,20
mol L™), dos efeitos da frequéncia (20 a 140 Hz com potencial de salto (step
potential) de 0,002 V) e da amplitude de pulso (0,010-0,080 V com potencial de
salto (step potential de 0,002 V), na resposta do sensor foram verificados. As
melhores respostas obtidas para cada otimizacdo, possibilitaram a construgdo da

curva analitica para a oncocalixona em concentra¢cdes nanomolares.
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4.2.3.3.5. Construcao da Curva Analitica

Apés a otimizacdo dos parametros experimentais para 0 sensor proposto,
uma curva analitica foi construida pela adicdo de aliquotas de oncocalixona (solu¢ao
estoque de 1,0x10° mol L™ em acetonitrila/agua (1:1, v/v), mantido sob atmosfera de
nitrogénio e no escuro) na cela de medida contendo solucdo de tampéo fosfato (0,05
mol L™) em pH 7,0. A técnica empregada para esta analise foi a voltametria de onda
quadrada (VOQ) (Souza et al., 2003), sendo utilizados os parametros de VOQ
otimizados descritos anteriormente. Para a construcdo da curva analitica, foi
necessaria a adicdo de quantidades sucessivas de oncocalixona a partir da solucao
estoque preparada previamente para a obtencédo das concentragdes 0,005, 0,044,
0,098, 0,198, 0,299, 0,503, 0,704 e 1,2x10° mol L™, sendo as medidas voltamétricas
realizadas imediatamente ap6s cada adicdo e com manutencdo da atmosfera de
nitrogénio sobre a solucéo.

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados pelo
uso das proporc¢des Spranco x 3o7slope e Syranco X 1007slope, respectivamente, em que
Shranco COrresponde ao sinal do branco e o é o desvio padréo do valor médio para 10
voltamogramas do branco de acordo com recomendacdes da IUPAC (Analytical
Methods Committee, 1987; IPAC, 2011).

4.2.3.4. ESR (Ressonancia de Spin do Elétron)

Todos os experimentos de ESR foram resultado de uma colaboragdo com o
professor Claudio Olea-Azar, do Departamento de Quimica Inorganica y Analitica,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, sendo,

portanto, realizados por seu grupo.
4.2.3.4.1. Procedimento Experimental
O espectro de ESR foi realizado em banda de raio X (9,85 GHz), usando o

espectrometro Bruker ECS 106 com uma cavidade retangular e campo de
modulacdo de 50 kHz. A constante de acoplamento hiperfina (HFCC) foi estimada
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em 0,05 G. Para os estudos com ESR (trabalho efetuado na Universidade do Chile)
foi necessaria a producdo do anion-radical da oncocalixona “in situ”, por meio da
reducdo eletroquimica da quinona, em DMSO, aplicando-se um potencial
correspondente ao da primeira onda de reducdo monoeletrbnica obtida nos

experimentos voltamétricos (podendo ser visto no topico 5.1.1., pg. 107).

4.2.4. Analises Eletroquimicas da Biflorina

Para os estudos eletroquimicos, foi preparada uma solucdo estoque da
biflorina de concentracdo 1,0x10° mol L™ (40%, v/v, de etanol), dissolvendo-se
0,610 mg da substancia em 800 uL de etanol, completando-se para 2,0 mL com
tampéao acetato (pH 4,5).

Para o estudo de oxidagdo e reducédo, em VC e VPD, 500 pL da solucao
estoque da substancia, preparada previamente, foram retirados e adicionados a cela
eletroquimica contendo 4,5 mL de tampdo acetato etandlico (40%, v/v), cuja
concentracéo final obtida para analise foi de 1,0x10™ mol L™. Para os estudos da
reducdo, argdnio foi borbulhado na solucdo para retirada de oxigénio e mantido
acima da mesma durante os experimentos. Devido a utilizacdo de etanol na solucéo
analisada, um trap, contendo etanol, foi usado para evitar modificacdo no contetdo
de etanol no decorrer das analises. Os parametros utilizados nas analises, em VPD,
foram: amplitude de pulso: 0,05 V, largura de pulso: 70 ms e velocidade de
varredura: 10 mV s™. Para as anélises em VC, foram feitas anélises de velocidade
de0,01a1,0Vs™

Andlises da interacdo da biflorina com DNA e suas respectivas bases, bem
como a determinagdo da constante de associacdo da mesma foram realizadas de

acordo com os procedimentos descritos anteriormente (topico 4.2.2., pg. 91).
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4.2.5. Analises Eletroquimicas da Juglona

4.2.5.1. Determinacdo do pKa da Juglona Através da Anélise do pH

4.2.5.1.1. Preparo de Solucbes de Tampéao Fosfato

Para a andlise eletroguimica do comportamento da juglona em diferentes
valores de pH, foi necessaria a preparacdo de varias solu¢cdes de tampéo fosfato
com valores de pH variando de 0,8 a 12,36, mantendo-se a forga ibnica da mesma
em 0,2 mol L. A Tabela 9 mostra as quantidades dos reagentes necessarios para
preparar cada solucdo, de acordo com o pH analisado, para um volume total de
200 mL de tampao fosfato (Perrin, 1974; Christian, 2004).

Tabela 9. Preparo do tampéo fosfato (Adaptado de Perrin, 1974; Christian, 2004).

85% H3;PO,4, mL KH,POy4, g Na,HPO,, g NazPOy4, g ~pH
0,79 5,44 - - 0,8
0,55 5,44 - - 2,50
0,27 5,44 - - 3,22
0,04 5,44 - - 3,85

- 5,386 0,0352 - 4,83
- 3,680 0,805 - 6,85
- 0,122 1,86 - 7,96
- - 1,894 - 9,18
- - 1,784 0,1505 10,06
- - 1,633 0,3673 12,36

4.2.5.1.2. Preparo de Solugédo Estoque da Juglona

Para a determinacao eletroquimica do pKa da juglona, uma solucdo estoque
de 1,0x10° mol L™ da substancia foi preparada em solucdo aquosa com 20% (v/v)
de etanol, dissolvendo-se 0,87 mg da quinona em 1,0 mL de etanol, sendo, em
seguida, o volume completado para 5,0 mL com agua Mili-Q. Apds o preparo, a

solucéo foi disposta para a analise eletroquimica em questao.
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4.2.5.1.3. Estudo do Comportamento Eletroquimico da Juglona em Diferentes
Valores de pH

Para a analise do comportamento eletroquimico da juglona, em VPD, de
acordo com o pH da solugédo tampéao, foi necesséria a retirada de uma aliquota de
500 pL da solucdo estoque da quinona (preparada previamente) e diluida em 4,5 mL
de solucdo de tampao fosfato contida na cela eletroquimica, obtendo-se uma
concentracdo final para a juglona de 1,0x10“ mol L™. Argénio foi utilizado para
retirar oxigénio da solucdo, mantendo-o acima da solucdo durante as medidas.
Andlises voltamétricas de pulso diferencial foram realizados para cada pH analisado.
Os parametros utilizados nas andlises em VPD foram: amplitude de pulso: 0,05 V,
velocidade de varredura: 5,0 mV s, faixa de potencial aplicado: 0,3 a -0,9 V. A
analise do potencial de pico de reducédo da juglona em relacdo a diferentes valores
de pH, possibilitou a determinacdo do pKa da mesma de acordo com os dados

observados.

4.2.6. Analises Eletroquimicas de Quinonas e Bioensaios

As analises eletroquimicas de algumas quinonas bioativas Q1, Q2, Q3, Q4,
Q5, Q6, Q7 e Q9 (listadas na Tabela 8, pg. 89), foram realizadas em meio
tamponado (tampéo fosfato, pH 7,0, preparado previamente) em VPD e VC. Os
parametros utilizados nas andlises em VPD foram: amplitude de pulso: 0,05 V,
velocidade de varredura: 5,0 mV s, faixa de potencial aplicada: 0,2 a -0,6 V. Em VC
foi utilizada a velocidade de varredura de 0,100 V s™ na faixa de potencial de 0,2 a
-0,6 V.

Para estas analises, foi preparada uma solucdo etandlica de cada quinona
(tampéo fosfato etandlico, 40%, v/v), com concentracdo de 4,76x10™ mol L?, sendo
dispostos 5,0 mL, dessa solucéo, na cela eletroquimica. Argonio foi utilizado para
retirar oxigénio da solucdo, mantendo-o acima da solug¢do, durante as medidas.
Voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial foram realizados para cada quinona

analisada.



4.2.6.1. Estudo da Atividade Moluscicida

Os bioensaios para a atividade moluscicida foram realizados no intuito de se
verificar qual das quinonas analisadas seria a mais ativa biologicamente. O teste
para a atividade moluscicida (Figura 40) envolve, basicamente, a imersao do
caramujo Biomphalaria glabrata ou de sua desova em uma solucdo aquosa das

substancias a serem analisadas.

Figura 40. Bioensaios realizados para analise da atividade moluscicida contra Biomphalaria

glabrata, com destaques para caramujos com hemorragia.

Fonte: Autor, 2011.

Para o estudo da capacidade moluscicida foram dissolvidos 2,5 mg da
quinona a ser analisada em 250 mL de agua desclorada para obter uma
concentracéo de 10 mg L™. Apés a primeira andlise, outras concentragdes (5,0; 1,0;
0,5; 0,4; 0,2; 0,125 mg L) foram também analisadas.

No estudo da atividade moluscicida, foram feitos bioensaios com caramujos
adultos da espécie B. glabrata, sendo os mesmos deixados em recipientes contendo
125 mL da solucdo a ser analisada, por um periodo de 24 horas. Para cada
bioensaio, foram utilizados 30 caramujos, uma vez que em cada recipiente sao
colocados 5 caramujos. Dois conjuntos de controle foram empregados visando
verificar a suscetibilidade dos caramujos, onde um recipiente contendo 125 mL de
solucdo de niclosamida a 3,0 mg L™, foi utlizado como controle positivo e um outro
contendo 125 mL de &gua desclorada, como controle negativo (World Health
Organization, 1992).



Os experimentos foram realizados em duplicata, em temperatura ambiente,
tendo um tempo de exposicdo dos espécimens de 24 horas. Decorrido esse periodo,
0s moluscos adultos foram lavados, imergidos em agua desclorada e alimentados
com alface, permanecendo em observacao por 48 horas, com registro e retirada dos
exemplares mortos (caramujos com hemorragia). Os dados obtidos foram analisados
para obtencéo dos valores de CLg (DLgp).

4.2.6.2. Estudo da Atividade Larvicida

O bioensaio para a atividade larvicida foi realizado com as larvas do mosquito
Aedes aegypti, inseto este mantido em criadouro a uma temperatura média de 24°C.

A postura dos ovos foi efetuada por fémeas aprisionadas em gaiolas e
alimentadas com solucdo de sacarose a 10%, embebida em algod&do. Para o
engurgitamento das fémeas, feito apos a cépula, a alimentacdo a base de sangue,
foi efetuada com pombos. Apds a eclosdo dos ovos, as larvas foram alimentadas a
base de proteina animal (racdo utilizada para alimentacao de felinos) até atingirem o
quarto instar.

O ensaio biolégico para a atividade larvicida foi realizado com as larvas do A.
aegypti no quarto instar jovem (Ls) (Figura 41). A solucdo-teste foi preparada,
inicialmente, na concentracdo de 100 mg L™, adicionando-se 4gua destilada com
1% de DMSO.

Figura 41. Larvas do mosquito Aedes aegypti.

Fonte: Retirado de www.fiocruz.br, em 02/11/2010.
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Para o bioensaio preliminar foram usadas 10 larvas por cada concentragao e
o teste foi efetuado em duplicata. As substancias consideradas ativas, com taxa
percentual de mortalidade acima de 40%, foram submetidas ao bioensaio apurado
utilizando-se 25 larvas e realizado em quadruplicata, no total de 100 larvas por
concentragcdo. A primeria leitura foi efetuada ap0s 24 horas, com registro e retirada
das larvas mortas. Ao fim de 48 hotras, fez-se uma leitura final com o registro do
namero total de larvas vivas e mortas. Foram preparadas duas unidades-controle,
uma com agua destilada a 1% (v/v) de DMSO, e outra, apenas com agua destilada.
A temperatura foi mantida em torno de 24 °C e a umidade relativa do ar entre 82 e
92% (World Health Organization, 1992).

As larvas foram consideradas mortas quando eram incapazes de mover-se ou
subir a superficie, mesmo quando tocadas por uma espatula na regido cervical,

guando apresentaram descoloracéo, tremores ou falta de coordenacéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Parte 1. Andlise Eletroguimica da Oncocalixona

5.1.1. Analises em Meio Aprético em Voltametria Ciclica

As quinonas, de maneira geral, apresentam comportamento tipico em meio
aprotico, consistindo de duas ondas de reducéo, sendo a primeira delas de carater
guase-reversivel, relacionada a formacdo da semiquinona (Q®), em processo
envolvendo um elétron (Jeftic et al, 1970). A primeira etapa de reducdo da
oncocalixona é melhor definida, uma vez que, a semiquinona néo é suficientemente
basica para ser protonada. Porém, o dianion formado na segunda etapa de reducéo
tem carater mais basico e, consequentemente mais reativo que a semiquinona,
sendo, portanto, passivel de sofrer reacdes de desproporcionamento (Chambers et
al.,, 1988) ou reacdes &acido-base, com alteracdo do perfil voltamétrico. O
comportamento eletroquimico evidenciado para a oncocalixona, principalmente em
relacdo a segunda etapa de reducéo, foi compativel com esses fatos.

Em voltametria ciclica (VC), a oncocalixona (Figura 42), em meio aprotico
(DMF/TBAP, 0,1 mol L), na concentracdo de 1,0x10™ mol L™, apresentou duas
ondas de reducdo (Ic e llc, respectivamente), ambas com caracteristicas de
processo quase-reversivel (Ep. = —0,719 V, Ep, = -0,602 V; Epyc = -1,22 V e
Epia =-1,03 V).
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Figura 42. Voltamograma ciclico da oncocalixona, na concentragéo de 1,0x10“ mol L?, a
100 mV s*, em meio aprético, DMF/TBABF, (0,1 mol L") vs. Ag|AgCI|CI" (0,1 mol LY.

Eletrodo de trabalho: carbono vitreo.

I (uA)

E (V) vs. Ag|AgCI|CI™ (0,1 mol L™

Fonte: Autor, 2011.

Os valores de intensidade de corrente obtidos a partir do estudo voltamétrico
em funcdo da velocidade de varredura (Ipc vs. v*®) (Figuras 43 e 44A)
demonstraram que o transporte de massa através da solugcdo, o qual rege a

chegada da substancia a superficie eletrodica, era de natureza difusional.
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Figura 43. Andlise da variacdo da velocidade de varredura em VC da oncocalixona, em
meio aprético, DMF/TBABF, (0,1 mol L™ vs. Ag|AgCIICI" (0,1 mol L™"). Velocidades
analisadas: (¢) 10, ( ) 20, (¢) 30, (¢) 35, () 50, (¢) 70, (#) 75, (¢) 100, (e) 200, () 300,

(¢) 400 e () 500 mV s™. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo.
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Fonte: Autor, 2011.

A analise da variacdo do potencial de reducéo da primeira onda em funcéao do
log da velocidade de varredura (Epic vs. log v) (Figura 44B), juntamente com a
presenca do pico reverso indicaram que a primeira etapa de redugcdo era de
natureza quasi-reversivel, conforme testes diagnoésticos, tendo em vista que Epic
varia ligeiramente com a velocidade de varredura (oscilando em torno de -0,710 V),

Ipia/lpic = 1, AE, > 59 mV (Gordillo et al., 2000) (Southampton Electrochemistry
Group).
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Figura 44. Gréficos representativos do comportamento voltamétrico (VC) da oncocalixona
com énfase na dependéncia da corrente de pico com o aumento da velocidade de varredura

(Ipc vs. v

), r: 0,9963 (A) e na dependéncia do potencial com aumento linear da velocidade
(Epic Vvs. log v) (B). Meio aprético, DMF/TBABF, (0,1 mol L™ vs. Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™,

eletrodo de trabalho: carbono vitreo.
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5.1.2. Anélises em Meio Prético em Voltametria Ciclica

A andlise eletroquimica da oncocalixona, em voltametria ciclica, em meio
prético misto, tampao fosfato etandlico (20%, v/v), pH 7,0, na concentracdo de
1,0 x10* mol L™?, mostrou um comportamento atipico, em relacdo a compostos
quinbnicos em meio protico, apresentando um par de ondas catddica e anddica
(gerando a hidroquinona como produto), de caracteristica quase-reversivel, com
uma larga distancia entre os potenciais de pico catddico e anddico (Ep,c =-0,376 V e
Epia =-0,081 V) (Figura 45).

Figura 45. Voltamograma ciclico da oncocalixona, na concentragédo de 1,0x10* mol L%, a
50 mV s, em meio aquoso misto, tamp&o fosfato etandlico (20%, v/v), pH 7,0. Eletrodo de
trabalho: carbono vitreo.
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Fonte: Autor, 2011.

Tal qual demonstrado para os estudos da oncocalixona em meio aprotico, 0s
valores de intensidade de corrente obtidos em funcdo da velocidade de varredura
(Ipic vs. v?) (Figuras 46 e 47A) demonstraram que o transporte de massas através

da solucéo era de natureza difusional.
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Figura 46. Andlise da velocidade de varredura em VC da oncocalixona, em meio prético,
tampdo fosfato/etanol, (20 %), pH 7,0. Velocidades analisadas: (¢) 10, (¢) 20, (¢) 30, (¢)
35, () 50, (+) 70, (#) 75, (+) 100, (#) 200, (#) 300, (¢) 400 e ( ) 500 mV s™. Eletrodo de

trabalho: carbono vitreo.

Velocidade de
Varredura

-15 T T T T T 1
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

E (V) vs. Ag|AgCI|CI (0,1 mol L)

Fonte: Autor, 2011.

A analise da variacdo do potencial de reducdo em funcdo do log da
velocidade de varredura (Epic vs. log v) (Figura 47B), indicou que a reducéo da
quinona € de natureza quasi-reversivel, de acordo com os testes diagndsticos ja
mencionados anteriormente, tendo em vista que Ep,. deslocou negativamente com o

aumento da velocidade de varredura.
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Figura 47. Gréficos representativos do comportamento voltamétrico (VC) da oncocalixona
com énfase na dependéncia da corrente de pico com o aumento da velocidade de varredura

1/2

(Iper vs. v™), 1: 0,9974 (A) e na dependéncia do potencial com aumento linear da velocidade

(Epa vs. log v) (B). Meio protico, tampéo fosfato etandlico (20%, v/v), pH 7,0, vs. Ag|AgCI|CI
(0,1 mol L"), eletrodo de trabalho: carbono vitreo.
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5.1.3. Desenvolvimento de um Sensor para a Oncocalixona em VOQ

Nos estudos para o desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a
oncocalixona foram feitas varias analises com complexos metalicos diversos
(NiTsPc, CoTsPc, LITCNQ, TCNQ, TCNE, Cu(acac),, FePor, FeTsPc e FeT;MPyP),
onde a maioria ndo demonstrou nenhum ganho de sensibilidade ou apresentou certa
instabilidade para o sensor proposto. Desta forma, ndo foram levados adiante mais
andlises entre tais complexos e a oncocalixona. Porém, quando uma bicamada
formada pelos complexos de FeTsPc e de FeT;MPyP, em carbono vitreo, foram
analisadas em presenca de oncocalixona, uma resposta catalitica para a reducéo da
mesma foi observada, levando, portanto, a anélises mais aprofundadas com estes
complexos em presencga da quinona em questédo, com vistas ao desenvolvimento de

um sensor para oncocalixona, como pode ser visto nos tépicos que se seguem.

5.1.3.1. Reducédo Eletrocatalitica da Oncocalixona no Eletrodo Modificado em
VC

ApOs a observacdo prévia do comportamento catalitico dos complexos
FeTsPc e FeT,MPyP, em presenca de oncocalixona, foi realizado um estudo
detalhado com cada complexo individualmente e/ou em conjunto, formando uma
bicamada, para a andalise da reducdo eletrocatalitica da oncocalixona na
concentracdo de 5,0x10® mol L™ em carbono vitreo em voltametria ciclica.

A Figura 48 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de
carbono vitreo (Cv) ndo modificado na auséncia (a) e presenca (b) de oncocalixona,
para o eletrodo de carbono vitreo modificado com uma Unica camada de FeTSPc em
presenca de oncocalixona (c) e uma camada de FeT;MPyP (e) na presenca de
oncocalixona. Para comparacdo, esta figura também apresenta o voltamograma
ciclico para o eletrodo de carbono vitreo modificado com uma bicamada de
FeTSPc/FeT,MPyP na auséncia (d) e presenca (f) de oncocalixona em solucdo de
tampdo fosfato, 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Os voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de oncocalixona (Figura 48b)

mostraram um comportamento tipico de reducdo de quinonas em meio aquoso,
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representado por um par de ondas reversiveis, devido a formacdo do derivado
hidroguindnico (Aguilar-Martinez, 2004; Jacq, 1967).

Figura 48. Voltamogramas ciclicos em eletrodo de carbono vitreo (Cv) ndo modificado na
auséncia (a) e presenca (b) de oncocalixona (5,0x10° mol L), em eletrodo de Cv
modificado com uma Unica camada de FeTSPc na presenga de oncocalixona (c) e uma
camada de FeT,MPyP na presenca de oncocalixona (e). Para comparagéo, voltamogramas
ciclicos para o eletrodo de Cv modificado com uma bicamada de FeTSPc/FeT,MPyP na
auséncia (d) e presenca (f) de oncocalixona, em tampao fosfato, 0,1 mol L™* (pH 7,0).
Velocidade de varredura: 0,025 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Como pode ser visto, a melhor resposta para a reducdo da oncocalixona foi
obtida com o eletrodo de Cv modificado com FeTSPc/FeT,MPyP (Figura 48f). Neste
eletrodo modificado, um deslocamento anédico do potencial de pico de reducéo de
cerca de 30 mV e uma corrente de pico muito maior para oncocalixona do que
aguelas obtidas no eletrodo de Cv limpo foram observados (Figura 48b comparada
a Figura 48f). Adicionalmente, neste eletrodo, a corrente de pico para a reducéo da
quinona foi também maior do que aquelas mostradas no eletrodo modificado
unicamente com FeT,MPyP ou FeTSPc (Figuras 48c e 48e, em comparacao a 48f).

A corrente para a reducdo da oncocalixona no eletrodo modificado com
FeT,MPyP (Figura 48e), em comparagcdao com aquela obtida em eletrodo de Cv

modificado com FeTSPc/FeT,MPyP (Figura 48d) na auséncia da mesma, foi
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praticamente a mesma. Quando somente FeT;MPyP foi usado, um pequeno
aumento de corrente foi observado (Figura 48e). Isto sugere que o complexo
FeT,MPyP efetivamente facilita a reducdo da oncocalixona, enquanto que a camada
de FeTSPc deve melhorar a organizacao dos sitios ativos de FeT,MPyP, resultando
numa melhor catélise para a redugéo da quinona.

A interacdo dos complexos FeTSPc/FeT,MPyP e o aumento na corrente de
pico da oncocalixona (Figura 48f) quando comparado com o eletrodo limpo (Figura
48b) pode estar provavelmente associada as reacfes redox das espécies
imobilizadas [Fe(Il)TsMPyP]*" e [Fe(I)TSPc]* em [Fe(I)T4sMPyP]** e [Fe(Il)TSPc]®.
O complexo [Fe(ll)TsMPyP]** seria oxidado de volta, reduzindo a quinona,

originando o ciclo catalitico (Eq. 9 e 10).

[Fe(Il)T4MPYP]>* + [Fe(Il)TSPc]* & [Fe(ll)T,MPyP]** + [Fe(l)TSPc]* (9)

2 [Fe(INT,MPyP]* + oncocalixonae, + 2 H* 5 2 [Fe(lll)T,MPyP]** + [oncocalixona,eg]” (10)

Por essa razéo, a alta atividade do eletrodo de carbono vitreo modificado para
a reducao da oncocalixona em soluc¢des aquosas pode estar associada com a baixa
resisténcia na transferéncia de carga da bicamada FeTSPc/FeT,MPyP e a presenca
de FeT,MPyP como sitio eletrocatalitico, no qual se sugere propriedade catalitica
relevante para a reducao da oncocalixona. Este efeito foi resultado das mudancas
no ambiente catalitico ao redor de sitios ativos, induzidos por contrastantes
interacbes de empacotamento molecular com FeT;MPyP. As propriedades
cataliticas e o uso de bicamadas de ftalocianinas e porfirinas tém sido descritas

anteriormente (Rocha et al., 2002; Santos et al., 2006).

5.1.3.2. Influéncia da Concentracdo de FeTSPc e FeT,MPyP na Resposta do

Sensor

As concentracbes de FeTSPc e FeT,MPyP sédo fatores que devem ser
controlados e influenciam o comportamento eletroquimico do sensor como um todo.
Portanto, a dependéncia da concentracdo dos complexos na resposta do eletrodo
para a reducdo da oncocalixona foi investigada, em VOQ devido a sensibilidade da
técnica, por meio da preparacao de uma bicamada com diferentes concentragcdes de
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FeTSPc e de FeT,MPyP: 0,01; 0,05; 0,1; 0,15 e 0,19 mmol L™. Desta forma, os
resultados mostrados na Tabela 10 indicaram que a melhor resposta para o sensor
proposto, foi obtida com a concentracdo de 1,0x10* mol L™, para ambos os

complexos.

Tabela 10: Influéncia das concentracbes de FeTSPc e FeT,MPyP, usadas para a
preparacdo do filme, sobre a corrente de pico obtida com o sensor para oncocalixona
(3,0x107 mol L) em solucdo de tampéo fosfato (0,1 mol L), pH 7,0, em VOQ, (n = 3).

[FeTSPc]:[FeT,MPyP]

(x10™ mol L) “lo (WA) (SD)
0,1:1,9 1,40 (+ 0,00)
0,5:1,5 1,43 (+ 0,01)
1,0:1,0 2,29 (+0,01)
1,5:0,5 1,23 (+ 0,01)
1,9:0,1 0,75 (+ 0,03)

SD = Standard deviation (desvio padrao)

Valores de correntes baixos foram verificados quando a quantidade de
FeTSPc era maior do que a de FeT,MPyP, e vice-versa. Esta tendéncia sugeriu que
a melhor proporcdo para a construcdo do sensor com uma bicamada de
FeTSPc/FeT,MPyP seria de 1:1, sendo ideal para a cinética de transferéncia de
elétrons, uma vez que nessa condicdo, pode-se obter valores altos de corrente.
Desta forma, a concentracdo de 1,0x10™ mol L™, para cada constituinte do complexo

FeTSPc/FeT,MPyP, foi escolhida para os demais experimentos.

5.1.3.3. Influéncia do pH, Solucdo Tampdo e Concentracdo do Tamp&o na

Resposta do Sensor

A influéncia do pH da solugdo na resposta da reducdo eletroquimica da
oncocalixona, utilizando tamp&o fosfato (0,1 mol L™) com valores de pH de 6,0, 6,4,
7,0, 7,4 e 8,0, foram estudadas em VOQ (Figura 49).
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Figura 49. Influéncia do pH na resposta do sensor para a reducdo da oncocalixona
(3,0 x10" mol L") em VOQ. Andlises conduzidas em tamp&o fosfato 0,1 mol L™. Potencial
de salto: 0,002 V, f: 80 Hz e a: 0,03V, n = 3.
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Fonte: Autor, 2011.

Um aumento na corrente de pico foi observado com o aumento do pH na faixa
de 6,0 até 7,0, onde o maior valor para a corrente foi observado em pH 7,0, sendo
diminuido com o aumento do pH. Desta forma, o pH étimo para estudos posteriores
foi ajustado em 7,0. Contudo, foi também observado neste estudo, que o potencial
de pico de reducdo da oncocalixona conduz, como esperado, a um leve
deslocamento catddico com o aumento do pH.

Com a definicdo do pH 6timo para a obtencdo de uma melhor resposta para o
sensor proposto, fez-se necessario o estudo da influéncia da solucdo tampao na
resposta desse sensor, em VOQ, onde foram analisadas quatro diferentes solucdes
tampdes (HEPES, Mcllvaine, PIPES e fosfato) com concentracées de 0,1 mol L. As
analises eletroquimicas demonstraram que a melhor resposta foi obtida em solucéo

de tampéo fosfato (Figura 50), sendo escolhida, portanto, para os demais estudos.
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Figura 50. Influéncia da solugcdo tampéo na resposta do sensor para reducdo da
oncocalixona (3,0x107 mol L"), em VOQ. Andlises realizadas em solucdo tamp&o
0,1 mol L*, pH 7,0. Potencial de salto: 0,002 V, f: 80 Hz e a: 0,03 V, n = 3.
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Fonte: Autor, 2011.

Apébs a definicdo do tipo de tampao que possibilita uma melhor resposta em
relacdo a reducdo da oncocalixona, fez-se necessaria a analise da influéncia de
diferentes concentracdes desse tampdo em VOQ. Desta forma, a Figura 51 mostra
a influéncia de diferentes concentracdes de tampéao fosfato (0,025; 0,050; 0,100;
0,150 e 0,200 mol L™) na resposta do sensor. A melhor resposta, como pode ser
observada na figura abaixo, foi obtida nas concentracées de 0,050 e 0,100 mol L™,
além do mais, observou-se a diminuicdo da corrente, em outras concentracdes. A

concentracdo de 0,050 mol L™ foi escolhida para os experimentos que se seguem.
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Figura 51. Influéncia da concentracdo de tampao fosfato, pH 7,0, sobre a corrente de pico
obtida por VOQ com o sensor para oncocalixona (3,0 x107 mol L™?). Potencial de salto:
0,002V, f:80Hzea: 0,03V, n=3.
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Fonte: Autor, 2011.

5.1.3.4. Influéncia da Frequéncia (f) e Amplitude de Potencial (a) em VOQ

Os efeitos da frequéncia e amplitude de potencial em VOQ, para a reduc¢éo da
oncocalixona, com eletrodo de carbono vitreo modificado com FeTSPc/FeT ,MPyP,
em solucdo de tampéo fosfato foram verificados. Os valores de corrente de pico
apresentaram um aumento linear com a variagao da frequéncia entre 20 e 140 Hz
com potencial de salto (step potential) de 0,002 V. Entretanto, quando a frequéncia
era >100 Hz, o valor da corrente de pico permanecia quase constante,
acompanhado por uma distorcdo dos picos. Desta forma, para o melhor perfil
voltamétrico com maior sensibilidade, a frequéncia de 100 Hz foi escolhida e usada

nos demais estudos (Figura 52).
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Figura 52. Variacao da corrente de pico em relagéo a frequéncia utilizada para a reducéo da
oncocalixona, em VOQ, com amplitude fixa em 0,03 V. Eletrodo de Cv modificado com uma
bicamada de FeTSPC/FeT,MPyP em tampéo fosfato (0,05 mol L*, pH 7,0). Potencial de
salto: 0,002 V, n = 3.
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Fonte: Autor, 2011.

Em outra andlise, também foi verificado que os valores de corrente de pico
variam com a amplitude de pulso de 0,010 a 0,080 V aplicadas em VOQ, na
frequéncia de 100 Hz para o eletrodo modificado, com potencial de salto de 0,002 V.
O uso da amplitude de pulso >0,050 V levou a valores de corrente de pico quase
constantes e a um aumento na corrente de fundo. Neste sentido, a melhor
sensibilidade foi obtida com uma amplitude de 0,050 V e, portanto, este valor foi
escolhido para estudos posteriores (Figura 53).
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Figura 53. Variacdo da corrente de pico em relacdo a amplitude de pulso utilizada para a
reducdo da oncocalixona, em VOQ, com frequéncia fixa em 100 Hz. Eletrodo de Cv
modificado com uma bicamada de FeTSPC/FeT,MPyP em tampZo fosfato (0,05 mol L™, pH
7,0). Potencial de salto: 0,002 V, n = 3.
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Fonte: Autor, 2011.

5.1.3.5. Caracterizacdo Analitica

Nas condicdes anteriormente otimizadas (tamp&o fosfato, 0,05 mol L™, pH
7,0), de maneira a se obter uma curva analitica para a oncocalixona com o sensor
desenvolvido, experimentos foram realizados em VOQ, por meio de adi¢cbes de

aliquotas de oncocalixona provenientes de uma solucdo estoque previamente
preparada (Figura 54).
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Figura 54. VOQ para a eletrorreducao da Oncocalixona utilizando eletrodo de Cv modificado
com uma bicamada de FeTSPC/FeT,MPyP em tamp&o fosfato (0,05 mol L™, pH 7,0), obtida
em condi¢fes otimizadas para a faixa de concentracdo de (1) 0,005, (2) 0,044, (3) 0,098, (4)
0,198, (5) 0,299, (6) 0,503, (7) 0,704, e (8) 1,2x10° mol L. Potencial de salto: 0,002 V,
f: 100 Hz e a: 0,05 V.
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Fonte: Autor, 2011.

Nas condicdes otimizadas, 0 sensor proposto mostrou uma resposta linear na
faixa de 5,0x10° mol L™ até 1,2x10° mol L™ (Figura 55), o que pode ser expresso

de acordo com a Equacéao 11:

I, (uA) = 0,23 (£ 0,09) + 8,11 (+ 0,17) [Oncocalixona] (umol LY Q1)

com coeficiente de correlacéo linear de 0,996 (para n = 8) e com boa sensibilidade
(8,11 pA L umol™) e limite de deteccdo, o qual pode ser atribuido & eficiéncia da

transferéncia de elétrons entre o filme de FeTSPc/FeT,MPyP e a quinona.
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Figura 55. Curva analitica obtida, em VOQ, para a determinacdo da oncocalixona utilizando
eletrodo de Cv modificado com uma bicamada de FeTSPC/FeT,MPyP sob condicbes
otimizadas, nas concentracdes descritas na Figura 54. Tampéo fosfato (0,05 mol L™, pH
7,0), potencial de salto: 0,002 V, f: 100 Hze a: 0,05 V, n = 3.
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Fonte: Autor, 2011.

Adicionalmente, o sensor proposto apresentou uma relativa larga faixa de
resposta linear, a qual pode estar relacionada com a alta afinidade entre o
catalisador e o analito. O limite de deteccéo (LD) de 1,5x10™° mol L™ foi determinado
usando a proporcao Sprance X 3ofslope e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 5,0x10°
mol L™* usando Sprance % 100f/slope, onde Syranco cOrresponde ao sinal do branco e o é
o desvio padrao do valor médio para 10 voltamogramas do branco, determinados de
acordo com recomendacdes da IUPAC (Analytical Methods Committee, 1987; IPAC,
2011).

5.1.4. Estudos com Ressonéancia de Spin de Elétron (ESR)

Os métodos que analisam a densidade eletronica sdo conhecidos por sua
capacidade em fornecer prognosticos razoaveis para calculos de constantes de

acoplamento hiperfinas (HFCC) em ESR, uma vez que estes valores estdo todos
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bY

relacionados a interagdo entre o spin nuclear dos atomos de H com o elétron
desemparelhado do anion-radical eletrogerado.

A interpretacdo de um espectro de ESR por meio de um processo de
simulacdo tem propiciado a determinacéo de constantes de acoplamento hiperfinas
para varios nucleos magnéticos. Desta forma, quando sdo comparados os valores
experimentais das constantes de acoplamentos hiperfinas (HFCC) com os valores

calculados (Tabela 11) pode ser observada uma correlacao entre eles.

Tabela 11. Constantes de acoplamento hiperfinas para o anion-radical da oncocalixona.

H-3 H-6 H-7(1) H-7(2) H-9(2) H-9(1) H-10 H"(MeO) H'(MeO) H™(MeO)
UHF 6-31G++° 0,9011 1,9005 1,7415 1,0125 2,0379 5,3552 0,0077 0,2187 0,2975 0,3297
UHF 6-31G+° 1,7008 1,6127 2,3614 0,8656 1,1900 2,7567 1,3273 0,1322 0,1716 0,1845
UB3LYP 6-31G++” 1,6709 1,5882 2,3390 0,8527 1,1919 2,7571 1,2741 0,1387 0,1612 0,1845
UB3LYP 6-31G+° 0,8994 1,9036 1,7438 1,0128 2,0359 5,3597 0,0072 0,2569 0,2976 0,3211
UB3LYP 6-31G* 1,9185 11,5893 2,1681 0,7360 1,7031 4,6621 0,9669 0,0376 0,1213 0,0832
EXPERIM. 1,3090 0,6514 1,3090 0,6514 0,6514 2,4675 0,6514 0,0053 0,0053 0,0053

a(calculo de cada ponto feito no vacuo)

b(céalculo de cada ponto feito com o modelo C-PCM)

Os valores experimentais foram de

certa forma, reproduzidos por este

método, fazendo com que os estudos da estrutura eletrbnica de determinados
compostos sejam uma ferramenta essencial na interpretacdo de dados de ESR.
Desta forma, alguns parametros fisico-quimicos foram obtidos de forma mais
precisa, caso da HFCC, possibilitando a contrucdo de uma “perspectiva
tridimensional” por meio do mapeamento da densidade de spins dos elétrons

desemparelhados sobre a molécula (Figura 56).
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Figura 56. Densidade dos spins de elétrons desemparelhados do &anion-radical da

oncocalixona.

Fonte: Autor, 2011.

Um bom entendimento dos espectros de ESR obtidos experimentalmente e os
simulados, permitiu uma correta elucidacdo da HFCC para o anion-radical da
guinona em questdo, que, de acordo com as estimativas, a interacdo hiperfina
estaria relacionada a dez dupletos, correspondentes aos hidrogénios na posicao
H-3, H-6, H-7, H-9, H-10, e aos trés hidrogénios da funcdo metdxi (ver numeragéo na
molécula, Figura 57c). Essa interacdo se inicia desde a densidade de spin de
elétrons desemparelhados principalmente sobre o sistema quinbnico, onde foi
observada uma grande deslocalizacdo eletronica, estendendo-se através do sistema
carbonilico, chegando préoximo as posicfes seis e sete (relativamente afastado da
porcao quindnica).



Figura 57. Espectros de ESR para o anion-radical

simulado (B) e sobreposto (C).
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da oncocalixona: experimental (A),
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Fonte: Autor, 2011.

A alta deslocalizacdo eletrdnica estad claramente evidenciada pela grande

constante de acoplamento hiperfina do H-9, além dos acoplamentos nas posi¢ées

H-3 (proximo a quinona) e H-7 (afastado da quinona). As estimativas tedricas nos

dao indicios a respeito da distribuicdo dos elétrons desemparelhados, mesmo nao

tendo sido observada uma descricdo exata dos dados obtidos em relacdo aos

experimentais. Entretanto, com os dados obtidos, foi possivel ter-se um indicio

racional do desdobramento hiperfino que permitisse seguir a tendéncia do campo

magnético do sistema radicalar, revelando, desta forma, uma figura precisa e

completa do padréao hiperfino estudado. Sendo assim, o sistema UB3LYP 6-31G++

(com uso do modelo C-PCM) mostrou uma melhor concordancia com os padrbes

hiperfinos experimentais.
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5.1.5. Anélises com DNA

A oxidacao eletroquimica do DNA em eletrodos de carbono vitreo, em meio
acido, pH 4,5, esta relacionada com a oxidagcdo das bases adenina e guanina (Brett
e Diculescu, 2004). Entretanto, o dsDNA tende a apresentar menores intensidades
de correntes de oxidacdo em relacdo ao ssDNA (Figura 58) (Diculescu et al., 2005),
devido a disponibilidade das bases para a oxidacdo, que no DNA em dupla-fita, &
limitada, uma vez que as mesmas estdo ligadas umas as outras por ligacbes de
hidrogénio, enquanto que no DNA em fita Unica, essas estdo livres para serem

oxidadas.

Figura 58. Voltamograma de pulso diferencial com correcdo de linha de base
(v=0,010 V s™) de uma solucdo de ssDNA em tampéo acetato etandlico, 20% (v/v), pH 4,5,

em eletrodo de carbono vitreo. ES = eletrélito suporte, G = Guanina, A = Adenina.
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Fonte: Autor, 2011.

A interagdo de substancias-alvo com o DNA pode ser confirmada de acordo
com a intensidade das correntes de oxidacdo das bases, em analises eletroquimicas
(Brett e Diculescu, 2004). Nos estudos com ssDNA, a interacdo foi confirmada pela
diminuicdo das correntes e/ou deslocamento dos potenciais de oxidacao das bases

expostas (Boussicault et al., 2008), devido as moléculas das substancias-alvo se
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ligarem as bases via intercalacéo ou atracao eletrostatica (Kamel et al., 2008). Esta
interacdo modifica a estrutura das mesmas, e desta forma, ocorre diminuigdo da
guantidade de bases livres para serem oxidadas, tendo como consequéncia, a
diminuicdo da corrente de oxidacdo. Tendo em vista 0 exposto, os estudos de
interacdo de algumas quinonas com ssDNA é de grande interesse, devido a
quantidade de informacdes que essas analises proporcionam, no que diz respeito a

atuacao biologica de determinadas substancias.

5.1.5.1. Andlise da Interacdo da Oncocalixona com ssDNA

Com o objetivo de verificar a interacdo entre a oncocalixona e o0 DNA, varias
aliquotas da quinona foram adicionadas a uma solucdo de ssDNA, com analise em

voltametria de pulso diferencial (Figura 59).

Figura 59. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para o
ssDNA (¢), 0,3 g L™, [tamp&o acetato etandlico, (20 %, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (+¢),
20 (#), 40 (+), 60 (+), 80 (), 100 (), 200 (+) e 400 (#) x10°® mol L™* de oncocalixona. Para
comparagdo, oncocalixona, ¢ = 40x10° mol L?, em auséncia de ssDNA foi analisada (o).
Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™) e contra-eletrodo:

fio de platina, velocidade de varredura: 0,010 V s™,
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E (V) vs. Ag|AgCI|CI (0,1 mol L")

Fonte: Autor, 2011.
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O resultado desta andlise evidenciou interacao (Figura 59). Antes da adi¢céo
do analito, os sinais associados a oxidacao das bases guanina (G) e adenina (A) no
ssDNA se mostraram muito intensos (Kamel et al., 2008). Porém, quando aliquotas
de oncocalixona foram adicionadas a solucdo de ssDNA, a intensidade da corrente
de oxidacao da base guanina diminuiu em amplitude, enquanto o sinal de corrente
da adenina ndo teve uma mudanca tao significativa, devido a contribuicdo da
corrente de oxidacdo da oncocalixona, que se apresenta em potencial proximo da
oxidacdo da base adenina.

A diminuicdo linear da corrente de oxidacdo da guanina (Figura 60) e um
pequeno deslocamento no potencial anddico dos picos de oxidacdo das bases
guando a concentracdo da quinona aumentou, foram indicadores positivos de
interacdo entre o sSDNA e oncocalixona (Figura 59). Este comportamento pode ser
interpretado pela diminuicdo da quantidade de moléculas disponiveis para oxidacéo,

devido as intera¢fes formadas com a quinona.

Figura 60. Dependéncia da corrente de pico anodico (l,) da base guanina, do ssDNA, em
relagcdo a concentracdo de oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:
Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina, r: 0,9785.
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Fonte: Autor, 2011.
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Sabe-se que muitas substancias biologicamente ativas interagem com as
bases livres do DNA por meio de reacdes radicalares em seus sitios ativos (Kamel et
al., 2008), bem como, algumas outras promovem reacdes do tipo “adicdo de
Michael”’, caso de quinonas que sédo conhecidas por atuarem como receptores de
Michael (Abreu et al., 2009). Uma vez que esse tipo de reacdo ocorre entre a
quinona e o DNA, uma diminui¢cdo nas correntes de oxidacdo pode ser observada,
tendo em vista a diminuicdo da quantidade de bases livres para serem oxidadas.
Porém, o deslocamento anddico de potencial observado, pode ser atribuido a
interacdo da substancia em outro sitio do DNA diferente das bases (ex. grupos
fosfatos), dificultando assim a oxidacdo das mesmas no eletrodo e, portanto

deslocando o potencial de oxidacéo.

5.1.5.2. Anélise da Interagdo da Oncocalixona com as Bases Guanina e

Adenina

Com o objetivo de comprovar se a diminuicdo nas correntes anddicas de
oxidacdo das bases do ssDNA, no experimento anterior, seria referente a interacdo
das mesmas com a oncocalixona, e ndo devido a uma possivel adsor¢do do ssSDNA
na superficie do eletrodo ou outro tipo de interacdo da quinona em um sitio diferente
das bases, fez-se necessario a analise com as bases individualmente, utilizando-se
VPD. Um comportamento similar ao obtido nas analises com ssDNA foi observado
quando as bases foram estudadas individualmente, em VPD. Na andlise com a

guanina, foi observado um sinal de oxidacao bastante intenso (Figura 61).
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Figura 61. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para
1,0x10” mol L™ de Guanina () [tamp&o acetato etandlico (20 %, v/v), pH 4,5] em presenca
de 10 (¢), 20 (¢), 40 (¢), 60 (¢), 80 (¢), 100 ( ), 200 (¢) e 400 (¢) x10® mol L™ de
oncocalixona. Para comparac&o, 40x10° mol L™ de oncocalixona foi analisado na auséncia
de guanina (). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI (0,1 mol L") e

contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,010Vs™
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Fonte: Autor, 2011.

Contudo, quando aliquotas de oncocalixona foram adicionadas a solucéo da
referida base, uma diminuicdo na intensidade da corrente de oxidac&o da guanina foi
observada (diminuicdo de aproximadamente 48%, Figura 62). Estes resultados,

demostraram de fato, que uma interacao entre a base guanina e a quinona ocorreu.
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Figura 62. Dependéncia da corrente de pico anddico (I,) da base guanina, em relagédo a
concentracdo de oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI
(0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina.
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Fonte: Autor, 2011.

Na andlise com a base adenina, o resultado se mostrou insatisfatorio, tal qual
no estudo com ssDNA, devido aos potenciais de oxidacéo, tanto da base quanto da
oncocalixona, serem préoximos. Desta forma, as demais analises com a adenina nao

foram levadas adiante.

5.1.5.3. Andlise da Interacdo da Oncocalixona com os Acidos Poliguanilico

(poliG) e Poliadenilico (poliA)

De forma similar aos estudos das bases, analises usando poliG e poliA foram
realizadas, em VPD, objetivando verificar a influéncia do substituinte acucar-fosfato
do nucleotideo em relacdo a oxidacdo da base, quando em presenca de
oncocalixona.

Um comportamento similar ao visto nos estudos com as bases foi observado
para o poliA, embora haja deslocamento no potencial de oxidacdo da adenina e a
corrente de pico da base nédo seja tdo intensa. Tal deslocamento pode ser atribuido

a um efeito indutivo do substituinte acgucar-fosfato do nucleotideo, que dificulta a
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oxidacdo da base; j& em relacdo a altura do pico de oxidacdo, seria devido a um
menor coeficiente de difusdo e a um possivel aumento nas energias de
reorganizacdo associadas com a transferéncia de elétrons da espécie no eletrodo
(Boussicault et al., 2008).

Figura 63. Voltamogramas de pulso diferencial com correc¢éo de linha de base para o poliA
(¢) [tampdo acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 40 (), 60
(), 80 (#), 100 ( ) e 200 (+) x10® mol L™ de oncocalixona. Para comparagéo, 4,0x10®° mol
L™ de oncocalixona na auséncia de poliA foi analisada (¢). Eletrodo de trabalho: carbono
vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™") e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de
varredura: 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

A diminuicdo na corrente de pico observada quando aliquotas de
oncocalixona foram adicionadas a solugcdo de poliA foi mais intensa (Figura 63) do
que quando a base isolada foi usada, ocorrendo uma diminuicdo de
aproximadamente 80% na corrente (Figura 64), bem como, um leve deslocamento

de potencial de oxidacéo do poliA.
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Figura 64. Dependéncia da corrente de pico anodico (I,) da base adenina do poliA, em
relacdo a concentracdo de oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:
Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™ e contra-eletrodo: fio de platina.
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Fonte: Autor, 2011.

Esta analise foi indicativa de que mesmo com a presenca da funcdo acucar-
fosfato, a interacdo entre a oncocalixona e a base adenina do poliA foi conseguida
com uma intensidade maior do que a vista anteriormente com a base sozinha, uma
vez que em DNA nativo, as bases estdo ligadas ao grupo acucar-fosfato que
constituem a espinha dorsal da biomolécula. Em relacdo ao &cido poliG, o mesmo foi
analisado, porém o potencial de pico de oxidacdo da base guanina no acido se
mostrou deslocado em relacdo & base isolada, coincidindo com o potencial de

oxidacdo da oncocalixona, e, desta forma, ndo foi considerado nestas andlises.

5.1.5.4. Andalise de um Controle Negativo (a-Lapachona) com ssDNA

No intuito de se obter uma analise com um controle (“probe”) negativo em
relacdo a interagdo das quinonas com ssSDNA, um experimento utilizando o-
lapachona, como um “probe” negativo, foi realizado em presenga da biomolécula. As
mesmas condi¢cdes experimentais usadas para a andlise da oncocalixona foram

conduzidas para a a-lapachona. Os resultados obtidos mostraram que nenhuma
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interacdo significativa entre a a-lapachona e o ssDNA ocorreu (Figura 65),
apresentando uma diminuigdo de apenas 6% na corrente de oxidacao das bases do
ssDNA. Este resultado valida a interagdo positiva alcancada pela oncocalixona em
relacdo ao ssDNA, bem como para a biflorina e juglona, como pode ser constatado

Nnos proximos topicos.

Figura 65. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para o
ssDNA (¢) [tampdao acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 40
(), 60 (¢), 80 (¢), 100 (), 200 () e 400 (#) x10®° mol L™ de a-Lapachona. Eletrodo de
trabalho: carbono vitreo, referéncia: AgJAgCI|CI" (0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina,

velocidade de varredura; 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

5.1.5.5. Analise Voltamétrica da Interacdo entre Oncocalixona-DNA e

Determinacgao da Constante de Associa¢gao em VPD

O estudo do comportamento voltamétrico (em VPD) para a reducdo de
2,010 mol L™ de oncocalixona em auséncia e presenca de ssDNA, utilizando

eletrodo de carbono vitreo limpo é mostrado na Figura 66.
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Figura 66. Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para 2,0x10°
mol L™ de oncocalixona (¢) [tamp&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de
0,003 (), 0,006 (¢), 0,011 (+), 0,016 (#), 0,022 (¢), 0,027 (¢) € 0,050 ( ) g L™ de ssDNA.

Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, velocidade de varredura: 0,010 V s
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Fonte: Autor, 2011.

O voltamograma da oncocalixona apresentou um pico catdédico bem definido
em +0,051 V com I, = 1,073 pA, bem como um segundo pico de menor intensidade,
em -0,125 V, em tampao acetato etandlico, 20% (v/v), pH 4,5. A partir de adicdes de
0,003 a 0,050 g L™ de ssDNA feitas & solugéo de oncocalixona, foram verificados
uma diminuicdo na corrente de reducdo (aproximadamente 68,46%) e o
deslocamento no potencial de pico da quinona (para o lado negativo) de cerca de
31 mV. A diminuicdo substancial na corrente de pico observada pode ser atribuida a
uma diminuicdo na concentracdo da quinona livre, diminuindo assim, a difusdo das
moléculas em direcdo ao eletrodo e também, devido a um aumento na massa
molecular com a formacdo do aduto oncocalixona-DNA.

Em relagdo ao potencial de reducdo da quinona, na presenca de DNA é
observado que o potencial de pico se deslocou negativamente. De acordo com
Carter e colaboradores (Carter et al., 1989) e Tian e colaboradores (Tian et al.,
2008), o potencial se desloca negativamente quando o tipo de ligacdo formado é
uma interacdo eletrostatica. Por outro lado, o potencial de pico se desloca

positivamente quando pequenas moléculas interagem com DNA de uma outra
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maneira que nao a eletrostética para ssDNA. Desta forma, podemos concluir que a
ligacdo entre a oncocalixona e o DNA seria baseada em uma interagcao eletrostatica
entre as espécies, sendo que o complexo formado entre elas seria
eletroquimicamente inerte.

O decaimento gradual da corrente de pico da oncocalixona pelo aumento da
concentracdo do DNA, na faixa de concentracdo de 0,003 a 0,050 g L™, pode ser
utilizado para obter a constante de associacdo do complexo pela aplicacdo da
Equacéo 8, pg. 93 (Feng et al., 1997; Carter et al., 1989; Sha, et al., 2009). A
constante de associacdo apresentou um valor de 63,314 (+ 0,02) g L™, sendo obtida
por meio do uso do coeficiente linear do grafico do log (1/[DNA]) vs. log [lpna-
oncol (lonco — IpNa-onco)] (Figura 67). A alta afinidade relativa observada e a forte ligacéo
entre a oncocalixona e o DNA justificam sua candidatura como uma efetiva e

promissora droga para alvos terapéuticos ligados ao DNA.

Figura 67. Gréafico do log (Ipna-onco/(lonco-Ipna-onco)) VS. l0g (1/ [DNA]) usado para calcular a
constante de associacdo do complexo DNA-Oncocalixona. Eletrodo de trabalho: carbono

vitreo, coef. linear: 1,8015, coef. angular: 1,4491, r: 0,9796.
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5.2. Parte 2. Analise Eletroquimica da Biflorina

5.2.1. Analises em Meio Prético

A andlise eletroquimica da biflorina (1,010 mol L") em voltametria ciclica,
utilizando eletrodo de carbono vitreo, mostrou um comportamento de reducao tipico
de orto-quinonas em meio prético (tampéo acetato etandlico, 40%, v/v, pH 4,5) (De
Abreu et al., 2007), representado por um par de picos (Eplc = -0,205 V e Epla =

-0,178 V) de natureza quase-reversivel (Figura 68).

Figura 68. Voltamograma ciclico para biflorina ¢ = 1,0x10® mol L™ a 100 mV s™. Meio:
tampao acetato etanodlico (40%, v/v), pH 4,5. Eletrodo de trabalho: Cv, referéncia:
Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina.
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Fonte: Autor, 2011.

No estudo voltamétrico da corrente em funcdo da velocidade de varredura
(Ipic vs. v (Figuras 69 e 70A), ha linearidade, demonstrando, desta forma, que o

transporte de massa através da solucéo foi de natureza difusional.
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Figura 69. Voltamogramas ciclicos da biflorina com variacdo da velocidade de varredura,
em tampdao acetato etanolico (40%, v/v), pH 4,5. Velocidades analisadas: 10 (¢), 35 (¢), 50
(+), 100 (), 200 (), 300 (¢), 400 ( ), 500 (), 750 (+) e 1000 (¢) mV s™. Concentracio
da biflorina na cela eletroquimica: 1,0x10* mol L™. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,

referéncia: Ag|AgCI|CI (0,1 mol L"), contra-eletrodo: fio de platina.
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Fonte: Autor, 2011.

A partir da andlise de Ep vs. log v (Figura 70B), foi observado um discreto
deslocamento do potencial de pico catédico da biflorina (Ep = -0,205 V) com o
aumento da velocidade de varredura, 0 que caracteriza um processo quase-
reversivel com um possivel consumo de 2 elétrons e 1 préton (AEp = 27 mV)

(Gordillo et al., 2000) (Southampton Electrochemistry Group).
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Figura 70. Gréaficos representativos do comportamento voltamétrico (VC) da biflorina com
énfase na dependéncia da corrente de pico com o aumento da velocidade de varredura (Ip,
vs. vi%), r: 0,9772 (A) e na dependéncia do potencial com aumento linear da velocidade (Epi
vs. log v) (B). Meio prético, tampéao acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5, vs. Ag|AgCI|CI" (0,1

mol L), eletrodo de trabalho: carbono vitreo.
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5.2.2. Anélises com DNA

Em alguns estudos com dsDNA, foi demonstrado que a biflorina causou
danos ao mesmo, deixando suas bases livres para serem oxidadas (Vasconcellos,
2007a). Ja as analises com ssDNA, o diagndstico de uma possivel interagéo entre a
quinona e as bases expostas ou seus nucelotideos, bem como a determinacdo da

constante de associacao do complexo formado € indicado a seguir.

5.2.2.1. Andlise da Interagdo da Biflorina com ssDNA

Objetivando verificar se ha interacdo entre a biflorina e o DNA, varias
aliquotas da quinona foram adicionadas a uma solucdo de ssDNA, e foram

analisadas em voltametria de pulso diferencial (Figura 71).

Figura 71. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para o
ssDNA (¢) [tampdao acetato etandlico, (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (), 60
(¢), 100 (#) e 200 () x10® mol L* de Biflorina. Para comparacdo, 100x10° mol L™ de
biflorina em auséncia de ssDNA foi analisada (). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L") e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de
varredura: 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.
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Como pode ser constatado na Figura 71, o resultado desta analise
evidenciou caracteristicas de interacdo, tendo em vista que os sinais associados a
oxidacdo das bases livres no ssDNA [guanina (G) e adenina (A)] que eram bastante
intensos, diminuiram em amplitude, quando aliquotas de biflorina foram adicionadas

a solucéo de ssDNA contida na cela eletroquimica (Kamel et al., 2008).

Figura 72. Dependéncia da corrente de pico anodica (l,) da base guanina, no ssDNA, em
relacdo a concentracdo de biflorina em solucdo. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L") e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de

varredura: 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Como ja foi observado, a diminuicdo da corrente de pico de oxidacdo da
guanina no ssDNA (cerca de 53%) (Figura 72) e um leve deslocamento no potencial
de oxidacao da base (Figura 73), quando houve um aumento na concentracao da

biflorina, s&o indicadores positivos de interacdo entre o SSDNA e a quinona.
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Figura 73. Dependéncia dos potenciais de pico anodico (E,) de Guanina e Adenina, no
ssDNA, em relacdo a concentracdo de biflorina, obtida por VPD. Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo, referéncia: AgJAgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina e
velocidade de varredura: 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

5.2.2.2. Andlise da Interagcado da Biflorina com as Bases Guanina e Adenina

Fez-se necessario a analise eletroquimica, em VPD, da interacdo entre a
biflorina e as bases individualmente, no intuito de verificar se as interagcées ocorridas
no experimento com ssDNA, visto anteriormente, seriam por causa de uma ligacao
forte entre a quinona e as bases, e ndo devido a interacfes adsortivas na superficie
do eletrodo ou ligacdes formadas entre a quinona e outros sitios ativos presentes na

molécula do ssDNA.
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Figura 74. Voltamogramas com correcéo de linha de base para 1,0 x10* mol L™* de Guanina
(#) [tamp&o acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 60 (¢), 100
(¢) e 200 (¢) x10°® mol L™ de biflorina. Para comparagéo, 100 x 10° mol L™ de biflorina em
auséncia de guanina foi analisada ( ). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:
Ag|AgCIICI" (0,1 mol L") e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,010 Vs™.
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Fonte: Autor, 2011.

Foi verificado neste estudo, um comportamento similar ao obtido com ssDNA,
guando apenas as bases individuais séo analisadas. A corrente de oxidacéo da base
guanina (Figura 74, acima) diminui de forma bastante intensa quando em presenca
de biflorina (diminuicdo de 81%, Figura 75), bem como um deslocamento de

potencial é observado com o aumento da concentracdo da quinona (Figura 76).
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Figura 75. Dependéncia da corrente de pico anddica (l,) da guanina, em relagdo a
concentracdo de biflorina em solugdo. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:
Ag|AgCI[CI" (0,1 mol L") e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:

0,010 vs™
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 76. Dependéncia do potencial de pico anoddico (E,) da guanina em relagdo a
concentracao de biflorina, obtida por VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:
Ag|AgCIICI" (0,1 mol L") e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:

0,010 Vs™.
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Fonte: Autor, 2011.
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bY

Similarmente a guanina, a adenina foi analisada, sendo observada uma
diminuicdo na corrente de oxidacdo da base, com o aumento da concentragdo da
biflorina (Figura 77). Porém, tanto a biflorina como a adenina possuem potenciais de
oxidacdo coincidentes, impossibilitando uma analise mais precisa da variacdo de

corrente.

Figura 77. Voltamogramas com correcéo de linha de base para 1,0 x10™ mol L™ de Adenina
() [tampéo acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (), 20 (¢), 40 (¢), 100
(¢) e 200 () x10° mol L™ de biflorina. Para comparacéo, anélise de 1,0 x10™ mol L™ de
biflorina em auséncia de adenina ( ). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:
Ag|AgCIICI" (0,1 mol L™ e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,010 Vs™.
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Fonte: Autor, 2011.
Analisando a variagdo do potencial de oxidagdo da adenina, temos um claro

indicio da interacdo entre ela e a quinona, devido a dificuldade de oxidacdo da

adenina, por conta da forte interacdo entre essas duas moléculas (Figura 78).
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Figura 78. Dependéncia do potencial de pico anoddico (E,) da adenina em relagdo a
concentracdo de biflorina, obtido em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo. Referéncia:
Ag|AgCIICI" (0,1 mol L") e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,010 Vs™.
1,25 =
1,20 4
1,15 -
g 1,10 -
-
1,05 4

1,00

0195 T T T T T T T 1
003 000 003 006 009 012 015 018 021

[Biflorina] (x10”° mol L™

Fonte: Autor, 2011.

O comportamento eletroquimico observado para as bases em relacdo a
biflorina corroborou com o relatado para a analise com ssDNA, destacando a forte

interacdo entre elas.

5.2.2.3. Andlise da Interac&o da Biflorina com os Acidos Poliguanilico (poliG) e

Poliadenilico (poliA)

Da mesma forma como foram feitos os estudos da oncocalixona com o0s
acidos poliG e poliA, no sentido de verificar a influéncia dos substituintes fosfato

ligados as bases, a analise da biflorina foi conduzida, em VPD.
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Figura 79. Voltamogramas com correcao de linha de base para o acido poliG (¢) [tampé&o
acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 40 (#), 60 (¢), 100 ()
e 200 () x10® mol L™ de biflorina. Para comparacéo, biflorina na auséncia de poliG foi

conduzida na concentragéo de 1,0 x10* mol L™ (o).
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Fonte: Autor, 2011.

Como pbde ser visto na Figura 79, o pico de oxidagdo da base guanina
presente no acido foi coincidente com o da quinona, ndo permitindo uma analise
mais detalhada. Vale ressaltar, que da mesma forma que a variacdo na corrente de
oxidacdo, o deslocamento de potencial da base nos propiciou indicios de interacdo
(Figura 80). Desta forma, a interagao entre a biflorina e o poliG foi confirmada,
mesmo quando era observada superposicdo de potenciais entre a quinona e a

guanina do acido.
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Figura 80. Dependéncia do potencial de pico anddico (E,) da base guanina, presente no
poliG, em relacéo a concentragéo de biflorina, obtido em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono
vitreo. Referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de
varredura: 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Em contrapartida, como ndo houve superposicao dos potenciais de oxidacao
da base adenina, presente no acido poliA, e o da biflorina, a analise eletroquimica
nos deu indicios claros de que a interacdo entre as duas espécies ocorreu, devido a

diminuicdo na corrente de pico da adenina (cerca de 56%) (Figuras 81 e 82).
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Figura 81. Voltamogramas com correcdo de linha de base para o &cido poliA (¢) [tamp&o
acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 40 (#), 60 (¢), 100 ()
e 200 () x10® mol L™ de biflorina. Para comparacao, biflorina na auséncia de poliA foi

analisada na concentragdo de 1,0 x10™ mol L™ ().
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 82. Dependéncia da corrente de pico anddica (l,) da base adenina, presente no
acido poliA, em relacdo a concentracdo de biflorina em solug&o. Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|ICI" (0,1 mol L) e contra-eletrodo: fio de platina,

velocidade de varredura; 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.
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As andlises eletroquimicas com os &cidos poliG e poliA foram de grande
relevancia, tendo em vista que os nucleotideos sdo de fundamental importancia no
organismo, sendo constituintes do DNA. Além do mais, foi confirmado que a
presenca da funcéo fosfato nos acidos nao dificultou a interacdo entre a quinona e
as bases do nucleotideo. Estes resultados sdo importantes, devido a necessidade
de se monitorar a influéncia da metade acucar-fosfato dos nucelotideos em relacao a

atividade de alguns farmacos baseados na interacdo com as bases do DNA.

5.2.2.4. Analise Voltamétrica da Interacé@o entre Biflorina-DNA e Determinacéo

da Constante de Associacao, em VPD

Da mesma forma como foi verificado no estudo para a oncocalixona, o estudo
do comportamento voltamétrico (VPD, eletrodo de carbono vitreo) para a reducédo de
1,0 x10™° mol L™ de biflorina na auséncia e presenca de ssDNA, foi realizado (Figura
83), apresentando um pico bem definido em -0,122 V com Iy = 6,471 pA (vs.
Ag|AgCI|CI™* 0,1 mol L™) em tamp&o acetato etandlico, 40% (v/v), pH 4,5. De acordo
com as adicdes de ssDNA (0,006 a 0,085 g L) & solucdo de biflorina, uma
diminuicdo na corrente de reducdo (aproximadamente 83%) e um deslocamento no
potencial de pico da quinona (para o lado positivo) de cerca de 10 mV, foram
observados.

A atribuicdo da diminuicdo da corrente de reducdo da biflorina, conforme o
aumento da concentracdo do ssDNA na solucdo, seria devido a diminuicdo na
difusdo das moléculas livres da quinona em direcdo ao eletrodo e também, ao

aumento da massa molecular do aduto formado, DNA-biflorina.
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Figura 83. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para 1,0 x10°
®> mol L™ de biflorina (¢) [tamp&o acetato etandlico (40%, v/v), pH 4,5] em presenca de 0,006
(), 0,016 (+), 0,050 (#), 0,070 (¢) e 0,085 (¢) g L™ de ssDNA. Eletrodo de trabalho:

carbono vitreo, Velocidade de varredura: 0,010 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Em relacdo a variacdo do potencial de reducdo da quinona, o potencial de
pico se deslocou positivamente com o aumento da concentracdo de DNA.
Deslocamento positivo do potencial seria devido a pequenas moléculas interagirem
com o DNA de maneira intercalativa, enquanto deslocamento negativo de potencial
seria quando haveria formacéo de ligacdo eletrostatica entre as espécies (Carter et
al., 1989; Tian et al., 2008). Desta forma, podemos concluir que a ligacdo entre a
biflorina e o DNA, diferentemente da oncocalixona, seria baseada em uma interacao
intercalativa entre as moléculas, tendo como produto formado, um aduto
eletroquimicamente inerte.

Por sua vez, o decaimento da corrente de pico da biflorina através do
aumento da concentracdo de DNA em solucdo (0,006 a 0,085 g L™Y), foi utilizado
para a obtencdo da constante de associacdo do complexo, aplicando-se a equacao
descrita anteriormente (Equacao 8). A constante de associacédo calculada foi de
37,342 (+ 0,02) g L™, obtida por meio do coeficiente de correlacéo linear do gréfico

abaixo (Figura 84).
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Figura 84. Grafico do log (Ipnasr/(Isri-Ipnasrl)) VS. log (1/ [DNA]) usado para calcular a
constante de associagdo do complexo DNA- Biflorina. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
coef. linear: 1,5722, coef. angular: 0,6303, r: 0,9911.
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Fonte: Autor, 2011.

Considerando o valor da constante obtida para a biflorina, € mesmo
comparando-a com os dados apresentados para a oncocalixona, a constante
encontrada nos revela uma afinidade relativamente alta entre a biflorina e 0 DNA,
sendo desta forma, uma substancia promissora no desenvolvimento de novos

farmacos, cujo enfoque seja a interagcdo com DNA.
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5.3. Parte 3. Analise Eletroquimica da Juglona

5.3.1. Analise Eletroquimica da Juglona

Nos voltamogramas ciclicos da juglona (em carbono vitreo), a analise mostrou
um comportamento caracteristico de reducao de quinonas em meio prético [tampéao
acetato etandlico (20%, v/v) pH 7,0] (De Abreu et al., 2007), representado por um,
sistema eletroquimico reversivel (Eplc =-0,303 V, Epla =-0,251 V, em velocidade de

varredura de 0,100 V s™), de natureza difusional (Figura 85).

Figura 85. Voltamograma ciclico da juglona ¢ = 1,0 x10“ mol L™. Meio: tamp&o acetato
etandlico (20%, viv), pH 7,0. Velocidade de varredura: 0,1 V s™, eletrodo de trabalho:

carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™).
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Fonte: Autor, 2011.

A andlise da oxidacdo da juglona em voltametria de pulso diferencial
(realizado em VPD, devido a sensibilidade e no intuito de comparacdo em futuras
analises com ssDNA), em meio protico [tampéo acetato etanélico (20%, v/v), pH 4,5]
em eletrodo de carbono vitreo, mostrou a presenca de um pico de oxidacdo bem
definido, Epa = 1,0 V (Figura 86), o qual servira como referéncia nas analises

seguintes utilizando DNA.
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Figura 86. Voltamograma de pulso diferencial, com correcdo de linha de base, para a
oxidac&o da juglona (2,0 x10™* mol L") em meio proético, tampéo acetato etandlico (20%, v/v)
pH 4,5. Amplitude de pulso: 0,05 V, velocidade de varredura: 0,01 V s™, eletrodo de
trabalho: carbono vitreo, referéncia: AgJAgCI|CI" (0,1 mol L™).
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Fonte: Autor, 2011.

5.3.2. Analise da Influéncia do pH da Solucao no Potencial de Pico de Reducao

da Juglona e Determinagéo do pKa

A reducdo da juglona foi também estudada usando voltametria de pulso
diferencial, para uma larga faixa de pH, em meio prético misto tamponado [tampé&o
acetato etandlico (20%, v/v), em eletrodo de carbono vitreo]. Como visto
anteriormente nas andlises em VC, a juglona apresentou apenas um pico de
reducdo, sendo suas correntes (Ip.) e potenciais de pico (Ep.) dependentes do pH

do meio (Figura 87).
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Figura 87. Voltamogramas de pulso diferencial para 1,0 x10* mol L™ de juglona em funcéo
do pH da solucdo. Valores de pH analisados: 0,8 (¢), 2,5 (¢), 3,22 (¢), 3,85 (¢), 4,83 ( ),
6,85 (¢), 7,96 (¢), 9,18 (¢), 10,06 (¢) e 12,36 (#). Meio: tampéo fosfato etandlico (20%,
v/v). Amplitude de pulso: 0,05 V, velocidade de varredura: 0,005 V s, eletrodo de
referéncia: Ag|AgCI|CI (0,1 mol L"), contra-eletrodo: fio de platina.
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Fonte: Autor, 2011.

Nesta analise, os potenciais de pico de reducdo deslocaram-se em direcédo a
valores mais negativos, com o aumento do pH da solucéo. Isto se deve a diminuicédo
da disponibilidade de prétons existentes na solucdo, uma vez que, 0 meio mais
acido leva a protonacado da quinona, que passa a se reduzir mais facilmente, ja, em
meio muito alcalino, a reducao é dificultada devido a baixa disponiblidade de prétons
na solucéo.

E sabido que quinonas dao origem a derivados hidroquinénicos
correspondentes quando reduzidas em meio aquoso (De Abreu et al., 2007; Salimi,
1999; Salimi, 1999), em reducio de 2e” e 2H", em valores de pH préximos ao neutro.
Porém, em valores de pH mais alcalinos, geram o &anion hidroquindnico, em

processo de reducdo de 2 e e 1 H* (Manisankar, 2005).
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Figura 88. Grafico de Ep vs. pH para os potenciais de pico obtidos para a reducdo da

juglona em voltametria de pulso diferencial. Meio: tamp&o fosfato etandlico (20%, v/v).
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Fonte: Autor, 2011.

Porém, para a juglona, a andlise da intersecéo das retas formadas no grafico
do Epc vs. pH (Figura 88), mostrou um pH de 5,98, sendo este o valor do pKa da
quinona. Este pKa, pode ser atribuido a desprotonacéo do grupo fendélico da quinona
em questdo (Figura 89), sendo comparavel aos dados de pKa obtidos para o
lapachol (pKa 5,98) e isolapachol (pKa 5,75) realizados pelo grupo de pesquisa do
laboratério de eletroquimica, UFAL (Ossowski et al., 2008; Kim, 2001). Desta forma,
o valor de pKa obtido para a juglona por meio puramente eletroquimico estaria
proximo aos valores encontrados para outras quinonas ja estudadas, corroborando o

método utilizado neste trabalho.

Figura 89. Representagcdo esquematica para o equilibrio &cido-base do grupo fenolato da

juglona.
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OH o O- o

Fonte: Autor, 2011.
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5.3.3. Anélises com DNA

5.3.3.1. Analise da Interacdo da Juglona com ssDNA

O estudo da interacdo entre a juglona e o ssDNA foi realizado em VPD (com
eletrodo de carbono vitreo) em meio tamponado misto [tampdo acetato etandlico
(20%, v/v), pH 4,5]. Os voltamogramas referentes a oxidacdo do ssDNA, apresentam
dois picos referentes a oxidagdo das bases ligadas ao DNA, guanina (G) e adenina
(A), como ja foi descrito anteriormente. A medida que era adicionada juglona a
solucdo de ssDNA, uma mudanca no voltamograma da biomolécula foi observada,
acompanhada pelo aparecimento do pico de oxidacédo da juglona em concentracoes
superiores a 6,0x10™ mol L™ em regides préximas & oxidacdo da adenina (Figura
90).

Figura 90. Voltamogramas de pulso diferencial com corre¢cdo de linha de base para o
ssSDNA (¢) [tamp&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 60 (¢), 100
(¢), 200 (#) e 400 () x10® mol L™ de juglona (J). Para comparacao, juglona em auséncia
de ssDNA foi conduzido na concentragdo de 2,0x10* mol L™ (¢) em solugédo tampéo.
Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: AgJAgCI|CI (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio
de platina, velocidade de varredura: 0,01 Vs™.
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Fonte: Autor, 2011.
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Concomitantemente ao aumento da concentragcédo da juglona em solucéo, foi
observada uma diminuicdo na intensidade da corrente de pico da guanina com
diminuicdo maxima de 40% (Figura 91), sendo, portanto, um forte indicio de
interacdo entre as espécies analisadas, tendo em vista a diminuicdo na

disponibilidade de bases no DNA passiveis de serem oxidadas.

Figura 91. Dependéncia da corrente de pico anddica (I,) da base guanina (do ssDNA) em
relacdo a concentracdo da juglona, em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,01Vs™
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Fonte: Autor, 2011.

5.3.3.2. Analise da Interacdo da Juglona com as Bases Guanina e Adenina

No intuito de confirmar se a interacdo observada no topico anterior seria de
fato entre as bases e a quinona, foi estudada em VPD [tampdo acetato etandlico
(20%, vl/v), pH 4,5], cada base individualmente em presenca de juglona. Um
comportamento similar ao descrito no experimento anterior foi constatado nas

analises, tanto com a guanina (Figura 92) quanto com a adenina (Figura 93).
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Figura 92. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para 1,0 x10°
“ mol L' da guanina () [tamp&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10
(¢), 20 (¢), 40 (#), 60 (¢), 80 (¢), 100 ( ), 200 (+) e 400 () x10° mol L™ de juglona. Para
comparac&o, juglona em auséncia de guanina foi analisada na concentracéo de 4,0 x10°
mol L™ (). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-

eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 93. Dependéncia da corrente de pico anodica (l,) da base guanina em relagdo a
concentracdo da juglona, em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:
Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01V s™.
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bY

Quando foram adicionadas a solugdo das bases, aliquotas de juglona, a
corrente de oxidagdo da guanina diminuiu de forma mais intensa do que quando
ligada ao ssDNA (maximo em torno de 88%, Figura 93, quando Cjgona €ra de
2,0 x10™ mol L™) enquanto que a adenina se comportou de forma semelhante ao
observado no experimento com ssDNA, devido a contribuicdo da corrente de
oxidacdo da juglona que se apresenta em potencial proximo ao da base (Figura 94),

corroborando a analise observada no experimento anterior.

Figura 94. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para
1,0 x10* mol L* da de Adenina (¢) [tampdo acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em
presenca de 10 (¢), 20 (+), 40 (#), 60 (¢), 80 (+), 100 ( ), 200 (+) e 400 (¢) x10° mol L*
de juglona. Para comparagcdo, juglona em auséncia de adenina foi analisada na
concentracéo de 4,0 x10® mol L™ (e). Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:

Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

5.3.3.3. Anédlise da Interacdo da Juglona com os Acidos Poliguanilico (poliG) e

Poliadenilico (poliA)

Do mesmo modo como foram realizados os estudos com as bases
individualmente, os estudos utilizando os acidos poliG e poliA foram conduzidos em

voltametria de pulso diferencial [em tampao acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5],
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objetivando a andlise da influéncia do substituinte acucar-fosfato do nucleotideo em

relacdo a oxidacdo da base, em presenca de juglona (Figura 95).

Figura 95. Voltamogramas de pulso diferencial com correcédo de linha de base para o poliA
() [tampdo acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 10 (¢), 20 (¢), 40 (¢), 60
(¢), 100 ( ) e 200 (¢) x10®° mol L™ de juglona. Para comparacéo, juglona em auséncia de
adenina foi analisada na concentracdo de 4,0 x10° mol L™ (). Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|ClI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina,

velocidade de varredura: 0,01 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Como observado, hd uma forte diminuicdo na corrente de oxidacao da base
adenina presente no poliA (aproximadamente 99%) (Figura 96), conforme h& o
aumento na concentracdo de juglona no meio eletrédico, sendo portanto, indicios
claros de que mesmo com a apresenca do substituinte acucar-fosfato ligado a base,

a interacao ocorre entre as duas especies.
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Figura 96. Dependéncia da corrente de pico anddica (l,) da base adenina, do poliA, em
relacdo a concentracdo da juglona, em VPD. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L"), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,01Vs™.
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Fonte: Autor, 2011.

Em relacdo as analises com poliG, os potenciais de oxidacao da juglona e da
base guanina do poliG se mostraram idénticos, impossibilitando uma anélise mais
aprofundada, devido a contribuicdo da corrente de oxidacdo da juglona quando a
concentracdo da mesma era aumentada . Desta forma, a interacdo entre a juglona e

0 poliG nao foram levados adiante.

5.3.3.4. Andlise Voltamétrica da Interacdo entre Juglona-DNA e Determinacéao

da Constante de Associagéo, por VPD

Tendo em vista a importancia de se determinar a constante de associacéo
para a juglona e o DNA, no intuito de saber o quanto essa interacdo seria favoravel,
foi realizado o estudo da reducdo da quinona com variagdo da concentracao de
ssDNA em solugéo, em voltametria de pulso diferencial (tampéo acetato etandlico,
20%, vlv, pH 4,5) da mesma forma que os conduzidos para a oncocalixona e

biflorina.
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A andlise da reducéo de 1,0 x10®° mol L™ de juglona em auséncia de ssDNA,
apresentou um pico de reducdo em E,.= -0,05 V com .= 2,091 pA (vs. Ag|AgCl|CI™
0,1 mol LY. A medida que as adicdes de ssDNA (0,003 a 0,085 g L) eram feitas a
solugcdo de juglona, diminuicdo na corrente de redugdo (maximo de ~ 66%) e
deslocamento no potencial de pico da quinona para o lado positivo (cerca de
10 mV), foram observados (Figura 97). Essa diminuicdo, conforme ja visto
anteriormente, seria devido a formacéo do complexo DNA-juglona e pela diminuicédo

na difusdo das moléculas livres (juglona) na solucao resultante.

Figura 97. Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base para
1,0 x10®° mol L™ de juglona () [tamp&o acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca
de 0,003 (¢), 0,011 (+), 0,027 (¢), 0,05 (), 0,07 (¢) e 0,085 (¢) g L™ de ssDNA. Eletrodo
de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L), contra-eletrodo: fio de
platina, velocidade de varredura: 0,01 V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Sobre o deslocamento positivo do potencial de reducgao da juglona conforme o
aumento da concentracdo de ssDNA em solucdo, seria devido as moléculas da
guinona interagirem de uma maneira ndo covalente com as bases do DNA (Carter et
al., 1989; Tian et al., 2008). Por outro lado, o decaimento da corrente de pico da
juglona devido ao aumento da concentragcao de DNA em solugéo foi utilizado para a

obtencdo da constante de associacdo do complexo, conforme equacdo descrita
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anteriormente (Equacéao 8). Desta forma, uma constante de associacao calculada de
22,631 (+ 0,01) g L™?, foi obtida, analisando o coeficiente linear do gréafico abaixo
(Figura 98).

Figura 98. Grafico do log (lIona-aug/(loug-lonaaug)) VS. log (1/[DNA]) usado para calcular a
constante de associacdo do complexo DNA-Juglona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
coef. linear: 1,3547, coef. angular: 1,1805, r: 0,9948.
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Fonte: Autor, 2011.

No intuito de se obter respostas de um controle (“probe”) negativo e um
positivo em relacdo a obtencdo das constantes de associacdo das quinonas com
ssDNA, foram realizados um experimentos com a-lapachona (negativo) e
doxorrubicina (positivo) nas mesmas condigdes experimentais descritas para a
oncocalixona, biflorina e juglona. Os resultados obtidos para o controle negativo
mostraram que apesar de ocorrer um decaimento na corrente de redugdo o-
lapachona, nenhuma mundanca no potencial de redugcéo da quinona foi observada
(Figura 99). Porém, para o controle positivo, um forte decaimento na corrente de
pico foi observado seguido de uma variacdo no potencial de redugcdo da
doxorrubicina (Figura 100). Desta forma, a constante de associa¢ao observada para
a o-lapachona de 9,637 (+ 0,06) g L™, corrobora a baixa inatividade da mesma em
relacdo ao DNA. Em contrapartida a constante observada para a doxorrubicina,

229,139 (+ 0,04) g L™}, demonstra a alta reatividade da mesma frente ao DNA.
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Figura 99. A) Voltamogramas de pulso diferencial com correcéo de linha de base para 2,0 x10™ mol
L™ de a-Lapachona (e) [tampédo acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca de 0,006 (¢),
0,011 (+), 0,016 (+), 0,022 (), 0,027, (+) 0,050 (#) e 0,070 ( ) g L™ de ssDNA. B) Grafico do log
(Iona-a-Lap/(lo-Lap=lona-a-Lap)) VS. 10g (1/ [DNA]) usado para calcular a constante de associa¢éo do
complexo DNA-a-Lapachona. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia: Ag|AgCl|CI" (0,1 mol
L™"), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01 V s™, coef. linear: 0,98394, coef.
angular: 0,45219, r: 0,95628.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 100. A) Voltamogramas Voltamogramas de pulso diferencial com correcdo de linha de base
para 2,0x10”° mol L de Doxorrubicina (#) [tampao acetato etandlico (20%, v/v), pH 4,5] em presenca
de 0,006 (+), 0,011 (+),0,016 (+), 0,022 (#), 0,027, (+) 0,050 (¢) e 0,070 ( ) g L de ssDNA. B)
Grafico do log (lpna-boxo/(Ipoxo-lona-Doxo) VS. log (1/ [DNA]) usado para calcular a constante de
associagdo do complexo DNA-Doxorrubicina. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:

Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L™), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,01 V s™, coef.

linear: 2,3601, coef. angular: 2,0155, r: 0,9803.
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Considerando os valores das constantes obtidos para a juglona, biflorina e
oncocalixona, bem como o valor obtido para a a-lapachona e o encontrado na
literatura (Tabela 12), esses resultados sdo relevantes no intuito de sua utilizagao
como referéncia em futuras analises, tendo em vista a necessidade de confeccéo de
novos farmacos baseados em interacdes especificas com moléculas bioldgicas.
Desta forma, a facilidade de formacédo do aduto quinona-DNA e sua quantificacao
seria um dado relevante na busca por novos farmacos baseados em interagdo com
DNA.

Tabela 12. Constantes de associacdo com DNA para algumas substéncias analisadas.

Solucéo de ) _
Composto K Meio analisado
DNA
Oncocalixona 63,314 ssDNA Tampdo acetato etandlico, pH 4,5
Biflorina 37,342 ssDNA Tampao acetato etandlico, pH 4,5
Juglona 22 631 SSDNA Tampé&o acetato etandlico, pH 4,5
o-Lapachona 9,637 ssDNA Tampéo acetato etandlico, pH 4,5
Doxorrubicina 229139 SSDNA Tampé&o acetato etandlico, pH 4,5

5.3.4. Estudos de Correlagcdo da Atividade Moluscicida e Larvicida em Relagéo

a Estrutura e o Potencial de Reducao de Algumas Quinonas

O parametro de interesse direto visando a analise de uma possivel correlacéo
entre parametros eletroquimicos e a atividade biolégica das quinonas é o Eplc
[potencial de pico catédico (reducdo) de primeira onda]. Baseado na literatura, 0os
potenciais de reducdo ou de oxidacdo de algumas substancias fornecem
informacdes sobre a viabilidade de ocorréncia dos processos de transferéncia de
elétrons (TE) in vivo ou in vitro. Correlagdes realizadas e divulgadas (Goulart et al.,
1997) entre E,. (potencial de reducéo catodico), EY2 (potencial de meia-onda) ou
Eredox (potencial redox) e atividades biologicas (De Abreu et al., 2002) demonstram a

relevancia de estudos eletroquimicos como ferramentas Uteis numa possivel
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elucidacdo do mecanismo de acédo de farmacos e no planejamento de compostos
biologicamente ativos.

Visando correlacionar os E,. das quinonas (Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7 e
Q9, Tabela 8, pg. 89) com os dados obtidos em testes moluscicidas e larvicidas,
foram realizadas andlises eletroquimicas em VPD (0,005 V s™) (Figura 101) e VC
(0,1 V s™) (Figura 102) com cada quinona, na concentracéo de 4,76 x10° mol L™,

em tampdo fosfato etanélico (40%, v/v), pH 7,0.

Figura 101. Voltamogramas de pulso diferencial para a reducédo das quinonas Q1 (), Q2
(¢), Q3 (¢), Q4 (+), Q5 (+), Q6 (¢), Q7 (¢) e Q9 (+), na concentracdo de 4,76 x10™ mol L™
[tampdo fosfato etandlico (40%, v/v), pH 7,0]. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo,
referéncia: Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L"), contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura:
0,005V s™.
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Fonte: Autor, 2011.
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Figura 102. Voltamogramas ciclicos para a reducdo das quinonas Q1 (¢), Q2 (), Q3 (),
Q4 (¢), Q5 (), Q6 (¢), Q7 (+) e Q9 (¢), na concentracdo de 4,76x10° mol L™ [tamp&o
fosfato etandlico (40%, v/v), pH 7,0]. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, referéncia:

Ag|AgCI|CI' (0,1 mol L) e contra-eletrodo: fio de platina, velocidade de varredura: 0,1V s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Como observado nos voltamogramas obtidos, 0os mesmos apresentam
caracteristicas tipicas de quinonas (com excessdo da Q2), possuindo um Unico par
de ondas catddica e anddica. Analisando os Epc, as quinonas mais faceis de reduzir
estdo na seguinte ordem Q6>Q7>Q9>0Q4>Q3>Q5>Q2>Q1, sendo 0s potenciais de
pico catodico Eplc (V) mostrados na Tabela 13, juntamente com os dados obtidos
com os estudos das atividades moluscicida e larvicida, representados por valores de
CLso e ClLoo.
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Tabela 13. Atividades larvicidas (contra A. aegypti) e moluscicidas (contra B. glabrata) das

quinonas.
.. -1 - -1 EpIC (V) -
COMPOSTOS Larvicida(mgL™) Moluscicida (mg L™)
Elet. Cv
5-Hidroxi-1,4-naftoquinona (juglona) |CLso 3,587 [3,035 — 4,065] Clsp 1,474 [1,304-1,654] 0.272
(Q1) Clgo 6,641 [5,882 — 7,774] CLgo 9,352 [7,664-11,941] ’
5-Acetoxi-1,4- naftoquinona (Q2) ClLso 4,553 [2,405 — 5,844] Clso 1,213 [1,098-1,331] 0.261
ClLgo 7,993 [6,178-20,475] ClLgo 3,774 [3,391-4,251] ’
) ) Clso 7,919 [7,415 - 8,419] ClLso 2,458 [2,324-2,598]
5-Metoxi-1,4-naftoquinona (Q3) -0,239
CLgo 10,833 [10,081-11,90] CLgo 6,252 [5,720-6,926]
2-Bromo-5-hidroxi-1,4- naftoquinona |CLso 1,391 [1,220 — 1,690] Clsp 1,181 [1,092-1,275] 0.237
(Q4) Clgo 2,501 [1,982 — 3,718] ClLgo 4,404 [3,947-4,974] ’
2-Bromo-5-acetoxi-1,4- naftoquinona |[ClLso 1,170 [0,891 — 1,451] CLsp 0,948 [0,882-1,014] 0.252
(Q5) CLgo 4,550 [3,636 — 6,078] CLgo 2,205 [2,018-2,443] ’
2-Bromo-5-metoxi-1,4- naftoquinona | CLsg 9,703 [8,827 — 10,749] ClLso 0,746 [0,703-0,787] 0.204
(Q6) Clgo 16,99 [14,739 —20,844] [CLgo 1,563 [1,457-1,694] ’
3-Bromo-5-hidroxi-1,4- naftoquinona |CLsp 0,873 [0,807 — 0,955] ClLso 2,494 [2,365-2,628] 0.205
(Q7) Clogo 1,417 [1,242 - 1,739] CLgo 5,6543 [5,212-6,211] ’
3-Bromo-5-metoxi-1,4- naftoquinona |Clsp 5,752 [3,977 — 7,664] CLso 0,893 [0,850-0,937] 0.213

(Q9)

CLeo 12,453[9,068 — 25,069]

ClLoo 1,659 [1,559-1,779]

Niclosamida

CLso >100*

CLso 0,15**

*Laurens et al., 1997; ** Oliveira e Paumgartten, 2000.

Relacionando os valores dos potenciais de reducéo obtidos, em VPD, com o0s

valores de CLygy de cada quinona listados na Tabela 13, é possivel fazer uma

correlacao entre a atividade biol6gica (moluscicida e larvicida) com os Eplc de cada
substéancia (Figuras 103 e 104).
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Figura 103. Relacao entre potenciais de pico catddico (Eplc) e concentracédo letal (CLgy) em
relacdo a atividade moluscicida obtida para cada quinona.
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Figura 104. Relag&o entre potenciais de pico catédicos (Eplc) e concentracdo letal (CLg)
em relacdo a atividade larvicida obtida para cada quinona.
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Como observado nas Figuras 103 e 104, n&o houve correlacdo direta entre a

atividade biolégica e o potencial de reducdo da quinona, uma vez que o esperado
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seria que quanto mais facil de reduzir, mais ativa seria a substancia. A mesma
correlagdo mostrada anteriormente foi realizada em relacdo a atividade citotoxica
dos derivados juglonicos (Tabela 14, Figura 105), porém qualquer relacdo direta

nao foi observada entre a atividade e o potencial de reducéo dessas quinonas.

Tabela 14. Atividades citotoxicas da juglona e seus derivados (Montenegro et al. 2010) e a
correlagdo com os potenciais de reducdo dessas quinonas. Cl: concentracao inibitéria, CE:
concentracao efetiva, Nd: ndo determinado.

MTT Clso pg mL™ (umol L™

Eplc (V) -
MDAMB
HL-60 e SF-295 HCT-8 PBMC Eletrodo Cv

0,78 (4,5)

Q1 Nd Nd Nd Nd 20,272
(0,48-1,25)
1,98 (9.2 135(62) | 18284 |111(61

02 9,2) (6,2) (8,4) (5,1 Nd 0,261
1,69 2,33 1,03-1,77 | 1.6-2,07 | 077-1,6

03 0,31 (1,7) 072 (3.8) |088(47) |085(45) |0693,7) .
0,23-0,43 0,62-0,95 | 0,72-1,07 | 0,71-1,05 | 0,49 —0,99 ’
1,08 (4.3 139(55) | 1663 162 (64

04 (4,3) (5,5) (6,3) (6,4) Nd 0237
0,93-1,23 1,06-182 | 1.29-1,99 | 1.12-2.35
231(7.8 185(63) | 181(61) | 158 (53

05 (7,8) (6,3) (6,1) (5.3) Nd 0252
1,86 — 2,89 137-25 |147-223 |1.32-1.86
299 (11.2 236(88) |22(82 235 (8.8

06 (11,2) (8,8) (8,2) (8.8) Nd 0,204
24-37 184-3,03 | 1,02-4,71 | 1,59 — 3,46
1,52 (6,0) 2,26 (8,9) | 2,92 (115) | 2.23(8,8)

Q7 Nd -0,205
1,04 -2,25 148-342 | 231-3,69 | 1,78—2,79
193 (7.2 173(65) | 1.41(53) | 154 (58

Q9 (7,2) (6,5) (5.3) (5,8) Nd 0213
1,54 — 2,42 138-2,16 | 1,18 —1,67 | 1,08 —2,19

5 0,02 (0,03) 0,48 (0,8) | 0,23(0,4) |0,01(0,02) | 0,97 (1,7)

OoX -

0,01 —0,02 0,34-0,66 | 0,19-0,25 | 0,01-0,02 | 0,52 —1,80

Linhagens celulares: HL-60 (Leucemia promielocitica humana), SF-295 (Glioblastoma humano), HCT-

8 (Carcinoma de c6lon humano), PBMC (células mononucleraes sanguineas periféricas).
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Figura 105. Relacdo da atividade citotoxica da juglona e derivados em diferentes linhagens
de células (concentracao inibitéria, Clsy) e sua correlagdo com os potenciais de pico
catodicos (Eplc) das quinonas em questao.
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Fonte: Autor, 2011.

Apesar dessas substancias ndo seguirem uma correlacdo direta entre a
atividade e os potenciais de pico catodico (Eplc, em meio prético), todas elas estédo
dentro da faixa 6tima de facilidade de reducdo requerida para uma atividade
bioldgica relevante (meio aprético: -0,7 V; meio prético: -0,5 V), conforme dados
disponiveis na literatura (Goulart et al., 1997).
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6. CONCLUSOES

A obtencdo dos parametros eletroquimicos da oncocalixona e biflorina, nos
meios protico e aprotico, permitiu concluir que tais substancias, tém comportamento
eletroquimico tipico de quinonas. Para a oncocalixona foi desenvolvido um sensor
eletroquimico baseado em uma bicamada de FeTSPc/FeT4MPyP em carbono vitreo,
onde a resposta eletroquimica para este sensor foi da ordem de nanomolar. Para a
juglona, foi determinado o pKa através de método puramente eletroquimico e
comparavel ao valores de pKa disponiveis na literatura para quinonas com grupos
endlicos presentes.

As analises de interagfes entre as quinonas (oncocalixona, biflorina e juglona)
e ssDNA mostraram-se positivas, e que a presenca do substituinte agucar-fosfato
nao interfere nessas interacdes. No intuito de se verificar a ordem de interacéo
dessas quinonas com ssDNA, a constante de associacao foi determinada, sendo
oncocalixona > biflorina > juglona > a-Lapachona, com esta Ultima sendo
considerada um controle negativo. Este método foi de grande importancia, pois
possibilitou quantificar a interacdo das quinonas estudadas em relacdo ao DNA,
sendo importante em analises futuras.

Os estudos de ESR (ressonancia de spin do elétron) permitiram caracterizar o
mecanismo eletroquimico de reducédo da oncocalixona, indicando a existéncia de um
intermediario (anion-radical), que pode ser responsavel pelas atividades biolégicas
do composto, apés reducdes bioldgicas.

Foi verificado também, que os potenciais de reducdo catédicos (Epc) da
juglona e derivados ndo estao diretamente relacionados as atividades bioldgicas
observadas, sendo todas elas ativas. Entretanto, todas as quinonas estudadas
sofrem reducdo na faixa 6tima de potencial de reducédo, capaz de transferir elétrons
para o oxigénio, desencadeando atividades biologicas, baseadas em desbalanco

redox.
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7. PERSPECTIVAS

e Determinacdo da capacidade antioxidante com sensores de DNA.

e Determinacdo da estequiometria para adutos formados entre quinonas e DNA
em analises utilizando dsDNA em solucéo.

e Andlises com biochips de DNA no intuito de se determinar mudangas em
sequéncias especificas de nucleotideos.

e Uso de microscopia de forca atdmica no intuito de se comparar os dados
sobre a interacdo das quinonas estudadas no presente trabalho e os

possiveis dados obtidos com AFM.

Muitas dessas andlises poderdo ser realizadas futuramente no laboratério de
eletroquimica da UFAL, bem como em colaboragdo com outros institutos, tendo em

vista que muito dos instrumentos requeridos ainda ndo sao acessiveis.
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9. GLOSSARIO

e Adicao de Michael: adicdo de um nucleofilo a uma carbonila a,B-insaturada.

e Aduto: € uma molécula resultante (AB) formada pela unido direta de
moléculas A e B, sem que se produzam mudancas estruturais nas por¢coes A
e B.

e Acado Clastogénica: agente ou processo que induz a aberracdes
cromossOmicas.

e Agente Pro-Oxidante: sdo substancias endbégenas ou exdgenas que
possuem a capacidade de oxidar moléculas-alvo.

e Agente Quimiopreventivo: é todo produto quimico natural ou sintético,
capaz de inverter, suprimir ou impedir o processo de evolucdo do cancer.

e Apoptose: tipo de autodestruicdo celular que requer energia e sintese
protéica para sua execugao, caracterizado por formacao de “blebs, formagao
de corpos apoptoticos, condensacédo da cromatina, fragmentacéo nuclear, em
mecanismo dependente e caspases.

e Carcinoma: um tumor maligno, derivado de células epiteliais, que podem
ocorrer em uma variedade de sitios, como pele, mama e figado.

e Fagocitose: processo de alimentacdo de muitos protozoarios unicelulares
gue consiste no englobamento de particulas sélidas pela célula, através da
membrana celular — a particula € envolvida num vacuolo digestivo, a partir do
qual a matéria digerida passa depois para o citoplasma.

e Genotoxicidade: acdo nociva que afeta a integridade do material genético de
uma célula.

e Granulécito: célula de defesa do corpo humano provenientes da medula
ossea.

e HipoOxia: Baixo conteudo de oxigénio na célula, resultante de uma
vascularizagéo inadequada.

e Instar: estagio larval de alguns insetos (ex. Aedes aegypti)

e Melanoma: tipo de cancer que atinge o tecido epitelial.

e MTT: Ensaio colorimétrico usado para determinagdo da citotoxicidade de
farmacos por meio da acdo de enzimas redutoras de MTT.

e Murino: espécie de rato da familia Muridae.
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Necrose: tipo de morte celular caracterizada por degradacdo de organelas;
inchaco da mitocondria; aumento de vacuolizacdo, ruptura da membrana
plasmatica e degradacédo macica e randémica do DNA nuclear.

Neoplasia: alteracdes celulares que acarretam em um crescimento
exagerado das células, ou seja, proliferacdo celular anormal, sem controle,
autbnoma, na qual reduzem ou perdem a capacidade de se diferenciar, em
consequéncia de mudancas nos genes que regulam o crescimento e a
diferenciacéo celulares.

Neutréfilos: classe de células sanguineas leucocitarias, que fazem parte do
sistema imunoldgico, sendo um dos cinco principais tipos de leucécitos
existentes (neutrofilos, eosindfilos, basdfilos, mondcitos e linfécitos).
Pro-Droga: compostos originalmente inativos, mas que sao convertidos por
meios quimicos ou enzimaticos em compostos ativos.

Sarcoma: tipo de cancer que atinge os 0ssos, cartilagem, gordura, vasos
sanguineos, musculos e tecidos moles.

Topoisomerase: enzima que controla o estado topoldgico do DNA e catalisa
a interconversdo do mesmo.

Xenobidtico: composto sintético estranho ao sistema vivo, ex. drogas
inseticidas e anestésicos.

Xerofita: nome que se da aos vegetais que desenvolvem uma estrutura
especial como o reforco das paredes celulares, com grande presenca de

tecidos mecanicos, e adaptacdo para resistir as secas.
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10. ATIVIDADES EXTRAS

e Co-orientacdo de Trabalho de Conclusdo de Curso do aluno Erivaldo de
Oliveira Costa, do curso de Quimica Licenciatura, da Universidade Federal de
Alagoas, intitulado “Estudos Eletroquimicos de Compostos Biologicamente

Ativos”, cuja apresentagao do TCC foi realizada em 23 de Fevereiro de 2010.

e Co-orientacdo do aluno de iniciacao cientifica Waldomiro Pinho Junior, do 5°
semestre do curso de Quimica Licenciatura, da Universidade Federal de
Alagoas, no projeto atual intitulado “Eletroquimica Medicinal, Ambiental e
Alimentar: uso de métodos e dispositivos na pesquisa da atividade biologica e
antioxidante, na elucidacdo do mecanismo de acdo, na analise e
quantificacdo de substancias biologicamente ativas e de contaminantes

ambientais”, desde abril de 2006.

e Participacdo na banca de defesa de Trabalho de Conclusdo de Curso do
aluno Antonio Claudio Junior, do curso de Quimica Licenciatura, UFAL, cujo
trabalho intitulado “A Metodologia Utilizada pelos Professores no Ensino de
Quimica: Um Estudo de Caso a partir da Realidade das Escolas do Conjunto

Graciliano Ramos em Macei6 — AL” foi apresentado em 30 de Junho de 2010.

e IntercAmbio Cientifico na Universidade de Hull em Kingston-upon-Hull,
Inglaterra, sob a supervisdo do Prof. Dr. Jay D. Wadhawan, na “Pesquisa
Voltamétrica de Antioxidantes”, realizado no periodo de 07 de Setembro a 14
de Novembro de 2008.

e Participacdo da 12 Escola de Eletroquimica realizada no Instituto de Quimica,
USP em Séao Paulo, no periodo de 04 a 08 de dezembro de 2006.

e Estagio de pesquisa laboratorial utilizando eletrodo de carbono vitreo
modificado com complexos metélicos, sob a supervisao do Prof. Dr. Lauro T.
Kubota, no Laboratorio de Eletroquimica, Eletroanalitica e Desenvolvimento
de Sensores (LEEDS) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) —
SP, durante o periodo de 01 de Junho a 05 de Julho de 2006.
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11. PARTICIPACAO EM CONGRESSOS

Titulo: Sensor Voltamétrico para Oncocalixona A Usando Eletrodo de Carbono
Vitreo Modificado com Bicamadas de FeTSPc e FeT4MPyP

Nome do Evento: XVI Simpoésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica

Local: Aguas de Lind6ia/SP

Periodo: 15 a 19 de abril de 2007

Titulo: Conteudo Total de Fendis e Capacidade Antioxidante de Farinhas de
Residuos de Frutas.

Nome do Evento: 9° Congresso da Sociedade Brasileira de Alimentacao e Nutricdo
- SBAN

Local: S&o Paulo/SP.

Periodo: 24 a 27 de outubro 2007.

Titulo: Estudo comparativo da eletrodegradacéo do diesel e biodiesel produzido a
partir de 6leo de soja

Nome do Evento: IV Encontro Nacional de Quimica Ambiental - ENQAmDb.

Local: Aracaju/SE

Periodo: 11 a 14 de marco de 2008

Titulo: Electrochemical Behaviour, Larvicidal and Molluscicidal Activities of Natural
and Synthetic Naphtoquinones

Nome do Evento: The 59th Annual Meeting of the International Society of
Electrochemistry

Local: Sevilha/Espanha

Periodo: 07 a 12 de Setembro de 2008

Titulo: Estudo do Efeito do pH no Potencial de Reducé&o da Quinona Antitumoral 5-
metoxi-1,4-naftoquinona

Nome do Evento: 312 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Local: Aguas de Lind6ia/SP
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Periodo: 26 a 29 de maio de 2008

Titulo: Estudo da Interacdo com DNA e do Efeito do pH no Comportamento
Eletroguimico de Reducéo da Oncocalixona, Produto Natural Biologicamente Ativo
Nome do Evento: 312 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Local: Aguas de Lind6ia/SP

Periodo: 26 a 29 de maio de 2008

Titulo: Estudo do Efeito do pH no potencial de oxidacdo do &cido xanturénico
Nome do Evento: 322 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica
Local: Fortaleza/CE

Periodo: 30 de maio a 02 de junho de 2009

Titulo: Electrochemical studies of quinones and their interaction with ssSDNA, dsDNA,
poly-G and Poly-A, in search for anticancer activity

Nome do Evento: Biosensors 2010: 20th Anniversary world congress on biosensors
Local: Glasgow/Reino Unido

Periodo: 26 a 28 de maio de 2010

Titulo: Caracterizacéo eletroquimica da Juglona e estudo da interacdo com ssDNA
Nome do Evento: 332 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Local: Aguas de Lindéia/SP

Periodo: 28 a 31 de maio de 2010
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