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RESUMO

A ativagdo redox em Quimica Medicinal tem importancia fundamental. Estudos
eletroquimicos s3o os mais apropriados para analises nessa area e fornecem parametros
termodinamicos e cinéticos de compostos bioativos, em diferentes condi¢des, que podem ser
correlacionados com a atividade bioldgica real. As quinonas s3o consideradas moléculas com
estrutura privilegiada devido a suas propriedades estruturais e atividades biologicamente frente
a protozoarios e muitas linhas de células cancerigenas.

O presente trabalho realizou a investigacdo de mais de 40 quinonas hibridas e seus
precursores, com diferentes substituicdes, destacando-se as calcogenoquinonas (Classe 2), as
triazolicas (classes 1, 3, 4,7), derivados azaantraquinonicos (classe 6), anilinicos e miscelaneas.
Foram utilizadas  técnicas  eletroquimicas, fluorimétricas, espectrofotométricas,
computacionais, juntamente com alguns ensaios biologicos. Em termos eletroquimicos, fez-se
o estudo ciclovoltamétrico em meio aprotico (DMF/ TBAPF¢ ou DMF/ TBAP), de processos
de redugdo e oxidagdo, em auséncia e presenga de oxigénio. Estudos de UV- vis e fluorescéncia
molecular foram dirigidas a algumas quinonas a fim de avaliar o modo de ligagdo dos
complexos formados com ctDNA. Andlises computacionais foram efetuadas para auxiliar na
defini¢do de mecanismos eletrodicos e para estudos de correlagdo estrutura/ atividade. Entre os
ensaios biologicos, investigou-se o potencial protetor de algumas quinonas frente a peroxidacao
lipidica e sua atividade em relagdo a bactérias formadoras de biofilmes. A partir de dados
bioldgicos em linhagens de células cancerigenas e/ou formas tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi, foram feitas comparagdes com pardmetros eletroquimicos, obtidos em meio aprotico,
com tendéncia positiva: existe uma faixa ideal para a bioativagao por reducdo das quinonas. Se
as quinonas sao muito facilmente reduzidas, elas perdem atividade, por reducao antecipada fora
do sitio de acdo; por outro lado, se elas sdo reduzidas em potencial muito negativo, tornam-se
também menos ativas. Estes resultados ¢ as correlagdes positivas encontradas sdo Tteis no
planejamento de novos conjuntos de quinonas sintéticas mais seletivas e eficientes em relagao
auma série de doencas, principalmente aquelas de base bioquimica ligada ao estresse oxidativo
e alquilagdo biologica.

Palavras-chave: Quinonas, parametros eletroquimicos, estudos computacionais, cancer,
doenca de Chagas, mecanismo eletrodico, correlagdo estrutura- eletroatividade- atividade
bioldgica



ABSTRACT

Redox activation in Medical Chemistry is very important. Electrochemical studies
provide termodynamic and kinetic parameters of bioactive compounds, under different
conditions that may be related to their biological activity in living cells. Quinones are
considered privileged scaffolds in medicinal chemistry due to their structural properties and
biological activities against pathogenic protozoa and many cancer cells lines.

The present thesis focused in the investigation of more than 40 hybrid quinones and
their precursors, with different substitutions organized in classes according to the quinone
structure and substitution pattern. Electrochemical, fluorimetric and spectrophotometric
techniques, computational studies and biological assays were performed. Electrochemical
techniques have been used extensively to provide insights into the modes of action of drugs.
Although quinones reduction studies reveal a complex mechanism strongly dependent on the
reaction media, these compounds displayed a typical electrochemical behavior in aprotic media
(DMF/TBAP or TBAPFs). Oxygen studies showed the formed radical anions interact with
oxygen and additionally, biological assays and computational studies were performed, in order
to try understanding the molecular mechanism of biological action of these compounds and to
make correlations structure/electroactivity/biological activity. Among biological assays, the
protecting effect of some quinones against lipid peroxidation and activity on biofilm-producing
bactéria were performed. From biological data in different cancer cell lines and/or
trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi, comparison with electrochemical parameters,
obtained in aprotic medium, was held, with a positive trend: there is an ideal range for reduction
activation of the quinones. If the quinones are very easily reduced, they turn less active, as well
as when they are reduced too negatively (more negative potentials), their biological activity is
lost. These results and the positive correlations can inspire the design of the next-generation of
bioactive quinones, in terms of increased selectivity and efficiency against several diseases,
mainly those biochemically connected to oxidative stress and biological alkylation.

Keywords: Quinones, electrochemical parameters, computational studies, cancer, Chagas
disease, electrodic mechanism, structure- electroactivity- biological activity correlation.
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1 INTRODUCAO

A manutencdo da vida depende da ocorréncia de reagdes redox, as quais envolvem a
transferéncia de elétrons entre dois ou mais sistemas bioquimicos conectados. Células, tecidos,
fluidos bioldgicos e organelas devem manter um ambiente redox apropriado para garantir a
sobrevivéncia e a sinergia dos processos metabdlicos. Tal ambiente também ¢é resultado de um
gradiente eletroquimico para manter a energia e o fluxo de elétrons necessarios as estruturas
celulares que trabalham para o equilibrio dindmico das unidades morfofuncionais (SCHAFFER
et al.,2001; SCHAFFER et al., 2004; DE ABREU et al., 2011).

A transferéncia de elétrons (TE) ¢ um dos processos essenciais para a manutengdo da
sinergia dos eventos celulares e homeostase em ambientes redox a exemplo dos diversos
receptores quimicos, fotossintese, respiragdo celular, mecanismos de sinalizagdo celular,
apoptose dentre outros (KOVACIC, 2008; KOVACIC et al, 2010) que coordenam a
magquinaria fisiologica. Embora os parametros eletroquimicos ndo fornegam uma correlagao
perfeita com dados bioldgicos, pois o ambiente celular ¢ complexo, as técnicas eletroquimicas
desempenham importante papel para caracterizagdo da biofuncionalizagdo de tais processos
nesses sistemas naturais. Alguns fatores devem ser considerados com relacdo ao desempenho
de fungdes importantes nos aspectos mecanisticos da atividade biologica de compostos in vivo
tais como permeabilidade de membrana, difusdo, solubilidade, coeficiente de partigdo,
biodisponibilidade, metabolismo e interacdes enzimaticas. Em virtude das similaridades dos
processos bioldgicos e eletroquimicos no que concerne a transferéncia de elétrons, pode-se
considerar que os processos redox que ocorrem na interface eletrodo-solu¢do e no ambiente
fisiologico celular compartilham aspectos comuns. Portanto, tentar mimetizar as condigdes
bioldgicas e suas diferentes propriedades fisico-quimicas torna-se premissa para a melhor
compreensao dos processos redox e do mecanismo de agdo de um grupo ou classe de compostos
em estudo (DE ABREU et al., 2011).

Estudos eletroquimicos envolvendo compostos bioativos fornecem parametros
termodindmicos e cinéticos que podem ser correlacionados com a atividade bioldgica para
diversos compostos. Dessa maneira, informagdes termodinamicas como Epc (potencial de pico
catddico), Epa (potencial de pico anddico) dentre outros e dados de natureza cinética de reacdes
de transferéncia de elétrons heterogénea e reagdes quimicas acopladas como, por exemplo, a
constante aparente de reatividade com o oxigénio molecular fornecem informagdes sobre a
viabilidade dos processos de transferéncia de elétrons in vivo ou in vitro (DE ABREU et al.,

2011; PETRO et al., 2013).
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Nesse contexto da eletroquimica, as quinonas sdo uma classe de compostos muito
estudada pela pluralidade de processos vitais em que estdo envolvidas e sua distribuicao nos
varios taxons. Em termos de comportamento, podem atuar como compostos antioxidantes, pro-
oxidantes, benéficos ou toxicos, possuindo sob o aspecto farmacoldgico, variadas atividades
bioldgicas. Tais caracteristicas fazem a quimica das quinonas, intrigante e interdisciplinar, com
repercussoes em outras areas como biologia e medicina. Essa versatilidade estd relacionada a
alguns aspectos como o potencial de redugdo sensivel ao efeito dos substituintes, efeito do
solvente e do meio reacional e interagdes com macromoléculas como DNA, proteinas, enzimas,
citocinas, em varios compartimentos celulares. Assim, diante da importancia da ativagdo redox
em Quimica Medicinal ¢ da pluralidade inerente a esta classe de compostos, ligada
principalmente as suas propriedades redox, ha grande interesse em estuda-la (PAIVA et al.,
2015).

A revisdo bibliografica do presente trabalho trata das quinonas e suas caracteristicas
quimicas e bioldgicas com destaque para alguns membros dessa classe, ativos em céncer e
doenca de Chagas, considerada uma enfermidade negligenciada, e por fim, uma breve
correlacdo geral entre pardmetros eletroquimicos e doengas, ja que alteragdes na homeostase
celular promovidas por diversas patologias trazem consequéncias para a quimica redox das
células. O presente trabalho realizou a investigacdo de quinonas, agrupadas em oito classes,
utilizando  varias  técnicas:  eletroquimicas, fluorimétricas, espectrofotométricas,
computacionais, juntamente com alguns ensaios biologicos (Tabela 01).

Em termos eletroquimicos, fez-se o estudo ciclovoltamétrico em meio aproético
(DMF/TBAPFs ou DMF/TBAP), de processos de reducdo e oxidagdo, em auséncia e presenga
de oxigénio. Tais estudos foram realizados em meio aprotico tendo em vista a dificuldade de
solubilidade da maioria das quinonas e o uso de solventes organicos aproxima-se do ambiente
lipofilico celular. A dificuldade em se individualizar os processos redutivos em compostos que
apresentam dois grupos eletroativos passiveis de redugdo, como algumas nitroquinonas
estudadas neste trabalho, conduziu a necessidade de auxilio de estudos computacionais a fim
de propor um mecanismo para tais compostos. Os estudos em presenca de oxigénio, realizados
em solvente ndo aquoso, em virtude da estabilidade dos anions radicais gerados no processo de
reducdo dessa classe, como ja mencionado, se aproxima do ambiente de membrana celular, alvo
de peroxidacdo lipidica dessas espécies. Ainda considerando esse processo de peroxidacdo
lipidica, as quinonas da classe 8 (Tabela 01) foram selecionadas para estudos envolvendo o

modelo de lipoperoxidagdo e avaliagdo da capacidade antioxidante das mesmas.
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Quinonas podem ter como alvo bioldgico o DNA celular, além disso, a interagdo ligante-
DNA pode interferir na atividade de vérias proteinas, enzimas e nos proprios mecanismos
associados ao reparo dessa macromolécula e divisio da célula. Além das técnicas
eletroquimicas, estudos de UV-vis e fluorescéncia molecular foram dirigidas a algumas
quinonas a fim de avaliar o modo de ligacdo dos complexos formados com ctDNA. Ensaios
biolégicos frente a diversas linhagens cancerigenas (MTT)/ formas tripomastigotas de 7. cruzi
possibilitaram correlagdes uteis com os potencias de reducdo obtidos a partir dos estudos
eletroquimicos ja mencionados. Como produto de outros ensaios bioldgicos realizados frente a
bactérias gram-negativas, gram-positivas e o fungo Candida albicans selecionou-se a quinona
mais bioativa para estudos de formagdo de biofilme e avaliagdo do perfil de acdo: se
bacteriostatico ou bactericida. Por fim, algumas das quinonas ja publicadas foram otimizadas

na auséncia e presenca de DMF para estudos de QSAR.
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Tabela 01 Quinonas estudadas neste trabalho agrupadas por classe utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidico e
suas respectivas subclasses identificando o conjunto de experimentos correlacionados as mesmas. As diferentes cores relacionam-se aos diferentes experimentos
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DNA por Espectroscopia de Absorgdo (titulagdo no UV- Vis); 8: Peroxidagdo lipidica; 9: QSAR; 10: Calculos estruturais eletronicos e andlise de sitios de

captura de elétrons.
Fonte: Autora.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Quinonas

As quinonas representam uma classe de compostos de ocorréncia natural, ubiqua em
varios taxons e cujas propriedades fisico-quimicas continuam a despertar interesse
farmacologico, bioquimico e quimico (DA SILVA et al., 2016). No reino Plantae, estes
compostos sdo amplamente distribuidos em diversas familias de angiospermas como
Polygonaceaee, Rubiaceae, Leguminosae, Rhamnaceae dentre outras (LU et al., 2013)
participando de varios processos vitais como a fotossintese (plastoquinonas) (DA SILVA et al.,
2003; KISHIKAWA et al., 2014), eventos de fosforilagdo, sinalizagdo redox e protecdo contra
fitopatogenos (RAJENDRAN, 2016). Em animais estdo envolvidas em diversos processos
biolégicos importantes como, por exemplo, a coagulagdo sanguinea, crescimento 0sseo e
metabolismo (filoquinona e a menaquinona), respiragao celular (ubiquinonas) (DA SILVA et
al., 2003; KISHIKAWA et al., 2014; DA SILVA ef al., 2016) e mecanismos de defesa para
repelir predadores como ocorre, por exemplo, em aracnideos da ordem Opiliones (EISNER et

al., 2004) (Figura 01).

Figura 01 (A) Estruturas de 1,4-naftoquinonas de ocorréncia natural e que desempenham importante
papel em sistemas bioldgicos. (B) Benzoquinonas de ocorréncia natural, importantes no processo de

defesa na ordem Opiliones, como exemplo Acanthopachylus aculeatus (Gonyleptidae).
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Fonte: Autora (adaptado de NELSON et al., 2013; EISNER et al., 2004).

As ubiquinonas (co-enzimas Q), encontradas nas células de todos os organismos

aerobios sdo capazes de mediar importantes reagcdes redox no reticulo endoplasmatico,
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mitocondrias, complexo de Golgi, cloroplastos e na membrana plasmatica de algumas bactérias
(MADEO et al., 2013), sendo cruciais na produg¢ao de energia, durante o metabolismo oxidativo
¢ a fotossintese (BARREIROS et al., 2006; MADEO et al., 2013).

Dependendo do sistema em particular, as quinonas podem agir como anti-oxidantes e
proteger as células contra Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), ou agir como agentes
citotoxicos, gerando tais espécies reativas, as quais sdo importantes nos processos envolvendo
certas doencas como cancer, doengas degenerativas dentre outras. A geracdo de EROs e seus
efeitos citotoxicos estdo associados ndo apenas a doengas como ao estado redox da célula/
tecido e ao ambiente eletroquimico celular (PAIVA et al., 2015). Esse comportamento dual
(antioxidante/ pré-oxidante) torna o anel quinonoidico uma estrutura peculiar e privilegiada em
Quimica Medicinal (DA SILVA et al., 2012).

As quinonas podem ser excelentes oxidantes e agentes eletrofilicos, propriedades
quimicas importantes em ambientes bioldgicos, as quais modulam sua toxicologia e lhes
“permitem participar, respectivamente, de reacdes do ciclo redox e reacdes de Michael”
(SOUSA et al., 2016). A maioria das semiquinonas esta sob a forma de &nion radical em pH
fisiologico, (uma vez que ndo sdo suficientemente basicas para serem protonadas) (DE ABREU
et al., 2011), a qual ¢ um oxidante muito mais fraco do que a quinona original porém, mais
danosa as células em virtude de sua habilidade para gerar peroxido de hidrogénio
cataliticamente em ambiente bioldgico via ciclo redox (DE ABREU et al., 2011; SOUSA et al.,
2016). A presenca de substituintes aceptores de elétrons aumenta o poder oxidante dessas
substancias, enquanto que a presenca de substituintes doadores, promove o efeito oposto
(SOUSA et al.,2016). Assim, em relagdo as hidroquinonas formadas nestas rea¢des de reducao,
a ordem de facilidade de oxidagdo dependera das caracteristicas dos substituintes,
especialmente se forem ligados ao centro eletroativo por conjugagdo (HILLARD ef al., 2008;
DE ABREU et al., 2011).

Quinonas se destacam sob o ponto de vista médico-toxicologico participando de reacdes
redox ligando-se a sitios especificos de proteinas integrais de membrana como o citocromo bef
(KURISU et al., 2003; MADEO et al., 2013) e a succinato desidrogenase (YANKOVSKAYA
et al., 2003; MADEO et al., 2013) as quais compdem centros reacioais em bactérias. Estudar
processos em tais sistemas bioldgicos sdo cruciais para a compreensdo do papel da
eletroquimica de quinonas proporcionado uma visdo diferenciada de como as proteinas
evoluiram para adequar a energia das reacdes de transferéncia de elétrons as necessidades dos

diversos tipos celulares (MADEO et al,, 2013).
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As quinonas desempenham um papel importante na medicina, relacionadas
especialmente ao processo de estresse oxidativo em sistemas bioldgicos sendo capazes de
restabelecer a transferéncia de elétrons em condicoes fisiologicas deficitarias decorrentes de
certas patologias (MADEO et al.,, 2013), o que remete a essa classe um papel protetor. Por
exemplo, na sindrome de Hughes, o tratamento com a co-enzima Q tem se mostrado eficiente
quanto a alteragdo na dindmica mitocondrial, resultando em reduc@o do estresse oxidativo,
inibigdo da oxida¢do de LDL, reducdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias e maior
controle da aterosclerose (PEREZ-SANCHEZ et al., 2012; MADEO et al, 2013). Outra
quinona de destaque no campo da medicina ¢ a flavoproteina NAD(P)H: quinona
oxidorredutase 1 (NQOI1) cujos produtos das suas reagles cataliticas geram antioxidantes
endogenos importantes para a detoxificagdo do ambiente celular (ROSS et al., 2000; MADEO
et al., 2013) podendo proteger contra a a¢do de outras quinonas exdgenas ou, a depender da
quinona de partida, tais reagcdes podem colaborar para gerar certos intermedidrios,os quais
reagem com oxigénio gerando EROs. Algumas drogas anti-tumorais como a mitomicina C sdo
eficientemente bioativada pela NQO1 (MADEO et al, 2013).

Quanto a reduc@o do grupo quinona, a redug@o de um elétron ¢ catalisada por redutases
como a NADPH-citocromo P450 redutase mediada pela flavina dinucleotideo (FAD), NADPH
ubiquinona oxidoredutase ou citocromo b5 redutase, levando a formagdo de semiquinonas
instaveis, as quais transferem elétrons para o oxigénio molecular restaurando a quinona de
origem (FERREIRA, 2013). Esse processo gera anion radical superdxido (O2°), o qual sofre
dismutagdo, via enzima superdxido dismutase (SOD) em peroxido de hidrogénio (H20-). Ainda
o anion radical superoxido (O2°), por catdlise com metais de transi¢do (reagdo de Fenton), ou
por reagdo com H>O» (reagdo de Haber-Weiss), gera HO® no interior da célula. A fim de
restaurar a homeostase, a célula possui o sistema enzimatico antioxidante baseado em glutationa
(GSH), uma vez que tais espécies reativas podem reagir com os endobioticos celulares,
promovendo danos severos e posterior apoptose. A reducdo envolvendo dois elétrons,
catalisada pela NAD(P)H: quinona oxidoredutase (DT-diaforase), produz hidroquinonas,
relativamente mais estaveis, porém, susceptiveis a auto-oxidagao, levando a formacdo de novas
semiquinonas (Figura 02) (REICHSTEIN et al., 2012; FERREIRA, 2013; DA SILVA et al.,
2016).
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Figura 02 Representagdo esquematica do metabolismo de quinonas.
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Fonte: Autora (adaptado de PAIVA et al., 2015).

2.2 Doencas tropicais negligenciadas

O termo doengas tropicais negligenciadas (DTNs) faz parte de uma classificagdo
baseada no desenvolvimento econdmico, sociocultural e politico dos paises (MOREL, 2006) e
estdo associadas ao baixo poder aquisitivo das populagdes acometidas, as opcdes inadequadas
de tratamento e as condicdes precarias de vida (MORAN et al., 2009). Englobam um conjunto
de doengas que se proliferam principalmente, mas ndo exclusivamente, em condic¢des climaticas
tropicais (CAMARGO, 2008), em virtude da biologia dos vetores (REY, 2008) sendo causada
por diferentes agentes etiologicos: helmintos (ascaridiase, dracunculiase, ancilostomiase,
filariose linfatica, oncocercose, esquistossomose, tricuriase, cisticercose/ teniase, equinococose
treponematoses endémicas); virus (Chikungunya/ dengue e raiva); protozoarios (doenca de
Chagas, doenca do sono e leishmaniose) e bactérias (lcera de Buruli, hanseniase, tracoma)
(HOFSTRAAT et al., 2016).

As pessoas afetadas por alguma DTN estdo sujeitas a discriminag@o e estigmatizagdo

social em virtude de desfiguragdes ou deficiéncias fisicas associadas (HOFSTRAAT et al.,
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2016), promovendo reducdo da qualidade de vida, exclusdo social, empobrecimento da saude
mental, reducdo de oportunidade de empregos e acesso a educagdo dentre outros (LITT et al.,
2012).

Embora um conjunto complexo e diverso de doencgas necessite de diferentes estratégias
de controle e erradicacdo (MOLYNEUX, 2013), as opcdes terapéuticas disponiveis ainda sdo
limitadas, apresentam baixa eficacia e elevada toxicidade. Soma-se a esta problemadtica, os
baixos investimentos em programas de pesquisa e desenvolvimento especialmente para o
desenvolvimento de farmacos (DIAS et al., 2013).

O Brasil € o sexto pais que mais investe em pesquisas envolvendo DTNs e um dos
produtos de tal esfor¢o é o avango relacionado a primeira vacina contra esquistossomose que
vem sendo desenvolvida em plataforma brasileira liderada pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(TENDLER et al., 2015) e os dados de ensaios clinicos conferiram resultados promissores para

os ensaios de fase 2 (SANTINI-OLIVEIRA et al., 2016).

2.2.1 Doenga de Chagas

E uma antropozoonose endémica causada pelo protozoario flagelado intracelular
obrigatorio Trypanosoma cruzi (Trypanosomatidae) (Figura 03A) (NEVES et al., 2011), cujas
estimativas apontam 2-3 milhdes de pessoas infectadas no Brasil com cerca de 6000 mortes
anualmente (MARTINS-MELO et al., 2014).

O protozoario apresenta um complexo ciclo de vida cujo sucesso de instalacdo da
parasitemia esta relacionado a transmissao e colonizagdo de ambientes extremamente diferentes
(TYLER et al., 2001). Diversos mamiferos podem atuar como hospedeiros vertebrados e os
hospedeiros invertebrados sdo os triatomineos hematofagos, pertencente a familia Reduviidae
(NEVES et al., 2011).

As principais formas de infec¢do da doenga se da por transmissdo vetorial, em que ha a
participagdo do hematdfago Triatoma infestans, popularmente conhecido como barbeiro,
procotd, chupdo, dentre outros (Figura 03B), ingestdo de alimentos contaminados com as
formas infectantes do parasito, transmissdo congénita, transfusdo sanguinea, acidentes
laboratoriais e transplante em que os doadores eram portadores dessa parasitemia (RASSI

JUNIOR et al., 2009).
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Figura 03 (A) Trypanosoma cruzi e (B) barbeiro, vetor da doenca de Chagas.

Fonte: Extraido de: (A) KENEDDY, 2004 e B)

http://www.fiocruz.br/ioc/media/Atlas_triatominio_jurberg.pdf.

Os primeiros compostos utilizados como agentes quimioterapicos para a doenca de
Chagas foram atoxyl, corante fucsina, cloreto de mercurio e tartaro emético (COURA et al.,
2002), que correspondem a primeira fase da quimioterapia desta doenga. A segunda fase (entre
1936 a 1960) foi marcada pela utilizagdo de diversas substancias quimicas como derivados de
quinoleina, iodeto de sodio, violeta de genciana, anti-histaminicos, sulfonamidas, sais de ouro,
bismuto, cobre e estanho, diversos antibidticos dentre outros compostos (DIAS et al., 2009) e
somente partir da década de 1970 surgiram os farmacos Nifurtimox e Benzonidazol para tratamento
da doenga (Figura 04). O primeiro ¢ um nitrofurano desenvolvido pela Bayer em 1967 e comercializado
como Lampit®, sendo produzido pela Bayer HealthCare, em El Salvador. O Benzonidazol é um
nitroimidazol desenvolvido pela Roche em 1972 e comercializado com o nome de Rochagan® ou
Radanil® e produzido no Brasil pela LAFEPE. Ambos os farmacos compartilham algumas
caracteristicas em comum: certa tolerancia em criangas, maior efetividade durante a fase aguda da
doenga, alta toxicidade em adultos e susceptibilidade diferenciada das DTUs (nomenclatura utilizada
para agrupar os diferentes subgrupos relevantes da populagao de 7. cruzi) (BERMUDEZ et al., 2016).

Um candidato promissor redescoberto ¢ o fexinidazol, um nitroimidazol que vem sendo
testado em estudos clinicos de fase Il como monoterapia para pacientes portadores ndo apenas
de doenca de Chagas (BAHIA et al., 2104; DNDi, 2016; PACAU et al., 2014) mas também

doenca do sono ¢ a leishmaniose visceral (DNDi, 2016).
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Figura 04 Estruturas do Benzonidazol (A), farmaco de primeira linha para o tratamento da doenga

de Chagas; Nifurtimox (B) e fexinidazol (C).
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Fonte: Autora (adaptado de BERMUDEZ et al., 2016; PACAU et al., 2016).

2.2.1.1 Quinonas anti-chagasicas

As quinonas sdo consideradas estruturas privilegiadas em Quimica Medicinal em
virtude das suas propriedades estruturais e atividades biofarmacologicas de grande relevancia
¢ interesse (PINTO et al., 2009; DA SILVA et al., 2012; DA SILVA et al., 2016), sendo
amplamente estudada em virtude da sua plasticidade de atividades bioldgicas: antibacteriana,
antineoplésica, anti-inflamatoria, antioxidante, antifingica, laxante, mutagénica, antimalaria,
antileishmania, moluscicida, antiviral e tripanocida (HILLARD et al., 2008; PINTO et al,
2009; DE ABREU et al., 2011; DA SILVA et al., 2012; FERREIRA, 2013; JARDIM et al.,
2016; DA SILVA et al., 2015).

Segundo Docampo (1984), os estudos precursores na identificagdo enzimatica da
formacdo de EROs em eucariotos unicelulares foi com a quinona B-lapachona em formas
epimastigotas de 7. cruzi, em que a quinona promoveu peroxidacdo lipidica da membrana,
severas alteracdes celulares ultraestruturais (principalmente danos ao nucleo, mitocondria,
formagao de bolhas na membrana, condensa¢ao da cromatina) e metabdlicas além de lise celular
quando o parasito foi exposto por tempo prolongado. Ainda segundo o autor, a menadiona
também foi ativa frente ao parasito segundo estudos realizados por Lopetegui e colaboradores
(1961) (Figura 05). Em 1988, Henderson e colaboradores testaram uma série de compostos
dentre eles trés naftoquinonas (Figura 05). Apesar de os resultados com as séries de compostos
elencadas serem insuficientes para propor um esqueleto base para futuras estratégias sintéticas,
0s mesmos sugerem que o mecanismo de agdo dos compostos ¢ baseado na reducdo pela
tripanotiona redutase do parasito.

Fournet e colaboradores (1992) estudaram trés quinonas, frente a cinco cepas de T.
cruzi. Em todas as cepas, a plumbagina foi mais ativa (ICso = 5 ug/mL) que as a 3,3'-

biplumbagina (ICso= 100 pg/mL) e 8,8-biplumbagina (ICso = 25 pg/mL) e De Arias e
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colaboradores (1994) observaram que a plumbagina promove lise nas células do parasita. Em
2000, Salmon-Chemin e colaboradores fizeram uma triagem de 1360 compostos, dentre eles
quinonas, propondo uma biblioteca subdividida em séries de substancias inibidoras da
tripanotiona redutase. No mesmo ano, de acordo com outra publica¢do do grupo foi possivel
propor quinonas mais ativas derivadas da menadiona e plumbagina, consideradas quinonas
lideres, e que atuam como substrato para a mesma enzima. Bolognesi e colaboradores (2008)
também propuseram uma biblioteca de derivados da 2-fenoxi-1,4-naftoquinona e 2-fenoxi-1,

4-antraquinona (Figura 06).

Figura 05 Menadiona (A) e outras naftoquinonas estudadas por Henderson e colaboradores em que
apenas o terceiro composto (esquerda para direita) mostrou-se mais ativo que os demais e identificado

como “substratos subversivos” (como nomeia o autor) da TR (Tripanotiona redutase) (B).
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Fonte: Autora (adaptado de HENDERSON et al., 1988).

Figura 06 Naftoquinonas (plumbagina, 3,3'-biplumbagina e 8,8-biplumbagina) estudadas por Fournet e
colaboradores (1992), frente a formas epimastigotas de 7. cruzi (A). Estruturas das quinonas mais ativas

propostas por Salmon- Chemin e colaboradores (2000) (B) e Bolognesi e colaboradores (2008) (C).
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O efeito do lapachol, B-lapachona e seus derivados em 7. cruzi foi posteriormente
investigado pelos grupos dos pesquisadores Stoppani, Cruz e Docampo. A adicdo de B-
lapachona as formas epimastigotas de 7. cruzi, mitocondrias e fragdes microssomais, com
NADH ou NADPH como substratos, conduziu a liberacao de anion radical superdxido e H>O:
(PINTO et al., 2009). Tais espécies reativas, segundo os autores, levam a formagao de radical
hidroxila e oxigénio singleto, espécies que desencadeiam reagdo em cadeia conduzindo a
inativagdo enzimatica e peroxidagdo lipidica severa (CRUZ et al., 1978). Andlise ultra-
estrutural de amastigotas e tripomastigotas submetidos a ensaios com B-lapachona revelou
inchago mitocondrial, alteracdes do nticleo, cromatina e membrana plasmatica,. Além do DNA,
o RNA e, em menor grau, a sintese de proteinas (BOVERIS et al., 1978; CRUZ et al., 1978;
PINTO et al., 2009). O analogo sintético alil-B-lapachona estudado por Pinto e colaboradores
(1987) manteve-se eficiente na supressdo tripomastigota, e ¢ considerado um potencial agente
quimioprofilaxico para uso em bancos de sangue (PINTO ez al., 2009). Apesar de nao ser
possivel correlacionar estrutura e atividade bioldgica, o estudo desses autores inferiram que 1,4-
naftoquinonas sdo menos ativas que 1,2-naftoquinonas (PINTO et al., 1987). Estudos
posteriores com este derivado in vitro demonstraram iibicdo da proliferagdo das formas
epimastigotas, aumento da taxa respiratoria e producao de H>O», alteragdes severas no sistema
de mebranas da célula, peroxidagdo lipidica, alteragdes mitocondriais e na estrutura da
cromatina (GONCALVES et al., 1980; PINTO etal., 2009).

Em uma série de orfo-naftoquinonas investigada por Stoppani e colaboradores, o
compostos CG9-442 provou ser o mais ativo na indugdo de danos oxidativos em
tripanossomatideos. Tais compostos inibiram as enzimas NADPH dependentes, promoveram a
formag@o de anion radical superoxido e estimularam a oxidagdo de NADPH microssomal
(DUBIN et al., 1990; PINTO et al., 2009) (Figura 07).

Em virtude do acesso facilitado as espécies nativas ricas em quinonas € o conhecimento
de rotas sinteticas de algumas orto-naftoquinonas desenvolvidas pelo grupo do Dr. Gilbert na
década de 1970, tais quinonas passaram a ser mais exploradas nos estudos relacionados a T.
cruzi (DE MOURA et al.,2001; DA SILVA et al.,2003; PINTO et al., 2009).Outro pesquisador
que merece destaque no estudo desse grupo de compostos ¢ o Dr. Pinto (NPPN-UFRJ). Em um
dos seus estudos, o0 mesmo observou uma tendéncia de aumento da atividade tripanocida
(formas tripomastigotas) quando um grupo imidazoélico ou oxazolico € associado a um
esqueleto naftopiranico. E possivel que caracteristicas estruturais relacionadas ao aumento no

carater lipofilico (presenca de um grupo metoxila, uma cadeia lateral alifatica ou uma porgao
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furano) permitam uma melhor penetracdo do composto através da membrana plasmatica do
parasita. Alguns desses compostos também foram ativos frente as formas epimastigotas e
amastigotas com baixa toxicidade as celulas do hospedeiro (PINTO et al., 2009; SALAS et al.,
2011) (Figura 07). Em tripomastigotas, os compostos causaram uma série de eventos como
fragmentacdo do DNA, alteracdo no cinetoplasto e mitocondria além de formagao de bolhas na
membrana e, nas formas epimastigotas, houve danos a organelas (mitocondria, complexo de
Golgi e reservossomos), inibi¢do da enzima succinato citocromo ¢ redutase e bloqueio do ciclo
celular. E importante notar que varios agentes tripanocidas, tais como benzonidazol, contem
por¢des imidazodlicas em sua estrutura, consistente com a idéia de que a atividade tripanocida é
associada com o esqueleto imidazolico (MENNA-BARRETO et al., 2005; DE MOURA et al.,
2004; PINTO et al., 2009; SALAS et al., 2011).

Figura 07 Orto-naftoquinona CG9-442 estudada por Stoppani e colaboradores e naftoimidazodis
derivados da B-lapachona, com seus respectivos valores de EDso (M), sintetizados por Pinto e

colaboradores.
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Fonte: Autora (adaptado de DUBIN et al., 1990; DE MOUTA et al., 2001; PINTO et al., 2009; SALAS
etal., 2011).

O grupo de Goulart destaca-se a varios anos pelos estudos eletroquimicos e suas
correlacdes com atividade biologica de quinonas dentre outros compostos (DA SILVA et al.,
2003). Em 1997, Goulart ¢ colaboradores correlacionaram a atividade frente a 7. cruzi e o
potencial de reducdo de 21 naftoquinonas (Figura 08), utilizando DMF/TBAP, sistema de trés
eletrodos sendo o de mercurio (eletrodo de trabalho), eletrodo de referéncia Ag/AgCl/CI (0,1
M) e eletrodo auxiliar de platina, destacando-se a maior atividade das orfo-quinonas em relagdo
aos isdmeros para. Todas as quinonas com valores de potencial de primeira onda de reducdo
acima de -0,72 V vs. (compostos 12-19 ¢ 21 Figura 08) foram ativas no presente estudo. Porém

trés quinonas (4, 5 e 21, figura 08) apesar da maior dificuldade de redugdo (Epcl< -0,72 V)
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apresentaram significante atividade tripanocida. Essas excecdes podem estar relacionadas a
outros fatores que devem ser considerados na atividade bioldgica, como difusdo, solubilidade,
metabolismo e permeabilidade de membrana (GOULART et al., 1997). O grupo continua seus
estudos enfatizando os métodos eletroquimicos no planejamento, pesquisa € compreensdo dos
mecanismos de acdo biofarmacoldgica especialmente relacionadas as quinonas e derivados

analogos (DE ABREU et al., 2002; HILLARD et al., 2008; DE ABREU et al., 2011).

Figura 08 Quinonas estudadas por Goulart e colaboradores (1997) com atividade frente a 7. cruzi,

formas tripomastigotas.
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Fonte: Autora (adaptado de GOULART et al., 1997).

Em 2010, em parceria com os grupos de sintese de Dr. Antonio Pinto e Dr. Vitor Ferreira
e de eletroquimica de Dr. Juan Squella, Goulart e colaboradores publicaram comportamento
eletroquimico da nor-B-lapachona ¢ um derivado (com atividade superior- frente a formas
tripomastigotas de 7. cruzi- e m relagdo ao farmaco de referéncia) utilizando eletrodo gotejante
de mercurio (Figura 09A). Ainda no mesmo ano, séries de quinonas promissoras sintetizadas
(antraquinonas imidazolicas, derivados da nor-B-lapachona e derivados 1,2,3-triazélicos da PB-
lapachona) e testadas frente a formas tripomastigotas de 7. cruzi, sendo os compostos abaixo
importantes prototipos no desenvolvimento de novas drogas candidatas com eficacia contra este

parasito (DA SILVA JUNIOR et al., 2010).
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Figura 09 (A) Nor-B-lapachona e seu derivado com valor de ICs0/24 h (uM) 86.3 + 4.6 frente a formas
tripomastigotas de 7. cruzi (ICs0/24 h (uM) 103.6 + 0.6. para benzinidazol). (B) Quinonas mais ativas

sintetizadas por da Silva Junior e colaboradores (2010).
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Fonte: Autora (adaptado DE SOUZA et al., 2010 e DA SILVA JUNIOR et al., 2010).

Uma série de isoxazolilnaftoquinonas sintéticas foi ativa em ensaios in vitro € in vivo.
O composto mais ativo reduziu a parasitemia em camundongos, € em epimastigotas, inibiu a
replicacdo de DNA e promoveu danos a membrana e mitocondria do parasita, indicando o
envolvimento de EROs em sua atividade. Mais recentemente, o efeito in vitro do tripanocida 4-
(3,5- dimetilisoxazol- 4- ilamino) naftaleno-1,2-diona (Figura 10) foi relatado, mas o composto
também foi toxico para as células de murino L-6 (SPERANDEQO et al., 2003; SPERANDEO et
al., 2004).

Figura 10 Isoxazolilnaftoquinonas sintéticas, sendo (E)-4-(3,5-dimetilisoxazol-4-ilimino)-2-
hidroxinaftaleno-1-(4H)-ona, a mais ativa (a esquerda) e 4-(3,5-dimetilisoxazol-4-ilamino) naftaleno-

1,2-diona, bioativa, porém toxica (a direita).
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Fonte: Autora (adaptado de TARLOVSKY et al., 1990; SPERANDEO et al., 2003; SPERANDEO et al., 2004).

Uma série de derivados de 2,3-di-hidrobenzo [b] furano-4,7-diona foi preparada e
testada frente a formas epimastigotes. Duas furoquinolinadionas foram eficientes inibidores da
proliferagdo do parasita, indicando que a presenca de uma piridina em vez de um anel benzeno
aumenta a atividade tripanocida (Figura 11A). A analise das propriedades estercoeletronicas

usando o método DFT mostrou que tal atividade est4 relacionada a densidade eletronica em
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torno desse sistema (GOULART et al., 2003). Da Silva Junior e colaboradores prepararam
varios derivados a partir do nor-lapachol. A quinona mais ativa apresentou um grupo fenila
ligado ao anel triazolico, o qual, devido ao seu caracter lipofilico mais elevado quando
comparado com outros triazdis, permite uma melhor penetracdo através da membrana
plasmatica do parasita. Da reacdo do nor-lapachol com arilaminas, 10 orto-
naftofuranoquinonas substituidas e uma para-naftofuranoquinona ndo substituida foram
sintetizadas e testadas. Deste grupo, dois compostos se mostraram promissores com atividade
tripanocida mais elevada do que o benzonidazol, o medicamento padrdo. Tais moléculas
hibridas, obtidas a partir de quinonas e triazois foi um dos pontos de partida para outros
trabalhos de da Silva Junior e colaboradores (Figura 11B) (DA SILVA JUNIOR et al.,
2008a/b). As trés novas quinonas (Figura 11B) se mostraram ativas frente as formas
tripomastigota, amastigotas e epimastigotas intracelulares, e apresentaram baixa toxicidade
para células de mamiferos. A analise ultra-estrutural de epimastigotas e tripomastigotas tratados
com tais compostos indicaram um potente efeito sobre a mitocondria, as quais sofreram
significante inchado e exibiram problemas na matriz. Estes compostos também diminuiram
especificamente as atividades dos complexos mitocondriais I e III em epimastigotas e
tripomastigotas, promoveram a formagao de peroxido de hidrogénio e a redugao no consumo
de oxigénio. Estes resultados indicam que a agdo tripanocida das furanonaftoquinonas esta
associada ao aumento da produgdo de EROs, a disfuncdo mitocondrial e morte do parasita

(MENNA-BARRETO et al., 2009).

Figura 11 Derivados de 2,3-di-hidrobenzo [b] furano- 4,7- diona mais ativos (A) e derivados mais ativos

obtidos por da Silva Junior e colaboradores (2008) (B).
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ICs= 57.8 uM
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Fonte: Autora (adaptado de DA SILVA JUNIOR et al., 2008).
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Em 2009, a partir de um estudo de docking e dindmica molecular proposto por De
Molfetta e colaboradores sobre 25 quinonas testadas frente ao parasito, permitiu sugerir que as
propriedades eletronicas e estruturais sdo fatores importantes na interacao entre as quinonas que
apresentam atividade tripanocida e o receptor bioldgico, onde as propriedades eletronicas estdo
relacionadas a intensidade de associacdo molecular por interacdes eletrostaticas e as
propriedades estruturais estdo relacionadas ao posicionamento da molécula durante a interagdo
com o receptor biologico. Além disso, todas as quinonas estudadas se localizaram numa regiao

hidrofébica chamada de sitio Z da tripanotiona redutase (Figura 12).

Figura 12 Conjunto das diferentes quinonas utilizadas nos estudos computacionais de de Mofeta e

colaboradores (2009).
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Fonte: Autora (adaptado de DE MOFETA et al., 2009).

O lapachol é uma importante naftoquinona natural com atividade reconhecida frente a
T. cruzi e o grupo de pesquisa dos Prof.s Antdnio Ventura Pinto, Vitor Ferreira e mais
recentemente, Eufranio Nunes Junior concentrou esforgos na sintese e¢ avaliagdo da atividade
tripanocida de lapachonas substituidas com anel 1,2,3- triazolico na estrutura. Na literatura, o
espectro de atividades dos triazdis e seus derivados elevou tais compostos a categoria de
estruturas privilegiadas em termos farmacologicos. As estratégias sintéticas envolvem os anéis
A e C e modicagdes no centro redox de lapachonas. Por exemplo, naftoimidazois foram

preparados através de estratégias que visam modificagdes no centro redox da nor-f-lapachona.
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Entre os derivados testados, dois compostos foram ativos contra formas tripomastigotas. 3-
arilamino nor-f-lapachonas representam um importante exemplo de lapachonas com estratégia
de modificagdo no anel C. Os compostos foram eficazes contra forma tripomastigota, com a
nor-B-lapachona arilamina dibromo-substituida, sendo cerca de quatro vezes mais ativa que
benzonidazol (BZN), a droga padrdo. Nor-B-lapachona com o anel triazolico (duas vezes mais
ativa do que BNZ) também foi eficaz contra as formas em proliferagdo do parasito (Figura 13).
Algumas das quinonas avaliadas no processo de doutorado com atividade tripanocida em
colaboragdo com o Prof. Eufranio contribuiram para mais uma publicagdo com o grupo em
2013 (DIOGO et al., 2013). Desse conjunto, 12 foram avaliadas eletroquimicamente (Figura
14) com destaque para a quinona mista (ICso= 8,2+ 0,7 pM), estudada no presente trabalho, por
ser cerca de 15 vezes mais ativa que o benzonidazol, podendo sua atividade estar relacionada
aos dois centros quinonoidicos (orto e para) capazes de gerar uma concentracdo maior de

espécies reativas de oxigénio.

Figura 13 Principais quinonas e derivados quinonicos bioativos obtidos pelo grupo do Prof. Eufranio
Nunes Jr. a partir da nor-p-lapachona, seja por modificagdes no anel C (A) seja por modificagdes no

centro redox (B).
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Fonte: Autora (adaptado de DA SILVA JUNIOR et al., 2009).
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Figura 14 Quinonas avaliadas por Diogo e colaboradores (2013). Embora todas tenham sido avaliadas
eletroquimicamente, apenas algumas serdo abordados no item resultados e discussdo do presente

trabalho.
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Fonte: Autora (adaptado de DIOGO et al., 2013).

Apesar de T. cruzi exibir um conjunto de alvos moleculares importantes, muitos dos
artigos envolvendo quinonas focam na tripanotiona redutase ou analisam a atividade das
quinonas sintetizadas ou extraidas de plantas sem investigar um alvo em particular. Porém
alguns trabalhos mais recentes, em virtude das propriedades bioldgicas das naftoquinonas,
agregam a informacdo de que € possivel que esta classe de compostos com perfil tripanocida
atue segundo um mecanismo de multiplos alvos, ndo sendo surpreendente uma vez que as
quinonas conferem as plantas e a varios animais, defesas quimicas com mecanismos de a¢io
multifuncionais (WAR et al., 2012). Além da dificuldade de digestibilidade, evitando a
herbivoria, o mecanismo de acdo das quinonas em plantas estd relacionada também a
citotoxicidade frente aos agentes agressores. Pieretti e colaboradores (2013) sintetizaram um
grupo de naftoquinonas, promissores frente a multiplos alvos (Figura 15). Esse grupo
identificou dois alvos importantes: glicerol quinase (TbGK), enzima envolvida na primeira
etapa (conversdo do glicerol em glicerol-3-fosfato) na via do metabolismo do glicerol e

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (TbGAPDH), enzima chave envolvida no processo de
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glicolise em 7. brucei, alvo para drogas com atividade tripanocida (GUALDRON- LOPEZ et
al., 2013).

Figura 15 Quinonas com atividade tripanocida frente a Trypanosoma brucei rhodesiense, sendo o

TbGAPDH e TbGK alvos potenciais do primeiro composto (ICso= 0,08 pM) capaz de inibir ambas as

enzimas.
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2- fenoxi- 1, 4- naftoquinona

Fonte: Autora (adaptado de PIERETTI ez al., 2013).

A estratégia de desenvolvimento de farmacos multialvos se torna uma alternativa
interessante e promissora especialmente frente as terapias de administracdo de multiplos
farmacos (CAVALLI et al., 2009a/b; NJOGU et al., 2013; PRATI et al., 2014). Os beneficios
desses farmacos t€m sido progressivamente reconhecidos e apreciados, principalmente no que
se refere ao tratamento de doengas negligenciadas e essa estratégia tem sido apontada como
alternativa aos poucos investimentos farmacéuticos delegados a tais doencas. Utilizando-se
dessa estratégia e relacionando algumas similaridades entre parasitismo e cancer, Prati e
colaboradores (2015) sintetizaram um conjunto de compostos derivados da 2-fenoxi-1,4-
naftoquinona, as quais foram testadas frente a células cancerosas HT-29 e IGROV-I1 e
Trypanosoma brucei rhodesiense, sendo que algumas dessas quinonas apresentaram um
mecanismo de acdo dupla, inibindo tanto o metabolismo da glicolise, pela inibi¢do da enzima
TbGAPDH quanto a respiragdo mitocondrial, pela inibi¢do do complexo I (Figura 16). A
estratégia de farmacos de multiplo alvos, em contraposicdo a perspectiva mendeliana (um
farmaco- um alvo- uma doenca), ¢ relativamente recente e novos avancos na biologia de
sistemas (representando novas perspectivas para o entendimento de mecanismos e vias do
metabolismo ainda ndo muito bem compreendidas) ¢ crucial para o desenvolvimento racional

desses farmacos (PROKOP et al., 2012).
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Figura 16 Compostos derivados da 2-fenoxi-1,4-naftoquinona com atividade bioldgica frente a células

cancerosas (linhagens HT-29 e IGROV-1) e Trypanosoma brucei rhodesiense.
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Fonte: Autora (adaptado de PRATI et al., 2015).

2.3 Cancer

E um conjunto de doengas que apresentam em comum o crescimento celular
descontrolado em virtude do desvio dos mecanismos de controle que coordenam a proliferacao,
a diferenciacdo e morte das células (INCA, 2016). As causas de cancer sdo variadas, podendo
ser externas ou internas ao organismo, porém, todos os tipos de cancer sdo proliferacdes clonais
que surgem devido a mutagdes as quais conferem vantagens seletivas de crescimento e de
colonizag¢do de outros tecidos em relacdo as celulas sadias em mitose (LUN et al., 2015), sendo
muitas vezes definida como um potencial de crescimento celular ndo controlado.

Segundo Brasileiro Filho e colaboradores (2012), uma proliferacdo celular autonoma
anormal e descontrolada em que as células possuem alta capacidade de reprodugdo ou perda da
capacidade de diferenciagdo, define neoplasia, podendo ser classificada como benigna ou
maligna. Esta apresenta células com alta invasividade dos tecidos adjacentes promovendo
perturbagdes homeostaticas, ja a forma benigna apresenta células agregadas que crescem de

maneira localizada (ALBERTS et al., 2009; INCA, 2016).
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O céncer ¢ um processo microevolutivo necessitando de uma unica célula maligna como
principio para seu desenvolvimento sendo esta capaz de reprogramar seu metabolismo e de se
comunicar com a microbiota local a fim de escapar da resposta imune do organismo, criando
um habitat propicio ao seu estabelecimento e multiplicacdo (HICKEY et al., 2007; SPANOA
etal.,2012).

Um organismo multicelular funciona como um ecossistema em que as unidades
morfofuncionais se coordenam em regime de cooperagdo para manutencdo da homeostasia do
mesmo (ALBERTS et al., 2009). Células normais sao reguladas por sinais a fim de manter a
dindmica de crescimento e multiplicagdo adequada de suas populagdes. Quando alteragdes
desequilibram a homeostasia, tal populagdo de células e sua descendéncia tornam-se
autoindependentes, reproduzem-se sem limites e colonizam outros tecidos originando um

processo neopléasico (ALBERTS et al., 2009; RODRIGUEZ- BRENES et al., 2013).

2.3.1 Quinonas com atividade anti-cancer

Dentre as quinonas com atividade farmacologica reconhecida frente a células
cancerigenas, pode-se citar a mitomicina C e as antraciclinas. Estas sdo antibidticos
provenientes de culturas de Streptomyces, sendo a daunorubicina e a adriamicina, isoladas
respectivamente de S. peucenticuse e S. coeruleorubidus, os representantes mais conhecidos. A
daunorubicina ¢ um agente antitumoral de primeira linha, utilizado no tratamento de leucemia
mieloide, dentre outros tipos de cancer, mas a cardiotoxicidade caracterizada pela morte dos
cardiomicetos e injurias irreversiveis limitam seu uso (SILVA et al., 2003; GROARKE et al.,
2015). Estudos sobre seu modo de atuagdo indicam que daunorubicina e a doxorubicina
promovem inibi¢do da sintese de DNA pela formacgao de um complexo com as bases purinicas
e pirimidinicas além de induzirem apoptose via EROs em fun¢do da porcao quindnica em sua

estrutura (SILVA et al., 2003; MINOTTI et al., 2004) (Figura 17).
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Figura 17 Estrutura da mitomicina, porfiromicina, doxorrubicina ¢ daunorubicina (quinonas com

atividade antitumoral).
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Fonte: Autora (adaptado de SILVA et al., 2003; GROARKE et al., 2015).

Na literatura, ¢ possivel encontrar a ativacdao redutiva da mitomicina C ressaltando a
formacdo de intermedidrios reativos que interagem com o DNA formando adutos (OLIVEIRA
et al.,2002; TOTEVA et al., 2011). A mitomicina C € o prototipo do farmaco biorredutor pois
sua estrutura ¢ inerte a nucleofilos e um bis-eletrofilo muito reativo apds processo de ativagio
em ambiente biologico (PAZ et al., 2012). Seu mecanismo de ac¢do biofarmacologica se
caracteriza pela formag¢@o de um anion radical quindnico apds redu¢do monoeletronica ou a
hidroquinona correspondente apos redugdo via dois elétrons (OLIVEIRA et al., 2002). No
mecanismo de biorredu¢do da mitomicina C (Figura 18), vale destacar o nitrogénio
heterociclico com carater de nitrogénio de amida em fungdo da conjugacdo do par de elétrons
ndo-ligante (nitrogénio com a carbonila quinonoidica), o qual, apds reducdo em sistemas
biolodgicos, passa a ter carater de amina, com maior nucleofilicidade, facilitando, a saida do
grupamento metoxila com consequente abertura do anel arizidinico, formagdo de ligacao dupla
conjugada a carbonila e saida da porcao carbamato (OLIVEIRA et al., 2002) (Figura 18). A
biorredugdo origina um intermediario reativo com dois centros eletrofilicos sendo capaz de
alquilar endobidticos como DNA, formando monoadutos e produtos de cross-link, glutationa e

RNA ribossomico (PAZ et al., 2012).
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Figura 18 Ativacdo Biorredutiva da Mitomicina C e formagao de adutos com DNA.
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Fonte: Autora (adaptado de RAJSKI et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2002)

A nor-B-lapachona é um agente anticancer que induz seletivamente a morte celular em
varias linhagens de cancer humano, juntamente com outras quinonas como a [-lapachona
(SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2016). O grupo de enzimas responsaveis pelo metabolismo
redutivo de quinonas bioativas frente a células cancerigenas sao flavoenzimas as quais podem
ser alvos-chave para a citotoxicidade desses compostos ou promover a bioatividade antitumoral
(SALMON- CHEMIN et al., 2001; CAVALCANTI, 2010). Além disso, algumas quinonas
atuam biofarmacologicamente de modo semelhante as mitomicinas e antraciclinas pois, as
carbonilas quinonoidicas, quando reduzidas, promovem a saida de grupos abandonadores na
estrutura da molécula, gerando intermediarios alquilantes (SILVA et al., 2003;
CAVALCANTI, 2010).

A reducio via flavoenzimas como a DT diaforase (NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1)
da mitomicina C ¢ essencial para o desenvolvimento da atividade antineoplasica (ASCHE,
2005; CAVALCANTI, 2010). Esta enzima catalisa uma reagdo usando NADH ou NADPH
como doadores de elétrons, reduzindo as quinonas a semiquinona ou hidroquinonas. O primeiro
pode sofrer oxidagdo pelo oxigénio molecular restaurando a quinona original sob condicoes

aerdbicas, gerando anion radical superdxido durante a ciclagem redox. As hidroquinonas sdo
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mais estaveis podendo ser excretadas do sistema bioldgico apds reacdo de conjugacdo com
sulfato ou acido glucurénico (ASCHE, 2005).

A reducdo da nor-B-lapachona pela DT diaforase aumenta sua acgdo citotoxica,
auxiliando na apoptose e inibi¢ao do crescimento tumoral. Sua atividade redutora esta associada
a sua superexpressdo em certos tipos tumorais quando comparado aos tecidos normais
(NEMEIKAITE-CENIENE et al., 2003; PHILLIPS et al., 2004; CAVALCANTI, 2010) sendo
fundamental para a citotoxicidade de algumas quinonas frente a varias linhagens celulares
tumorais que apresentam altos niveis de expressio da mesma (BEY er al, 2007;
CAVALCANTI, 2010). Muitas quinonas também induzem citotoxicidade em certas linhagens
tumorais como exemplo HL-60 (DA SILVA JUNIOR et al.; 2010; CAVALCANTI, 2010),
deficiente na expressdo dessa enzima (BELLO et al., 2005; CAVALCANTI, 2010) porém,
detentora de altos niveis de algumas enzimas da familia CYPP450 (KAWAI et al., 2003;
CAVALCANTI, 2010) e enzimas selénio-dependentes como tiorredoxina redutase (CENAS et
al., 2004), sugerindo que ¢ possivel a metabolizagdo e bioativagdo de compostos quinonoidicos
por outras enzimas (SAVAGE et al., 2008; CAVALCANTI, 2010).

Outro mecanismo ao qual ¢ possivel atribuir atividade biologica das quinonas com
destaque para a B-lapachona e lapachol, se da via inibi¢do das topoisomerases I e II, cruciais
para a replicacdo do DNA (SILVA et al., 2003). As topoisomerases sdo enzimas nucleares
envolvidas na regulacdo da topologia do DNA atuando na mitose e replicacao celular. Seu
processo de inibicdo se da pela interagdo simultanea com duas macromoléculas formando um
complexo ternario (DNA-topoisomerase-ligante). Como estdo presentes em maior quantidade
em células de rapida proliferacdo, constitui um alvo farmacologico estratégico dos agentes
antineoplasicos (FORTUNE et al., 2000; SILVA et al., 2003; FERREIRA et al., 2010; CHEN
etal.,2012; GIBSON et al., 2016).

A o-topoisomerase II é encontrada praticamente nos tecidos de proliferagdo rapida, um
indicativo de que a mesma esta relacionada a eventos associados a mitose e crescimento celular
(GIBSON et al., 2016). Farmacos que atuam como alvos para essa enzima interferem em, pelo
menos, uma etapa do ciclo catalitico da mesma, podem ser divididos em duas classes segundo
mecanismo de agdo: venenos da topoisomerase II atuam estabilizando os complexos de
clivagem no interior celular (doxorrubicina, daunorrubicina, oxaunorubicina e mitoxantrona)
(Figura 19) ou sao inibidores da topoisomerase II atuando por inibi¢do da enzima. A formacgao
do complexo ternario DNA-topoisomerase II-farmaco pode ocorrer segundo trés vias: a

quinona pode preferencialmente interagir primeiro com o DNA, com a enzima ou atuar em
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associacdo com o complexo DNA-enzima (KRISHNAN et al., 2001; CHEN et al., 2012). J4 as
quinonas aclarubicina, VP-16 e Hu- 331 (Figura 19) pertencem a classe dos inibidores da
topoisomerase Il os quais atuam interferindo na ligacdo enzima-DNA, inibindo a ligagdo

enzima-ATP ou ainda estabilizando complexos binarios enzima-DNA (CHEN et al., 2012).

Figura 29 Estrutura de algumas quinonas que atuam via inibi¢ao das topoisomerase 1.
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Fonte: Autora (adaptado de CHEN et al., 2012).

No mecanismo de a¢do molecular da doxorrubicina (veneno da topisomerase), antes que
a mesma atinja o nucleo celular, esta quinona forma um complexo com a subunidade
proteossomal 208, se transloca para o nucleo onde se dissocia ficando livre para interagir com
DNA. Dois conjuntos de eventos caracterizam a a¢ao mecanistica dessa droga tao utilizada nos
tratamentos de diversos tipos tumorais bem como as demais quinonas pertencentes ao grupo
das antraciclinas: (1) formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) advindo da biorreducio
do grupo quinona cujo mecanismo ja foi abordado anteriormente (Figura 02) e (2) um conjunto
de processos relacionados a alteragdes no metabolismo de célcio intracelular e prostaglandinas,
nomeados aqui como outros mecanismos (Figura 20):
(1) Formagao de espécies reativas através de quatro diferentes vias:
- Formacdo do anion radical semiquinona: a reducdo da quinona inicial por redutases
NADP(H)-dependentes do sistema CYP450 gera a semiquinona que pode interagir com
oxigénio molecular restaurando a quinona inicial e formando o anion radical superoxido, como
mencionado anteriormente, o qual sofre dismutacdo gerando peroxido de hidrogénio ou ainda
o mesmo, via reacdes de Fenton ou Harber-Weiss, gera radical hidroxila (GRANADOS-

PRINCIPAL et al., 2010);
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- Ativagdo das enzimas NADP(H) oxidases: a ativacdo de tal conjunto enzimatico leva a
formacgdo de espécies reativas como ONOO™ que interage com metaloproteinases envolvidas
nos mecanismos de cardiotoxicidade (GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010);

- Mecanismos ndo-enzimaticos: a semiquiona ¢ EROs formados podem promover a libera¢ao
do ion ferro da ferritina e da aconitase aumentando o ferro intracelular colaborando para estresse
oxidativo via reacao de fenton (GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010);

- Produtos advindos da biotransformagdo:o metabolismo dessa quinona pode gerar a formagao
de doxorrubicinol por enzimas hepaticas como aldocetoredutases. Este produto e a quinona de
partida podem ainda sofrer hidrolise glicosilica eliminando o ag¢ticar daunosamina formando
aglicona, colaborando para a formag¢ao de EROs

(2) Outros mecanismos: alteragdes no metabolismo do calcio (Ca®*), com consequente aumento
do mesmo no interior celular, achmulo no miocardio ventricular e mitocondrias gerando
perturbagdes no equilibrio de resposta contragdo/relaxamento do musculo esquelético (VAN
NORREN et al., 2009). Além disso, antraciclinas afetam o metabolismo de prostaglandinas,
importantes na manutengdo do tumor, pois inibem a apoptose e auxiliam na metastase

(GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010).
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Figura 20 Mecanismo molecular da toxicidade da quinona doxorubicina: os principais eventos sio os
danos oxidativos ao DNA, a formagao de EROs e processos relacionados a alteragdes no metabolismo

de calcio intracelular e prostaglandinas, nomeados aqui como outros.
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Fonte: Autora (adaptado de GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010).
FasL: receptor de morte FAS; Akt: proteina quina serina-treonina; PARP: poli (ADP-ribose) polimerase; mTOR:
proteina alvo da rapamicina em mamiferos; 5-OH-MeUra: 5-hidroximetiluracila.

Outra quinona que vem se destacando nos estudos frente ao cancer ¢ a timoquinona
(TQ). Naturalmente encontrada nas sementes de Nigella sativa L., a mesma foi isolada de outras
partes de angiospermas de diferentes familias. O que torna esta quinona alvo de interesse em
estudos biologicos ¢ sua facil extracdo e sua ndo toxicidade ao tecidos normais
(DARAKHSHAN et al., 2015).
O mecanismo de agdo dessa quinona se da pela modulagdo dos processos bioquimicos
envolvendo a formagdo de EROs como os demais membros dessa classe de compostos atuando
como antioxidante ou um pro-oxidante dependo do estado redox da célula. Em células tumorais,
esta quinona atua promovendo a formac¢do de EROs como mencionado ja em células sadias a
TQ inibe especialmente a peroxidagdo lipidica e aumenta a atividade de enzimas do sistema de
detoxificagdo celular como SOD, Cat, GSH, exercendo papel de um antioxidante forte
(BANERJEE et al., 2010; WOO et al., 2012). E um dos poucos compostos que ¢ proteina-multi

alvo, atuando na interacdo proteina-proteina como por exemplo, se liga as enzimas GSH,
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NADH e NADPH formando dois antioxidantes fortes, glutationilo-diidrotimoquinone e
diidrotimoquinone, e forma um complexo com a quinase polo-like (Plk1), fundamental na
regulacdo do ciclo celular e mitose, inibindo a agdo desta (SCHNEIDER-STOCK et al., 2014).

Algumas caracteristicas compdem as capacidades biologicas, como mencionado por
Hanahan e colaboradores (2011), governadas por estratégias, que colaboram para a
complexidade de transformacdo de uma célula sadia em cancerigena: resisténcia a morte
celular, angiogénese, invasividade, metastase, sinalizagdo proliferativa sustentavel, capacidade
de gerar microambiente tumoral, insensibilidade a sinais inibidores de crescimento. Compostos
que interfiram em pelo menos um destes eventos sdo considerados promissores em terapias

anticancer ¢ a A TQ abrange o espectro de varios desses eventos (Figura 21).

Figura 21 Os principais eventos que conduzem a malignidade modulados por TQ. Esta quinona atua
em nove dos processos relacionados. Os eventos relacionados ao sistema imunolégico permanecem
ainda pouco esclarecido.
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Fonte: Autora (adaptado de SCHNEIDER-STOCK et al., 2014).

Da Silva Junior e colaboradores (2009) publicaram um trabalho sobre derivados da nor-
B-lapachona. Os compostos foram avaliados quanto a sua atividade anti-cancerigena frente as
linhagens de cancer relacionadas ao sistema nervoso central (SF295), c6lon (HCT8), melanoma
(MDA-MBA435) e leucemia (HL60). A maioria dos derivados exibiram bons resultados de
atividade contra todas as linhas celulares. Alguns compostos mostraram ser ainda mais ativos
que a B-lapachona, com valores de ICso abaixo de 2 uM. Dois compostos (a ¢ j Figura 22)
foram mais ativos que a doxorubicina, frente a linhagem MDA-MB435, ja as quinonas a, b, e-
h, j e o0 exibiram 6timos resultados frente a linhagem HL-60 quando comparado a -lapachona

(ICs0= 1,65 um) e a nor-B-lapachona (ICso= 1,75 um)
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Figura 22 Derivados da nor-fB-lapachona estudados por da Silva Junior e colaboradores (2009) com

atividade frente a diversas linhagens tumorais.

a: Ri= Ry= R;=H; R;= NO,

b: R;=R,=R=H; R;=Cl

c¢: Ri=R,=Rs=H; R;=Br

d: R;=R,=R=H; R;= OMe

e: R=R;=Br; R,=Rs=H o
f: R;=NO,; R, = Ry = R;= OMe R o:R= O
g: R=R=H; R,=NO,; R;=F

h: R;=NO,; R=H; R,=NO,; R;=H

i: Ri=Me; R;=R,=H; R;=NO,

j: R=R=0Me; R,=R;=H

I: R-Me
m: R= CH(Me),
n: R= CH,CH(Me),

Fonte: Autora (adaptado de DA SILVA JUNIOR et al., 2009).

Ainda no mesmo ano, os autores sintetizaram a estudaram derivados da nor-p-lapachona
ostentando o heterociclo 1, 2, 3-trizélico em sua estrutura. Segundo os autores as quinonas
apresentaram valores de ICso variando entre 0,43 a 9,48uM. O composto d (Figura 23)
apresentou melhor resultado de ICso de 0,43- 1,8 uM para as linhagens estudadas. Houve uma
correlacdo entre citotoxicidade e o log P calculado em que o aumento de lipofilicidade conduz
a compostos com maiores valores de citotoxicidade. Os autores sugerem que os compostos ¢,
d ¢ e podem ser explorados para a preparagdo de analogos para a desenvolvimento de novos

farmacos anti-tumorais.

Figura 23 Derivados da nor-B-lapachona ostentando um anel 1, 2, 3 triazolico estudados por da Silva

Junior e colaboradores (2009) com atividade frente a diversas linhagens tumorais.

Fonte: Autora (adaptado de DA SILVA JUNIOR et al., 2009).

Cavalcanti e colaboradores (2013) sintetizaram uma série de sete novas quinonas, a
maioria conservando o nucleo da nor-p-lapachona em sua estrutura bioativa frente a linhagens
cancerigenas (HL-60, K562, Molt-4 e Jurkat).O teste do cometa foi usado para determinar se

estes compostos interagem com o DNA promovendo danos. Os compostos induzem danos
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oxidativos ao DNA pela geracdo de EROs e problemas no processo de reparo levando a célula
a apoptose. O mecanismo de acdo destes compostos ndo envolve a inibi¢ao de topoisomerase.

As naftoquinonas a, b, ¢ e e (ICso= 0,33- 2,30 uM) foram as mais ativas (Figura 24).

Figura 24 Derivados da nor-f-lapachona e nor-a-lapachona estudados por Cavalcanti e colaboradores

(2013) com atividade frente a diversas linhagens tumorais.
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Fonte: Autora (adaptado de CAVALCANTI et al., 2013).

Ainda em 2013, Bhasin e colaboradores exploraram o potencial anti-cancer frente as
linhagens DU-145, MDA-MB-231, HT-29, de quinonas tioladas sendo que as mesmas
apresentaram ICso= 1,6- 9,7 uM, valores melhores que as quinonas precursoras (pumblagina e
julglona). Além disso, as mesmas mostraram ser inibidoras da STAT 3, uma proteina
pertencente a familia das STATSs (signal transducers and activators of transcription), que sao
fatores de transcrigdo ativados por tirosinas quinases. A STAT3 controla processos celulares

como a proliferagdo e a sobrevivéncia e sdo fundamentais para a progressao do tumor (Figura
25).

Figura 25 Quinonas estudadas por Bhasin e colaboradores (2013) com potencial anti-cancer.
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Fonte: Autora (adaptado de BHASIN et al., 2013).
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Os mesmos autores sintetizaram e testaram outros compostos com multiplos centros
redox especialmente direcionados para os tipos de cancer cujo ambiente exibe naturalmente um
estado de estresse oxidativo como € o caso dos canceres de prostata e mama. Os niveis de EROs
destas células, quando comparado para as células saudaveis, estd muito préoximo ao limiar
critico redox que induz apoptose. Os multiplos centros redox sdo uma estratégia para esses tipos
tumorais mais agressivos ou resistentes. Os compostos foram testado frente a 58 linhagens de
células cancerigenas Todos os compostos avaliados exibiram uma citotoxicidade notavel contra
essas linhagens exibindo valores de 1Gso em faixa micromolar.

A via apoptotica mediada pelo estresse oxidativo relacionado ao reticulo
endoplasmatico (RE) ou as mitocondrias ou ambas as vias podem ser ativadas quando um certo
nivel de EROs esta presente. Estas vias apoptoticas dependem da ativagdo de caspases, em
particular, caspases 3 e 7, para desencandear o processo. Verificou-se que compostos mais
relevantes biologicamente ativaram essas caspases em células A-431 ap6s 24 h de exposigao.
Disfun¢des mitocondriais € indugdo de apoptose estdo relacionadas a reducdo dos niveis de
glutationa e reduc@o da quimiorresisténcia. Os compostos da figura 26, numa concentracao de
5 puM, causaram uma reducao dos nivel de GSH intracelular em cancer de mama (MCF-7) em

46%, 59%, 62%, e 76%, respectivamente .

Figura 26 Algumas das quinonas estudadas por Bhasin e colaboradores (2013) com potencial anti-

cancer possuindo mais de um centro redox em sua estrutura.

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

Outro trabalho em colaboracdo com o grupo do Prof. Eufranio em 2014, envolvendo um
conjunto de 39 quinonas, foi publicado. Destacam-se dois compostos em que uma substituicdo
bioisostérica foi realizada para avaliar a influéncia do atomo de enxofre sobre a atividade. O

composto com o nucleo de nitrogénio apresentou boa atividade frente as linhagens HL-60 (ICso
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=2,91 uM) e foi muito seletivo ao passo que a quinona com nucleo de enxofre apresentou bons
valores de atividade frente as linhagens HL-60 e HCT-8. Outro detalhe importante sobre esse
trabalho € que existem poucos artigos na literatura com avaliacdo eletroquimica de compostos

com nucleo de calcogénio em sua estrutura.

2.4 Correlacdo entre parametros eletroquimicos e doencas como ciancer e doenca de

Chagas

Como ja mostrado, varias doencas estdo associadas a um estado redox intracelular em
desequilibrio e ao estresse oxidativo, o qual gera EROs. Essa perturbacdo na dindmica da
homeostase fisiologica pode ser observada em células cancerigenas e em doencas parasitarias
como doenga de Chagas. No primeiro caso, os niveis mais elevados de EROs sdo estabelecidos,
em virtude do metabolismo celular e, no segundo caso, como consequéncia da destruicdo local
do tecido causada por secre¢des do parasita, reacdes citotoxicas mediadas pela resposta
imunoldgica e danos secundarios as mitocondrias. Essas diferencas no estado redox celular
geram diferencas bioquimicas significativas que sdo exploradas no desenvolvimento de
farmacos mais seletivos. Muitos farmacos quimioterapicos em uso s3o moléculas pequenas
hidrofobicas e mudangas nos parametros eletroquimicos das membranas celulares em células
tumorais refletem-se no processo de difusdo transmembrana e retencdo celular, sendo capazes
de modular respostas imunologicas e afetar mecanismos de transducdo que levam a apoptose
(PAIVA et al., 2015).

Moduladores redox utilizam a condi¢do redox pré-existente em células e tecidos
afetados como vantagem terapéutica frente as células cancerigenas ou parasitarias, catalisando
a oxidacdo de proteinas especificas e enzimas e/ou aumentando significantemente os niveis de
EROs intracelular a fim de disparar as cascatas de sinalizacdo que conduzem a apoptose. As
quinonas sdo uma classe de compostos que atuam por esse mecanismo, tendo a nor-p-lapachona
(Figura 27) como substancia protdtipo com atividade anticancer (0,3-1,75 uM) frente a

diversas linhagens celulares.
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Figura 27 Mecanismo proposto em que a nor-f-lapachona, representante da classe das naftoquinonas,
promove morte celular seletiva. Estimuladores do estresse oxidativo (EO) favorecem a morte celular

através do processo apoptotico.

CELULA EM PROCESSO DE
ESTRESSE OXIDATIVO (EO)
= CELULA SADIA
e Linfécitos
: CELULA SADIA
Linfocitos

CELULA SADIA
Linfocitos

SEM AUMENTO NA PRODUCAD DE AUMENTO NA PRODUCED DE Ers:
ERs {SEM MORTE CELULAR]) CELULA NAD ATINGE ESTADO REDOX
QUE CONDUZ A APOPTOSE

MORTE CELULAR SELETIVA SEM EFEITO
EM DECORRRENCIA DE EO

Fonte: Autora (adaptado de PAIVA et al., 2015).

Embora os pardmetros eletroquimicos ndo fornecam uma correlagcdo perfeita com a
atividade biologica em funcdo da complexidade dos ambientes celular e intersticial e levando
em consideracdo que, em organismos vivos, varios outros aspectos estdo envolvidos na
dindmica e manutengdo da vida, ainda assim tais parametros sdo, ndo apenas uteis, mas também
norteadores no entendimento do funcionamento desses sistemas e nas possiveis alteracdes
decorrentes da quebra da homeostase advindo de doengas. Diversos fatores devem ser
considerados importantes ndo apenas em relagdo aos aspectos mecanisticos in vivo mas também
na atividade de compostos biologicamente ativos como: permeabilidade, difusdo, solubilidade,
metabolismo, biodisponibilidade, coeficiente de partigdo, estereoquimica, interacdes
enzimaticas etc (DE ABREU et al, 2011). Devido as similaridades entre as reacdes
eletroquimicas e biologicas no que se refere ao processo de transferéncia eletrénica como a
natureza heterogénea (interface eletrodo-enzima-solugdo), orientacdo especifica, ocorréncia
reacional em ambientes aquosos (citoplasma) e ndo aquosos (membranas) ¢ importante que os
estudos eletroquimicos mimetizem essas condi¢des e biodinamicidades bioldgicas da melhor
forma possivel de modo que experimentos utilizando solventes organicos se aproximam do
ambiente hidrofobico celular e experimentos utilizando sistemas aquosos, ambientes
citoplasmaticos (HILLARD et al., 2008; DE ABREU et al., 2011; GUPTA et al., 2011). A

formagdo de microambientes celulares e seu conteido de oxigénio € outro aspecto a ser
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considerado: apds a redugdo, deve-se considerar a possibilidade de reagdes envolvendo O e
consequente geragao de O2*(no caso de quinonas) sendo os potenciais de reducdo dessa classe
dependente do contetido de O2 (HILLARD et al., 2008; DE ABREU et al., 2011). Como tais
compostos estdo envolvidos na geracdo de estresse oxidativo, os potenciais de reducdo afetam
o equilibrio desse sistema. Segundo de Abreu e colaboradores (2011), o potencial de reducao
minimo necessario para a ativagdo de flavoproteinas e o potencial maximo de protecdo contra
reducdo de O (o potencial de reducdo para terapias redox) estaria entre - 0,23 Ve - 0,7 V vs.
ECS, em meio prético.

Os estudos em ambiente com solventes organicos sdo importantes ndo somente pelo fato
de ocorrer processos envolvendo o proprio sistema de membranas e seus componentes
ancorados como pelo fato de as membranas celulares estarem em contato com o ambiente
hidrofilico (citoplasma) celular. Assim, potenciais de reducdo em sistemas aproticos sdo em
geral mais negativos quando comparados aos sistemas proticos sendo a faixa util entre os

valores - 0,7 Ve+ 1,1 Vvs. ECS (HILLARD et al., 2008; DE ABREU et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigacdo de quinonas, utilizando técnicas eletroquimicas, fluorimétricas,
espectrofotométricas, computacionais, juntamente com alguns ensaios biologicos na
perspectiva de encontrar correlagdes Uteis no planejamento de novos conjuntos de quinonas

sintéticas mais seletivas e biologicamente mais ativas.

3.2 Objetivos especificos

Eletroquimica:
v Realizar o estudo eletroquimico de algumas quinonas em meio aprético;
v Verificar a reatividade de algumas quinonas com o oxigénio molecular a fim de

investigar a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) como provavel mecanismo de

acdo biologica.

Ensaios biologicos:

v Determinar a eficacia antibacteriana/ antifingica de certas quinonas frente a
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus), gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli) e o fungo Candida albicans e avaliar a formacao de biofilme para a quinona
mais ativa obtendo informacdes sobre o perfil de acdo da mesma,;

v Realizar a triagem rapida para o estudo de moléculas bioativas por meio de
analise colorimétrica por MTT que detecta a viabilidade celular além de obter medidas da

producdo de espécies reativas por NBT.

Espectroscopia:
v Avaliar a intera¢do entre as quinonas das subclasses 1.3, 3.2, 4.1, 5.1, 7.1 e 8.1
com ctDNA (Calf thymus), utilizando técnicas espectroscopicas que permitiram avaliar o modo

de ligacdo dos complexos formados com ctDNA.

v Obter os dados de constante de ligagdo Kb e parametros termodinamicos (AS,
AH e AG);
v Avaliar o efeito protetor de algumas quinonas contra a peroxidacdo lipidica

iniciada pelo radical peroxila.
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Estudos computacionais:

v Prever possiveis sitios de captura de elétrons através da analise de calculos
estruturais eletronicos;

v QSAR: Obter modelos da relagdo quantitativa entre estrutura e atividade
tripanocida de 15 quinonas ja publicadas as quais foram otimizadas na presenca e auséncia do
solvente DMF

v Gerar descritores eletronicos € moleculares;

v Selecionar as variaveis relevantes para a construcao dos modelos;

v Gerar modelos QSAR através do método PLS e analisa-los
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e Solventes

Todas as quinonas foram sintetizadas e gentilmente cedidas pelos grupos dos
professores Dr. Eufranio da Silva Junior (UFMGQG), Dr. Silvio do Desterro Cunha (UFBA) e Dr.
Vitor Francisco Ferreira (UFRIJ). A elucidagdo estrutural das mesmas foi realizada com base
em métodos espectroscopicos FTIR, RMN- H! e RMN- C'? sendo algumas, ja disponiveis na
literatura (DIOGO et al., 2013; DA CRUZ et al., 2014; CARDOSO et al., 2015). Todas as
solucdes foram preparadas em agua ultrapura (18 MQ cm) utilizando reagentes quimicos de
grau analitico listados na tabela 02 a seguir.

A Figura 28 mostra a rota experimental simplificada utilizada no presente trabalho para

melhor compreensao.



Figura 28 Fluxograma dos experimentos conduzidos neste trabalho.
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Fonte: Autora.



Tabela 02 Lista de reagentes utilizados.
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Reagentes e Solventes

Marca

Estudos
Eletroquimicos

DMF (N,N-dimetilformamida 99.8%)

Acro6s Organics

TBAPFs (Hexafluorofosfato de tetrabutilamonio 98%)

TBABr (Brometo de tetrabutilamonio >99.0%)

Sigma Aldrich

HCI1O4 (Acido Perclérico) 70% P.A. ACS

H>SO04 (Acido Sulfurico) P.A

NaOH (Hidroxido de Sodio) Micropérolas 99% P.A. ACS

Acetato de Etila (CH3COOC;Hs) P.A. ACS

Vetec

Espectroscopia

(Peroxidacao

Lipidica)

NaH>PO4 (Fosfato de so6dio monobdasico), NaHPOs4 .7 HO (Fosfato de sodio dibasico
heptaidratado)

EDTA(Acido Etilenodiaminotetraacético)

Trolox® (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico)

AAPH [2,2’-azobis (2-metilpropionamidina)]

Acro6s Organics

Sonda Bodipy C!38591 (4cido  4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-
sindaceno-3-undecanoico)

Molecular Probes (Canada)

Espectroscopia

(UV-Vise

Fluorescéncia)

Trizma HCl

DNA (Sodium salt from calf thymus, Type I fibers)

Brometo de Etidio (BioReagent, for molecular biology, powder) [(3,8-diamino-5-ethyl-6-phenyl
phenanthridinium bromide)]

DMSO (Dimetilsulfoxido) Reagent plus® 99.5%

Sigma Aldrich

NaCl (Cloreto de Sodio)

Vetec

Alcool etilico P.A.

Dinamica

Avaliacio do

Potencial
Biologico (MIC/

Biofilme estatico)

BHI (Brain Heart Infusion) HiMedia™

Resazurina 0,01%

Clorexidina

DMSO

Sigma, Steinheim, Alemanha)

kit de fluorescéncia (LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit L13152;

SYTO 9 e lodeto de propidio

Invitrogen, Molecular
Probes, Eugene, Estados
Unidos).
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microplaca preta para fluorescéncia (FLUOTRAC™)

Greiner Bio-One, Ray Lab,
New Zealand

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 15656

Candida albicans ATCC 26645

Escherichia coli ATCC 25922

American Type Culture
Collection

Fonte: Autora.
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4.2 Estudo eletroquimico

4.2.1 Instrumentos, eletrodos e celas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em temperatura ambiente (25 + 2°C), em
meio aprotico ¢ o sistema eletroquimico, desaerado utilizando gas argénio. Todos os
experimentos foram conduzidos em equipamento potenciostato/galvanostato, PGSTAT
(AUT73222) da Autolab® em um sistema de trés eletrodos (Figura 29): eletrodo de carbono
vitreo (ECV) (Microquimica, diametro 3 mm) como eletrodo de trabalho; fio de platina, como
eletrodo auxiliar e Ag|AgCl, CI- (0,1 mol L"), como eletrodo de referéncia. Os graficos foram

tratados utilizando o programa Microlab OriginPro 8.0.

Figura 29 (A) Sistema com trés eletrodos para andlises eletroquimicas; sendo eletrodo de referéncia

(AglAgCl, CI), eletrodo de trabalho (ECV) e eletrodo auxiliar (fio de platina).

ECV

|
|

Fonte: Autora (Adaptado de LOPES, 2014)

4.2.2 Limpeza padrao do eletrodo de carbono vitreo (ECV)

O eletrodo de trabalho foi previamente polido com alumina em feltro apropriado até
exibir uma superficie de aparéncia espelhada. A manutencdo das condi¢des de limpeza durante
o processo de polimento ¢ fundamental a fim de expor uma nova superficie ativa através de um
polimento uniforme com movimentos em forma do nimero oito em trés diferentes suspensoes
de alumina (1,0; 0,5 e 0,3 um). Apos tal procedimento, o ECV foi lavado com agua ultrapura e
sonicado em ultrassom com alcool etilico, por cerca de 20 s, garantindo a remog¢do das
particulas de alumina da superficie do mesmo.

Alguns compostos adsorvem fortemente na superficie do ECV, como ocorreu com

algumas das quinonas estudadas. Neste caso, seguiu-se as recomendacdes propostas por
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Fugivara e colaboradores (2012) em que o ECV foi polido sobre uma folha de papel sulfite.
Quando ainda assim houve manuten¢do dos compostos adsorvidos na superficie, utilizou-se
uma lixa fina de carbeto de silicio P4000 da Buehler, seguindo as mesmas instrucdes de
polimento uniforme. Em certos casos, isso ainda ndo foi suficiente, fazendo-se necessario a
imersdo do eletrodo em solugdo aquosa de NAOH 1 mol L', em ultrassom por cerca de 20 s.
Em seguida, lavou-se a superficie do eletrodo com agua deionizada em abundancia. Pode-se
recorrer a uma etapa extra de mais 10 s no ultrassom, em banho de etanol. Quando os recursos
citados ndo se fizeram suficientes, recorreu-se a varreduras ciclicas em faixa de potencial de -
0,5Va+1,5V [vs. Ag/AgCL, CI' (0.1 mol L'")] a 200 mV s™' em solug¢do de H>SO4 0,5 mol L-
!, durante 20 ou mais ciclos (FUGIVARA et al., 2012).

Foram realizados testes em solugdo de (K3[Fe(CN)s]/ (K4[Fe(CN)s].3H20) 1 mmol L-!
em KC1 0,1 mol L', para a verificacdo da é4rea eletroativa do eletrodo, utilizando voltametria
ciclica, na faixa de potencial de 0,3 V a - 0,6 V vs. Ag/AgCl, CI (0,1 mol L") (eletrodo de

referéncia), com velocidade de varredura de 100 mV s,

4.2.3 Meio Aprotico

Os estudos nesse ambiente eletroquimico foram realizados com o solvente organico
N, N-dimetilformamida (DMF), em virtude de sua ampla faixa de potencial de trabalho, e dos
eletrolitos TBAP e TBAPFs. Tal solvente € susceptivel a reacdo de hidrolise, com geragdo de
dimetilamina e acido formico, sendo necessaria a destilagio sob pressdo reduzida, apos
tratamento com CuSOj4 anidro (para remocdo de aminas), antes do seu uso. Recomenda-se
fortemente atencdo a esta etapa, uma vez que a presenga de N-metilformamida, a ser evitada,
pode interferir no processo reacional ou mesmo atuar como doador de prétons (LUND, 2001;
SOUZA, 2011). Todas as analises iniciais, realizadas com DMF da empresa Vetec, foram
conduzidas com DMF advindo deste processo. As demais analises foram realizadas com DMF
da empresa Acros Organics o qual é extra-seco, ndo necessitando de destilagdo prévia.

Para o processo de sintese de TBAP, seguiu-se atenciosamente a metodologia proposta
por Souza (2011) a qual consistiu em dissolver lentamente 103,7 g de brometo de
tetrabutilamonio (TBABr) em 200 mL de agua destilada, seguido da adi¢do de uma aliquota de
30 mL de acido percldrico, resultando em suspensdo. A filtracdo a vacuo do produto formado

originou cristais brancos. Em seguida, os cristais foram dissolvidos em acetato de etila (a
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quente) e a mistura colocada num funil de separagdo para remogdo de agua residual. Colocou-
se a fase com solvente organico em banho de gelo para a recristalizagdo. Apo6s filtragdo, os
cristais formados foram secos sob pressao reduzida (SOUZA, 2011).

Para a purificagcdo de TBABFs, procedeu-se da seguinte forma: 25 g de TBABF¢ foram
solubilizadas em 50 mL de etanol absoluto, a quente (68°C) e, em seguida a solugdo foi filtrada
rapidamente, resfriada e filtrada a vacuo. Para eliminar possiveis impureza, foi realizada outra
cristalizacdo em etanol, tendo sido o TBABFs recristalizado, seco sob pressdo reduzida, a
aproximadamente 40°C.

A fim de verificar a qualidade do solvente (DMF) advindo do processo de destilagédo a
pressdo reduzida bem como dos eletrolitos de suporte, realizaram-se voltametrias ciclicas em
ampla faixa de potencial, observando-se também o dominio elétroquimico neste solvente. Para
tal, a massa equivalente a 0,1 mol L' do eletrolito suporte (TBAP ou TBAPF) foi solubilizada
em DMF e desaerada com argonio (Ar) por 10 minutos. Apos a retirada de oxigé€nio do sistema
eletroquimico, realizou-se o registro do branco por voltametria ciclica a 100 mV s™!. Todas as

quinonas foram estudadas em cela eletroquimica isoladas da luz na concentragdo de 1 mmol L~
1

4.2.4 Estudos em Meio Aprético em Presenga de Oxigénio

Para os estudos em meio aprotico frente a oxigé€nio das quinonas pertencentes a classe
6 e subclasses 2.2, 7.2 e 8.2, fez-se necessario o borbulhamento deste gas na cela eletroquimica
contendo a quinona em estudo. E importante a analise do deslocamento anddico de potencial
para a primeira onda de redu¢do e o aumento da corrente de pico catodico. Inicialmente, a
solugdo deve ser desaerada com argdnio para a medida de concentragdo zero de oxigénio
seguindo-se entdo as adigdes sucessivas deste por borbulhamento ¢ monitoramento de sua
concentracdo com oximetro (Digimed DM- 4). A concentragdo de oxigénio ¢ um dos
parametros para calcular a constante de associacdo aparente (Kap) para a reacdo com oxigénio,
que pode ser determinada a partir da equacdo descrita por Bard & Faulkner (1990), (FERREIRA
etal., 2013):

sendo:
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Ipc = corrente catalitica
Ipc/Ip0 = corrente normalizada
Kap= constante catalitica aparente (s™)
v = velocidade de varredura (V s!)
n = numero de elétrons
F = Constante de Faraday (96485 C mol')
T = temperatura (298 K)
R =8,314 J mol'K"!

4.3 Ensaio de viabilidade celular

Sendo um método barato, rapido e sensivel, a analise de citotoxicidade por ensaios de
MTT avalia a viabilidade e o estado metabolico das células (BERRIDGE et al., 1996). Muito
utilizado, o sucesso desse método esta relacionado a carga positiva que se forma na molécula
do corante facilitando a absor¢do do mesmo pela membrana plasmatica das células
(BERRIDGE et al., 2005).

Consiste numa analise colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) (cor amarela) em azul de formazan (cor
purpura), pelo rompimento doa anel tetrazolico, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas (Figura 30). O estudo citotoxico pelo método do
MTT permite avaliar a citotoxicidade, uma vez que a producdo de formazan esta associada ao

estado funcional da cadeia respiratoria (BERRIDGE et al., 1996).

Figura 30 Conversdo do composto 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium

(MTT) em formazan pela enzima succinil desidrogenase.

I,V’N\ Succinil desidrogenase >/®
Ns HN-N
.

.
MTT NAD(P)H NAD(P) Formazan

Fonte: Autora.



71

Trés conjuntos de quinonas foram submetidas a esse ensaio sendo: as moléculas da
classe 02 avaliadas segundo as linhagens tumorais, PC3 (cancer de prostata) HCT-116 (colon -
humano), SF-295 (Gliobastoma) K562 (Leucemia miel6ide cronica) e linhagem ndo tumoral
PBMC (células mononucleadas de sangue periférico); cinco moléculas da classe 02 (tiofenol,
3-metil tiol, 4-metil tiol, 4-cloro tiol e 4-metoxil tiol) avaliadas utilizando células do epitélio
alveolar de adenocarcionoma humano (A549) e, por fim, um terceiro ensaio com as quinonas
da série RSL (classe 8) foi realizado com as linhagens SW620 (célon), A549 (adenocarcionoma
de pulmio), HL60 (leucemia promielocitica)), MDA-MB435 (melanoma), SF295
(glioblastoma) e L1929 (fibroblasto murino), sendo esta ultima, linhagem ndo tumoral. As
linhagens foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA) a excegdo da linhagem ndo
cancerigena 1929, adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (Brasil).

As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro
bovino fetal e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de
COsz. As quinonas foram submetidas ao teste com tais linhagens sendo as amostras diluidas em
DMSO puro estéril e testadas na concentracdo de 10 pg/mL. As células foram plaqueadas na
concentra¢do de 0,1 x 10° cél/ mL para as linhagens PC3 e SF295, 0,3 x 109 cél/ mL para K562
e 0,7 x 10° cél/ mL para a linhagem HCT116. As placas foram incubadas por 72 h em estufa a
5% de CO2 a 37 °C. Ao término deste periodo, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante
foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solu¢do de MTT (sal de tetrazolium)
e as placas foram incubadas por 3 h. A absorvancia foi lida ap6s dissolugdo do precipitado com
150 pL. de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

Estatisticamente, os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo
da média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular, usando o programa
GraphPad Prism.

Para as quinonas da subclasse 2.5, as células das linhagens escolhidas (1 x 10*
células/pogo) foram cultivadas em placas com 96 pocos, em meio de cultura RPMI
(suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina e 40 pg/mL de gentamicina)
por 16 horas em estufa de CO2 (5%, 37 °C). Posteriormente, as cé¢lulas foram tratadas com as
substancias testes nas concentragdes 0,01; 0,1; 1; 5 ¢ 10 uM e incubadas por 24 h. Apds a
incubagdo, o meio RPMI foi removido, e a cada poco adicionado novo meio RPMI contendo
MTT (5 mg/mL), incubando a 37°C, em estufa de COz, por mais 4 h. Apds este periodo, o
sobrenadante foi desprezado e 150 puL da solucdo reveladora de dimetilsulfoxido (DMSO) foi

adicionado a cada poco da placa, deixando a placa a temperatura ambiente, por 15 minutos. A
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leitura da solugdo a partir de cristais de formazan foi realizada em espectrofotdmetro (540 nm),
sendo os resultados expressos em percentual de células viaveis, em relacdo ao grupo exposto
ao meio de cultura.

No terceiro grupo de quinonas avaliadas, as células cancerigenas foram mantidas em
meio RPMI 1640 e a linhagem ndo tumoral foi cultivada sob condig¢des padrdo em Meio
Essencial Minimo (MEM) enriquecido com sais de Earle. Ambos os meios foram
suplementados com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de glutationa, 100 pg/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina e mantidos a 37° sob atmosfera de 5% de CO». As células foram
crescidas com 24 h de antecedéncia ao tratamento e apos esse periodo, o meio foi substituido
por um novo meio contendo os compostos teste ¢ o grupo controle contendo apenas meio com
DMSO, sendo a concentragdo final deste solvente 0,1 % (v/ v) mantida constante. O
crescimento celular foi quantificado pela redugdo do sal de MTT em células vivas como ja
mencionado. Para tal 0,3 x 10° células cancerigenas/pogo € 0,5 x 10° fibroblastos/pogo foram
cultivadas em placas com 96 pocos e as quinonas (0,04 a 25 pg/mL) diluidas previamente em
DMSO (0,1%) foram, em seguida adicionadas, e o conjunto incubado por 72 h. As etapas
posteriores sdo as mesmas executadas para o primeiro teste de MTT. Em todos os casos os

experimentos foram executados em triplicata.

4.4 Medida da producao de espécies reativas por NBT

A técnica do NBT (azul de nitro tetrazélio ou nitro blue tetrazolium) foi adaptada a partir
da técnica descrita por Cruz e colaboradores (2008), envolvendo a produg¢do de anion
superoxido (O2°), capaz de reduzir o composto NBT para uma forma insoluvel, formazan, que
¢ identificada por meio de espectrofotometria em comprimento de onda especifico.

As células de adenocarcinoma de pulmido AS549, cultivadas sob a forma de
monocamadas em meio RPMI (suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de L-
glutamina e 40 pg/mL de gentamicina) em estufa de CO2(5%,37°C), foram cultivadas em placa
de 96 pogos por 18h numa densidade de 1 x 10* células por pogo. Em seguida, ap0s substitui¢do
do meio de cultivo, as mesmas foram tratadas com veiculo ou amostras nas concentragdes de
0,1 uM ou 1 pM por 4h. Posteriormente, o meio de cultivo foi substituido por meio contendo o
estimulo (TNF-a, 30 ng/mL) e as respectivas quinonas nas concentragdes 0,1 a 1,0 uM, sendo

as células mantidas por mais 24h. Apds este periodo, o sobrenadante foi desprezado e as células
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foram incubadas (200 pL/pogo) com solucdo NBT e mantidas em estufa por 1h. Apos essa
etapa, desprezou-se o sobrenadante e um volume de 200 pL de solucdo reveladora (110 pL de
DMSO + 90 uLL de KOH 1 M) foi adicionado, sendo a absorbancia mensurada em leitor de
placas (thermoplate TP- reader) em comprimento de 630 nm. Células mantidas apenas com
meio de cultivo durante o experimento e incubadas com NBT sem estimulo foram utilizadas
como controle negativo. Os resultados foram expressos em porcentagem de redu¢do do NBT,

seguindo a seguinte formula:

Reducio NBT (%) = D.0.amostra — D. O.controle negativo 100
edugao = T Grupo contrD. 0.controle negativo

4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana frente as bactérias Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e ao fungo Candida albicans

Para este experimento foram utilizadas as cepas de P Pseudomonas aeruginosa
(ATCC®27853™),  Staphylococcus  aureus  (ATCC®15656™),  Escherichia  coli
(ATCC®25922™) ¢ Candida albicans (ATCC®26645™) obtidas junto a Fiocruz e
padronizadas originalmente pela American Type Culture Collection.

Aliquotas das cepas mencionadas foram transferidas para tubos de ensaio contendo BHI
e incubadas por 24h a 37°C para a obteng@o do inoculo bacteriano. O mesmo procedeu para C.
albicans porém em meio Sabouraud. Em seguida os inoculos foram centrifugados, suspensos
em solugdo salina 0,9% e padronizados por espectrofotometria UV-Vis usando escala de
McFarland. A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM)/ Concentragdo Fungicida Minina (CFM) dos compostos foi
realizada através da técnica de microdilui¢do, descrito pela Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute- CLSI acrescido de algumas modificagdes (ANDREWS, 2001).

Para tal foi necessario o uso de pacas estéreis de microdilui¢cdo de 96 pogos sendo que,
cada poco preenchido, ao fim do processo, apresentou volume total de 100 pL (suspensdo
bactéria/fungo, meio BHI/ Sabouraud e as quinonas testadas em diferentes concentragdes que
variaram de 400 pg/mL a 15 pg/mL). Em seguida as microplacas foram cobertas e incubadas a
37°C por 24 horas. Os seguintes controles de esterilidade foram realizados: solugdes estoques
puras, Sabouraud/ BHI sem adi¢ao do indculo e da solucdo salina 0,9%, além do controle de

viabilidade do indculo microbiano e de eficiéncia do meio de cultura (Sabouraud/ BHI com
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adicao de inoculo) e do controle negativo. Também foi realizado o controle positivo com a
gluconato de clorexidina, gentamicina ou miconazol, a depender do organismo utilizado, em
diferentes concentragdes.

Ao final desta etapa, procedeu-se ao teste colorimétrico utilizando resazurina, em cada
pogo recebeu este corante a 0,01% (PALOMINO et al., 2002; SARKER et al., 2007) ¢
submetidas novamente a incubagdo por mais lh ao fima da qual a CIM. foi determinada
visualmente. A resazurina (7-hidroxi-3H- fenoxazin-3-ona 10-6xido) ¢ um corante azul,
fracamente fluorescente, considerado o indicador mais utilizado em condi¢bes de reducdo em
meios de cultura (FUKUSHIMA et al., 2002). O mecanismo baseia-se na redugdo da resazurina
(azul) em resofurina (rosa) (Figura 31). Como a redugdo da resazurina pelo sistema de
transporte de elétrons bacteriano ocorre por intermédio da desidrogenase mitocondrial, ela pode
ser usada para medir as atividades metabolicas da respiragdo e crescimento de uma cultura
bacteriana pura, na presenca de determinado composto teste. Caso este atue sobre a cultura de
células promovendo morte celular, ndo ha células viaveis, a reagdo da resazurina com a enzima
ndo ocorre e, portanto, a amostra permanece com a colora¢ao azul. Se o composto testado ndo
tem efeito sobre as bactérias, entdo a resazurina ¢ reduzida para resofurina (cor rosa)
(THOMSON et al., 1986; BROUWER, 1991). De acordo com Holetz e colaboradores (2002),
considera-se indicativo de atividade antibacteriana/fiingica significativa valores abaixo de 100

pg/mL.

Figura 31 Conversio do composto 7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona-10-6xido (resazurina) em

resofurina pela enzima NADPH desidrogenase.

N, N
/@i@j;l NADPH desidrogenase /@[ i@\
HO O O HO O O

Fonte: Autora (Adaptado de BROUWER, 1991).

4.6 Biofilme estatico e quantificacio de células viaveis por fluorescéncia

Para este estudo foi utilizado corpos de prova de ago inoxidavel, lavados e esterilizados
em luz UV por 20 minutos, uma vez que as bactérias apresentarem rapida formacdo de biofilme

nesse material (MITTELMAN, 1985). O ago inoxidavel ¢ uma liga composta por ferro e cromo,
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sendo este ultimo susceptivel a passivacdo com a formagao de uma camada de 6xido de cromo,
responsavel pela hidrofobicidade e resisténcia a corrosdo desse material. Durante o processo de
adesdo inicial para a formag@o do biofilme, quanto mais hidrofobica a célula (em virtude dos
fatores de viruléncia, eletronegatividade em func@o de grupos funcionais polares e membrana
externa) mais facilmente a mesma ira se ligar a superficie (BOARI et al., 2009).

Ap6s esterilizagdo, os corpos de prova foram colocados em placas para cultura de
células de 24 pogos, imersos em BHI + indculo bacteriano padronizado para 0,5 da Escala de
Mcfarland. Neste experimento foi testado o composto tioacetato tiol, quinona mais bioativa da
classe 2 frente a S. aureus. Grupos com trés discos de ago inoxidavel foram tratados
previamente com as solugdes contendo a quinona antes de serem submetidos ao meio com
indculo padronizado para formacdo de biofilme. Em outros grupos também contendo trés
corpos de prova cada, ja com o biofilme formado foram coletados das placas de cultura de
célula e expostos a quinona em diferentes concentragdes.

Os corpos de prova foram entdo submetidos a imersdo suave em solugdo salina por
0,9%, transferidos para tubos de polipropileno contendo mesma solugdo e, em seguida,
sonicados para remocdo do biofilme aderido a superficies do aco inox. A solugdo contendo o
biofilme foi homogeneizada e quantificada por fluorescéncia, usando reagentes especificos para
determinacdo de viabilidade celular (LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit
L13152).

As andlises do biofilme decorreram em fun¢do de uma curva de calibragdo com 5 pontos
a partir de um indculo previamente preparado (em BHI e incubando por 48 horas a 37°C).
Encerrado o periodo de crescimento, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e as massas bacterianas foram resuspensas em solugao
salina 0,9%. Dois tubos de polipropileno advindos desse processo foram reservados e um deles
recebeu solugdo salina a 0,9% enquanto ao outro foi adicionado alcool isopropilico a 70% para
promogao de morte celular.

As amostras foram incubadas por 1 h em estufa, centrifugadas novamente nas mesmas
condicdes, descartado o sobrenadante e a massa bacteriana resuspensa em de solucdo salina a
0,9%. O inoculo foi padronizado para 0,5 na Escala de McFarland para a realizagdo da curva
de calibracdo, fazendo-se uma combinacdo entre bactérias vivas e mortas, em diferentes
volumes (concentragdes de 0%, 20%, 50%, 80% e 100% de bactérias vivas). A leitura foi
realizada em microplaca preta apropriada para fluorescéncia (FLUOTRAC™) sendo

adicionado, para cada pogo de leitura, uma mistura de SYTO® 9 e iodeto de propideo na
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propor¢do de 1:1 (Kit para Viabilidade Bacteriana LIVE/DEAD® BacLight™), preparado
segundo as instrugdes do fabricante. A placa foi coberta com aluminio para evitar exposi¢do a

luz por cerca de 10 minutos antes de se fazer a leitura (FILOCHE et al., 2010).

4.7 Peroxidacio lipidica

O método da peroxidagdo lipidica fundamenta-se no decaimento da fluorescéncia
emitida por uma sonda ancorada a um lipossomo (Figura 32) (KAROLIN et al., 1994) quando
a mesma ¢ submetida ao ataque de uma espécie reativa (MACDONALD et al, 2007,
FERREIRA, 2013). Segundo Drummen e colaboradores (2002), lipossomas de fosfatidilcolina
de soja (6- 8 % de insaturagdes) sdo preparados, com o intuito de simular uma membrana
celular. Nesta preparagdo, ¢ adicionada uma sonda fluorescente e, através de seu
monitoramento, obtém-se informagdes sobre a integridade da membrana. O azo composto
AAPH foi utilizado como gerador de radical peroxila. Através deste estudo, ¢ possivel verificar
a capacidade de uma amostra inibir a peroxidacao lipidica frente ao radical peroxila. Gerador
de radicais livres, o AAPH sofre termolise gerando radicais alquila e nitrogénio molecular os
quais podem reagir com oxigénio molecular formando radicais peroxila (ZULUETA et al.,
2009; FERREIRA, 2013). As quinonas estudadas neste caso pertecem a classe 8.

581/591

Figura 32 Sonda fluorescente C11- Bodipy ancorada a um lipossoma.
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Fonte: Autora (adaptado de Enciclopédia Britannica, 2007; FERREIRA, 2013).

4.7.1 Preparo do tampdo fosfato pH 7,4 (50 mmol L)
Pesou-se 0,163 g de fosfato de s6dio monobasico (mono-hidratado), 1,357 g de fosfato
de sodio bibasico (hepta-hidratado) e 7,31mg de EDTA. Em seguida, solubilizou-se em 4agua
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destilada completando o volume para 250mL. A correcdo do pH foi realizada com fosfato de
sodio monobasico quando o valor de pH excedeu 7,4 ou fosfato de sdédio bibasico quando

ocorreu situacao inversa.

4.7.2 Preparo da solugdo diluida da sonda C11- Bodipy*®"*°! (4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-

butadienil)-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno-3-undecandico acido- Molecular Probes)

Adicionou-se 10 ul. de DMSO a sonda em p6 e, apos completa solubilizagdo da mesma,
adicionou-se 999 pulL de DMSO a uma aliquota de 1 uL, sendo esta segunda solugdo estocada

em geladeira, para posterior uso.

4.7.3 Preparo dos lipossomas multilamelares com L-a-fosfatildicolina (Lecitina de soja- PC)-

R1A-039

Para o preparo dos lipossomas foi necessario pesar 9,4 mg de lecitina de soja e
solubilizar essa massa em 10 mL de tampao fosfato. Em seguida, o lipideo solubilizado foi
submetido a 30 min de banho de ultrassom em aproximadamente 50 °C de temperatura sendo
agitado em vortex a cada intervalo de 10 min. Ao fim deste processo lipossomas multilamelares
sdo obtidas, os quais devem ser submetidos & etapa de extrusdo para formar lipossomas

unilamelares.

4.7.4 Extrusdo de lipossomas multilamelares

Apos limpeza das seringas e das pecas da extrusora (Avanti Polar Lipids®), esta deve
ser montada e s6 entdo uma das seringas deve ser preenchida com lipossoma (1 mL) e, em
seguida, esse volume deve ser pressionado a fim de passar por uma membrana de poros com
100 nm de diametro, segundo descrito por MacDonald e colaboradores (1991) em um processo
que deve ser repetido 15 vezes, tendo-se, ao final do mesmo, lipossomas unilamelares com 120
nm de didmetro. Em seguida, deve-se adicionar 5 uL da sonda fluorescente C11-BODIPY>81/3°!
diluida para cada 1 mL de lipossoma previamente preparado, agitando-se esta suspensdo em
vortex para que a sonda (107 mol L) possa ser incorporada ao lipossoma (DRUMMEN et al.,
2002). Essa suspensdo foi armazenada em refrigerador ao abrigo de luz e utilizada por no

maximo dois dias.
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4.7.5 Preparo do AAPH/ABAP (2, 2’-azobis (2- metilpropionamida) di-hidrocloreto): gerador

de radical peroxila

O preparo de AAPH/ABAP consistiu em pesar 27 mg de AAPH e adicionar 1 mL de
tampao pH 7,4 (50 mmol L") previamente preparado. Esta solugdo deve ser mantida ao abrigo

de luz e sob baixa temperatura para evitar sua decomposicao.

4.7.6 Preparo do Trolox para a curva padrao

Para tal, pesa-se em eppendorff, 0,25 mg de Trolox e adiciona-se 1,0 mL de tampao
fosfato pH 7,4 (50 mmol L!). Em seguida, retira-se desta solugo inicial uma aliquota de 100

uL, e adicionam-se 900 pL de tampdo, perfazendo 1000 uL (100 umol L1).

4.7.7 Monitoramento da peroxidacao lipidica

Foram preparadas solugdes em DMSO das amostras pertencentes a classe 8 (10 pM),
do trolox (controle positivo) (1 umol L) e do AAPH em tampao fosfato (100 mmol L) e
mantidas protegidas da luz, sob refrigeracdo. Em seguida, foram adicionados, em uma cubeta,
800 pL dos lipossomas com a sonda, 50 pL de tampao fosfato pH 7,4 e 50 L. da amostra ou
trolox. As medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37 °C usando um espectrofotometro RF-
5301PC (Shimadzu, Japao). Para o inicio da reacdo, 100 pL do AAPH foram adicionados,
completando o volume para 1 mL. A medida do decaimento (A excitagio = 580 nm, Aemissio = 600
nm) da fluorescéncia foi feita em uma cinética de 30 minutos. Foi utilizada como branco uma

solucdo de 800 pL do lipossoma com a sonda, 100 pL do tampao e 100 uL. do AAPH.

4.8 Investigacio da Interacdo com DNA por Espectroscopia de Absorcao (titulacio no
UV-Vis)

Inicialmente, a fim de avaliar a interagdo entre as quinonas das subclasses 1.3, 3.2, 4.1,
5.1, 7.1 e 8.1 e a molécula de DNA, foram realizados ensaios de espectroscopia de absorcao

UV-Vis, utilizando DNA de timo de bezerro (Calf Thymus).



79

4.8.1 Preparo do tampdo Tris- HC1 0,1 mol L' (pH 7,4)

Pesou-se 1,576 g de Trizma e em seguida, solubilizou-se em agua destilada completando
o volume para 100 mL. A correcdo do pH foi realizada com NaOH para que o mesmo atingisse

o valor 7,4.

4.8.2 Preparo do gel de ctDNA

O gel de ctDNA foi preparado segundo a metodologia ja descrita por Janjua e
colaboradores (2011), Saito e¢ colaboradores (2012) ¢ Agarwal e colaboradores (2013),
realizando-se a dissolu¢do de 12 mg em 1 mL de ctDNA em tampdo acetato 1,0 mol L' (pH
4,5). O ctDNA em tampao foi mantido sob refrigeragdo a 8 °C durante 24 h, agitando-se em

intervalos determinados, para garantir a homogeneidade do gel.

4.8.3 Titulagdo espectroscopica

A literatura recomenda a analise prévia do ctDNA utilizado nos experimentos a fim de
garantir que o mesmo esta puro e isento de contaminantes como sais € compostos organicos.
Para tal, avalia-se a razdo das absorbancias nos comprimentos 260nm e 280 nm (A260/A280) € a
razdo das absorbancias 260nm e 230 nm (A260/A230) com resultados esperados,
respectivamente, 1,8-1,9 e valor inferior a 2 (REICHMANN et al., 1954; HEGDE et al., 2012).
O DNA utilizado estava dentro das caracteristicas consideradas apropriadas para tais estudos.

A concentragdo da solugdo estoque de ctDNA foi determinada com base no coeficiente
de absortividade molar (¢ = 6600 L mol! cm™), no maximo de absor¢do em 260 nm (MAHLER
et al., 1964; KANAKIS et al., 2009; SAVARIZ et al., 2014) empregando-se a lei de Lambert-
Beer,

Ay = &.1.D;
sendo:

Ao= absorvancia;

&= coeficiente de extingdo molar (mol L' cm™)
1= percurso 6Otico (cm)

D= concentragdo da amotra (mol L)
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A constante de ligacdo Kp do complexo quinona-DNA foi calculada

espectrofotometricamente, aplicando a equacdo de Benesi-Hildebrand (ARSHAD et al., 2013):

Ay &L N &L 1
A—Ay e _pva—¢€, €-pna— & Ky[DNA]

em que Ao e A ¢ a absorvancia do ligante livre e ligado, L € o coeficiente de absortividade
molar do ligante livre, €L € o coeficiente de absortividade molar do complexo, Ky a constante
de ligagdo e [DNA] a concentragdo de DNA em pumol L. O grafico gerado pela relagdo de
Ao/A — Ay vs. 1/[DNA] ¢ linear e a constante de ligacdo pode ser estimada a partir do
coeficientes angular e linear da reta.

Para este experimento, previamente foram feitas solugdes estoque das quinonas a 1
mmol' em DMSO sendo todas as amostras submetidas a teste de estabilidade antes da titulagdo
com DNA.

A constante de ligacdo também pode ser avaliada por outros modelos matematicos, além
do supracitado como o método de Wolfe-Shimmer, Benesi-Hildebrand modificada, Scott e
Scatchard (VIJAN et al.,, 2008). A equacdo de Benesi-Hildebrand foi eleita no trabalho dada a

vasta citacdo na literatura e facil aplicacdo no tratamento dos dados.

4.9 Investigacio da Interacdo ctDNA- ligante por fluorescéncia

O potencial de interacdo de um determinado composto com o DNA pode ser avaliado
quantitativamente através da titulagdo fluorimétrica. Quando o composto é fluorescente, a
interacdo com DNA se da pela simples adi¢do deste em solucdo e monitorizagao da intensidade
de fluorescéncia emitida pelo complexo em solugdo. Entretanto, compostos ndo fluorescentes
necessitam de sondas fluorescentes. Neste trabalho o brometo de etidio (BE), intercalador
classico ¢ utilizado como sonda. A fluorescéncia do BE aumenta cerca de 30 vezes na presenca
de DNA, como consequéncia da forte intercalagdo que ocorre, o presente estudo avalia o
potencial das quinonas em deslocar o BE de seu sitio de interagdo com o DNA (LEPECQ et al.,
1967; SILVA et al., 2013; BARRA et al., 2015).

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados em espectrofotometro RF- 5301PC
(Shimadzu, Japao). A concentracao da solugdo estoque de ctDNA foi inicialmente determinada

no UV-Vis e uma solugédo de BE foi preparada, ambos em tampao Triz-HCI (pH 7,4), de modo
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que, tanto o ct-DNA como o BE estivessem a 1 mmol L na cubeta. As amostras foram
previamente solubilizadas em DMSO e a concentragdo das mesmas na solugdo contendo ctDNA
e BE variou de 5 a 50 pumol L', um tempo de interagdo de 15 minutos foi respeitado antes de
cada leitura (SILVA et al., 2013). A concentragdo de DMSO em todas as analises nao
ultrapassou 4% e as medidas foram realizadas em cinco diferentes temperaturas (20, 25, 30, 35

e 40 °C). Os espectros foram gerados a partir de adigdes crescentes das quinonas.

4.10 Estudos computacionais

4.10.1 Célculos estruturais eletronicos e analise de sitios de captura de elétrons

Esse estudo foi direcionado apenas para as nitroquinonas ESNJ104 e ESNJ110 (classe
5). Inicialmente, esses compostos tiveram suas estruturas desenhadas utilizando o programa
GaussView 5.0 (DENNINGTON et al., 2009) e, em seguida, foram submetidos a uma pré-
otimizagdo de geometria utilizando o funcional M06- 2X ¢ o conjunto de base 6- 31G utilizando
o programa Gaussian 09 com o proposito de obter uma estrutura de minimo conformacional de
menor energia, a qual foi utilizada para as etapas posteriores de otimizagdo e frequéncia. Em
seguida, realizou-se a escolha do funcional ML11 L para as etapas de otimizagao e frequéncia
e o grupo de fungdes de base 6-31+G (d, p). O efeito do solvente (DMF) foi considerado de
forma implicita através do modelo continuo PCM (TOMASI et al., 2005).

4.10.2 QSAR

O conjunto de dados selecionados para essa etapa contou com 15 quinonas, que
apresentam atividades bioldgicas in vitro frente a Trypanosoma cruzi. Os valores de atividade
bioldgica das quinonas estudadas nesse trabalho e ja publicadas pelos grupos dos Profs. Dr.
Eufranio Nunes (DIOGO et al., 2013) e Dr. Vitor Ferreira foram medidos sob as mesmas
condicdes experimentais e estdo distribuidos entre os valores de 9,2 uM e 359,2 uM, requisitos
importantes para que sejam dados apropriados para estudos de QSAR. Foram propostos dois
modelos relacionados a atividade bioldgica sendo as estruturas otimizadas na auséncia e
presenga de solvente DMF. As quinonas com o conjunto de dados referentes a valores das

atividades biologicas estdo apresentados a seguir (Tabela 03).
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Tabela 03 Quinonas com atividade bioldgica in vitro frente a Trypanosoma cruzi pertencentes ao estudo

de QSAR (valores de atividade bioldgica ja publicados) (DIOGO et al., 2013 e CARDOSO et al., 2015).

Entrada QUINONA pICso | Entrada QUINONA pICso
1 PW49 4,962 9 4- Fluor tiol 4,490
2 PW65 4,346 10 Tiofenol 5,036
3 ESNJ101 4,092 11 4- Cloro tiol 3,800
4 ESNJS85 4,661 12 Metoxi tiol 4,225
5 ESNJg7 4,402 13 4- Metil tiol 4,077
6 ESNJ59 4,761 14 3- Metil tiol 3,783
7 ESNJ13 4,681 15 Pentafluor tiol 3,738
8 ESNJ58 3,444

Fonte: Autora.

Inicialmente esses compostos tiveram suas estruturas desenhadas, utilizando o programa
Gauss View 5.0 (DENNINGTON et al., 2009), submetidos a uma pré-otimizagao de geometria
em nivel AMI e, em seguida, em nivel de DFT (utilizando o funcional M06- 2X e conjunto de
bases 6-311+g(d,p), com auxilio do programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009). Os
autovalores de frequéncias vibracionais foram cuidadosamente observados para que ndo
houvesse frequéncias imaginarias, para garantir, assim, a obten¢do de um minimo de energia.

Em sequéncia, foram calculados diversos descritores eletronicos e estruturais, tais como
energias dos orbitais de fronteira, momento dipolar, polarizabilidade dentre outros que
pudessem ser relacionados as atividades bioldgicas apresentados pelos compostos em estudo.
O calculo dos descritores topologicos 2D e 3D foram feitos na plataforma online E-Dragon
(TETKO et al., 2005).

A proxima etapa foi a sele¢do dos descritores utilizando o método OPS (Ordered
Predictor Selection), a fim de selecionar os descritores mais significativos para a construcao do
modelo. O método quimiométrico de regressao PLS (Partial Least Squares) foi empregado na
construcdo de modelos que descrevam quantitativamente a relagdo entre os descritores e as
atividades biologicas. Essa etapa foi realizada utilizando os programas QSAR-modeling

(MARTINS et al., 2009) e Pirouette 3.11 (INFORMETRIX, 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Meio Aprético

5.1.1 Estudo eletroquimicos em meio aprotico: Aspectos gerais

A influéncia dos grupos substituintes na distribuicdo da densidade eletrénica nos
compostos quimicos aos quais estdo ligados interfere no potencial de redugdo dos mesmos, bem
como na estabilidade das espécies eletrogeradas. O efeito de grupos substituintes e sua posi¢ao
em uma série de substancias derivadas de um mesmo nucleo podem ser relacionados aos
parametros eletroquimicos (GOULART et al., 1997), pois qualitativamente, a presenca de
grupos eletrodoadores dificulta o processo de redugdo, pois aumentam a energia do LUMO ao
passo que grupos eletrorretiradores facilitam este processo (PAULA et al., 2006), por
diminuirem a energia deste orbital. O substituinte em posi¢ao orto deve ser avaliado com mais
cautela em fungdo da possibilidade de outros efeitos além das interagdes usuais como, por
exemplo, interacdes estéricas, efeitos de campo e ligacdes de hidrogénio (CAREY et al., 2007;
THOMAS, 2007).

A equagdo de Hammet ¢ muito 1til em eletroquimica para avaliar o efeito das interacoes
eletrnicas que os substituintes exercem, alterando as energias relativas entre reagentes e
produtos eletrogerados e consequentemente influenciando a termodindmica do processo. A
constante de Hammett (o) representa os diferentes efeitos que os substituintes podem exercer
no carater eletronico de um sistema aromatico, caracterizando os substituintes como
eletrodoadores ou eletrorretiradores, os quais facilitardo ou dificultardo o processo, a depender
da reacdo em questdo (CAREY et al., 2007).

Como ja mencionado, a redugdo das quinonas bem como a formagao e estabilizagdo dos
intermediarios eletrogerados sdo processos fortemente dependentes do ambiente molecular.
Esse fato pode estar relacionado ao somatério dos efeitos estruturais ¢ ao solvente na
estabilizacdo desse grupo eletroativo quando do processo de redugdo. Sturm e colaboradores
(2001) e Nunez- Vergara e colaboradores (2001) observaram, em meio aprotico, a influéncia
eletronica do substituinte nitro, considerando apenas os efeitos intrinsecos, em diferentes
posicdes no anel benzénico de uma série de isomeros 1,4-di-hidropiridinas, em relagdo ao
potencial de redugdo. Os mesmos perceberam a ocorréncia de potenciais de reducdo mais
negativos para o isdmero orto em relacdo aos derivados meta e para correspondentes. Neste
caso, as distor¢des de coplanariedade do grupo nitro, quando em posi¢do orfo, em virtude do

substituinte 1,4-DHP, diminui a interagao por ressonéncia e, portanto, o isdmero orto apresenta
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potencial de reducdo mais negativo quando comparado aos demais da série. Fato semelhante
foi observado por Paiva e colaboradores (2012) para uma série de isdmeros orto, meta € para-
nitroaromaticos. E possivel considerar, em analises qualitativas realizadas em solventes
apolares ou pouco polares, apenas os fatores intrinsecos (estruturais) (CAREY et al., 2007) na
formag@o e estabilizagdo dos intermediarios eletrogerados. Sabe-se que os efeitos eletronicos
sd0 mais sentidos nesses intermediarios do que nos compostos de partida, sendo possivel
compreender a facilidade de redug¢@o em decorréncia da maior estabilidade dos intermediarios
formados eletroquimicamente.

As quinonas, do presente trabalho, foram divididas em classes de acordo com suas
caracteristicas estruturais (Tabela 01) sendo que, em alguns casos, escolheu- se a andlise em
meio aprotico de apenas um dos compostos da classe em funcdo da similaridade
comportamental entre a quinona escolhida e os demais membros da classe em que a mesma esta
inserida:

v'Classe 1: derivadas da nor-B-lapachona, ostentando heterociclos triazolicos
diferentemente substituidos;

v'Classe 2: derivadas da nor-B-lapachona portadoras de um nucleo de enxofre
diretamente ligado ao anel diidrofurénico;

v'Classe 3: 1,4-naftoquinonas ostentando heterociclos triazdlicos diferentemente
substituidos;

v'Classe 4: derivados da nor-a-lapachona (1,4-naftoquinonadiidrofurano), ostentando
heterociclos triazolicos diferentemente substituidos;

v'Classe 5: derivados de o-lapachona (1,4-naftoquinonadiidropirano) portadoras da
funcdo amina ndo conjugada ao nucleo quindnico;

v'Classe 6: 1-azaantracenos-2,9,10-trionas ariladas;

v'Classe 7: derivados de o-lapachona ostentando heterociclos triazélicos diferentemente
substituidos.

v'Classe 8: ndo foi avaliada neste trabalho do ponto de vista eletroquimico, devido ao

numero grande de quinonas diferentes pertencentes a mesma.

CLASSE 1
A nor-B-lapachona ¢ a quinona-base cujas modificagdes estruturais geraram as demais

orto-quinonas estudadas na classe 1, cuja estratégia consistiu na inser¢ao de varios grupamentos
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na posi¢do 3 do anel diidrofuranonaftoquindnico dessa quinona base, juntamente com um anel
triazolico.

A nor-B-lapachona apresenta o comportamento eletroquimico tipico do grupo quinona
em meio aprotico, com duas ondas de reducdo monoeletronicas sequenciais, totalizando o
consumo de dois elétrons ao fim do processo redutivo (DE ABREU et al., 2005). A primeira
etapa de redugdo (Epci=-0,646 V) apresenta caracteristicas de reversibilidade, em que a entrada
de um elétron ao grupo quinonodide gera o anion radical quindnico (Q), também conhecido
como semiquinona, o qual ¢ oxidado em varredura reversa, para a quinona original. O segundo
processo de redugdo, também monoeletronico, resulta na formagio do didnion quindnico (Q%),

(Epc2=-1,180 V), em processo quase-reversivel (Figura 33).

Figura 33 Voltamograma ciclico (VC) e de pulso diferencial (VPD) da nor-B-lapachona (1 x 10> mol
L") em meio aprético (DMF/TBAP 0,1 mol L), v= 0,100 V s™.

14 _1Lur- beta- lapachona £,
=100 mV s™
|
2%
0y
I ’ 18 =0005Vs"
14} 5 2=0,050 V
Ml Epc, Epe, 2 Nor-beta-lapachona Epe, o
-16-14-12-10-08-06-04-02 0,0 -2,0 -1,6 -12 -0,8 ) -04 0,0
q E (V) vs. Ag|AgCI[CI (sat.) E(V) vs. AgIAgCI|CI (sat.)

Fonte: Autora.

A menor reversibilidade do dianion, esta relacionada a sua maior basicidade em relacao
a semiquinona que o originou, sendo esta mais suscetivel a reagdes quimicas acopladas, como
por exemplo, desproporcionamento (CRAWFORD et al., 1996; SOUZA, 2011). Em tal
processo, o anion radical semiquinona (Q=) desproporciona, levando a formagdo da quinona de
origem (Q) e do didnion quindnico (Q*) (Figura 34B). Tais observa¢des também foram
relatadas por Souza (2011). O voltamograma de pulso diferencial evidencia a formagdo dos
mesmos produtos de redugdo ja mencionados para a técnica de voltametria ciclica, com a
presenca de dois picos Epci e Epca, respectivamente -0,57 V e -1,088 V. A racionalizagdo
mecanistica do processo de redu¢cdo em duas etapas para esta quinona, em meio aprotico, segue

abaixo (Figura 34A).
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Figura 34 Racionalizagdo mecanistica do processo de reducdo em duas etapas para a nor-f3-lapachona

(A) e para o processo de desproporcionamento, referente ao seu anion radical semiquinona (B).

Anion radical Dianion
semiquinona quinénico

Anion radical Dhdnion
semiguinona lapachona quindnico

Fonte: Autora.

Os graficos diagnosticos de intensidade de corrente em fungdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura para Epci e analise do potencial de reducdo de primeira onda, em
funcdo do log da velocidade de varredura indicam respectivamente, um transporte de massa de

natureza difusional e reversibilidade para a primeira redugdo (Figura 35).

Figura 35 Anélise da corrente de pico (Ipci), para a primeira onda de redugdo em fungdo de v e grafico
de potencial de pico de primeira onda de reducdo em fungio do log v (DMF/ TBAP 0,1 mol L") para

nor-B-lapachona.
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Fonte: Autora.

As quinonas desta classe (exceto as que possuem grupo nitro e atomo de selénio em sua
estrutura) apresentaram comportamento eletroquimico tipico em meio aproético, ja comentado
acima para a nor-f-lapachona, com duas ondas de redu¢do monoeletronicas (Figura 33).

Apesar da auséncia de interacdo estrutural conjugativa entre o sistema quindnico € o anel
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triazolico, a inser¢do deste (ESNJ113 e derivados) influenciou no comportamento voltamétrico
através do deslocamento de potenciais de reducdo. O segundo processo redutivo relacionado a
formag@o do didnion quinonico no caso do composto fluorado apresentou menor caracteristica
de reversibilidade comparado aos demais. Segundo Souza (2011), a menor intensidade de
corrente da onda Epcz, pouco mais da metade da corrente observada em Epci, ¢ indicativo da
presenga de reagdes quimicas subseqiientes a formacdo da semiquinona, que tem sua
concentragdo reduzida na dupla camada elétrica da superficie eletrodica. Um possivel
mecanismo seria o desproporcionamento (Figura 34B). Os graficos diagnosticos indicam
transporte de massa de natureza difusional e reversibilidade para a primeira etapa de redug@o.
No caso da reducdo das quatro quinonas abaixo, a caracteristica eletroatraente facilitara
a reducgdo, por reduzir a energia do LUMO. Os valores de ¢ permitem predizer a ordem de
reducdo (Epci) das mesmas de acordo com os substituintes, embora as diferencas sejam muito
pequenas: valores de constante 6r= 0,06 > oy= 0> Ome= -0,17> Gome= -0,28, 0 que corrobora
com os dados obtidos: ESNJ58 (F) (Epci=-0,510 V) >ESNJ 13 (H) (Epci=-0,515 V) > ESNJ59
(OMe) (Epci= -0,520 V) > ESNIJ87 (Me) (Epci= -0,556 V). Em seguida os graficos
diagnosticos, os quais indicam semelhante comportamento ja observado para a nor- f3-

lapachona (Figura 36).
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Figura 36 Voltamogramas ciclicos dos derivados da nor-B-lapachona (1 x 10~ mol L") pertencentes a

classe 1 em meio aprotico (DMF/ TBAP 0,1 mol L), v=0,100 Vs
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Figura 37 Anélise da corrente de pico (Ipci), para a primeira onda de redugdo dos derivados da nor-f-
lapachona em fungdo de v'’* e respectivos graficos de potencial de pico de primeira onda de reducio em
fungdo do log v (DMF/ TBAP 0,1 mol L™).
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Fonte: Autora.

Os compostos com grupamento nitro em sua estrutura apresentaram maior facilidade de
redug¢@o em relagdo a nor-B-lapachona (Epciorw= - 0,579 V, EpCimer= - 0,567 V; EpcCipara= -

0,552 V), sendo o isdmero para, o mais facilmente reduzido. Essa facilidade se da em funcdo
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do efeito do grupo nitro eletroatraente, mesmo em auséncia de efeito mesomérico, devido a
auséncia de conjugacdo. Quando o grupo nitro estd em posi¢do para gera uma estrutura
candnica em que a carga positiva esta no carbono o do anel aromatico, estabilizando mais
eficientemente o intermediario eletrogerado apds a primeira redugdo do que estando este grupo
em posi¢do meta, facilitando a redu¢do do composto para nitroquinona em relagdo ao seu
isomero. No caso deste grupo orto posicionado, a proximidade entre o grupo quinona e o grupo
nitro favorece uma perda de coplanaridade que se reflete na diminui¢do da interagcdo por
ressonancia existente entre este ¢ o anel aromatico ao qual esta ligado (BROUDE et al., 1955).
Interagdes estéricas que resultem em quebra de coplanaridade entre grupos farmacoforicos, em
geral, resultam em ndo reconhecimento molecular por determinado receptor e
consequentemente, o mecanismo de acdo pode ser diferenciado para os compostos orto-
substituidos em relagdo aos isomeros de posi¢do, que ndo interferem na coplanaridade
(ABRAHAM, 2009). Além disso, o grupo nitro orto-orientado pode permitir a formagao de
ligacdo de hidrogénio intramolecular a depender do grupo circunvizinho, o que pode conferir
ndo somente particularidades que se refletem no incremento da atividade bioldgica como
também pode configurar um certo grau de restricdo conformacional no composto orto-
substituido que influéncia na interagdo com determinado ligante. Esse fato ¢ especialmente
marcante para o grupo nitro, que embora toxicoforico, confere importantes propriedades fisico-
quimicas aos compostos com atividade biologica, fruto do seu efeito de ressonancia potente
(BARREIRO et al., 2009; BARREIRO, 2016).

Os voltamogramas para a reducdo das nitroquinonas apresentaram trés ou quatro ondas.
Para o composto para-substituido, o voltamograma ciclico ¢ caracterizado por trés ondas de
reducdo e um ombro intermediario, sugerindo superposicao dos processos de reducdo dos dois
grupos eletroativos, nitro e quinona. Souza (2011), em seu trabalho com os isdmeros orto, meta
e para-nitroquinonas observou que esta ultima apresentou quatro ondas de redugdo
individualizadas. Em todos os casos, a primeira onda de redug@o apresenta caracteristica de
reversibilidade, como comentado anteriormente para o composto padrdo analisado. Em meio
aprotico, a primeira etapa de reducdo do grupo nitro ¢ também monoeletronica e reversivel,
com a formacdo do anion radical nitro. Os voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial
seguem abaixo (Figura 38).

O transporte de massa até a superficie eletrédica € controlado por processo difusional,
conforme linearidade entre as correntes de pico catédico (Ipci) em fungdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura (v!'?). Os potenciais de pico catddico, para o primeiro processo de
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reducdo (Epci) ndo apresentaram variagdo em fun¢do do log v indicando natureza reversivel

(Figura 39).

Figura 38 Voltamogramas ciclico e de pulso diferencial do composto ESNJ85 (1 x 10° mol L") em
meio aprotico (DMF/ TBAP 0,1 mol L), v=0,100 V s'. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo (Metrohm

3 mm), eletrodo de referéncia: Ag|AgCIl|CI e eletrodo auxiliar: fio de platina.
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Fonte: Autora.

Nem sempre em compostos com mais de um grupo eletroativo é possivel observar todos
os processos de redugdo individualizados. Hernandez e colaboradores (2008) e Armendariz-
Vidales (2014) estudando nitroquinonas com estruturas semelhantes a estas apresentadas aqui,
observaram semelhante dificuldade em individualizar os processos, recorrendo a estudos de
espectroeletroquimica, com o emprego da ressondncia de spin de elétron para maiores
esclarecimentos.

No presente caso da quinona ENSJ85, com grupo para-nitroaromatico, os processos
eletrorredutivos correspondem, na primeira onda, a formacao da semiquinona, seguida de uma
outra onda catodica, com evidéncia de ombro (em VPD), relacionada a redugao simultanea das
fungdes semiquinona (levando ao dianion aromatico) e nitro, formando o anion radical nitro e,
por fim, na ultima onda, com corrente de pico ligeiramente maior, ocorre a formacdo de
produtos de reducdo continuada do anion- radical nitro, processo bem estabelecido na literatura.
Um pico anddico intermediario, Epas, se torna aparente, quando a varredura é revertida em
potencial mais negativo. Este ¢ relativo a oxidagdo da hidroxilamina, produto da reducdo do
grupo nitroaromatico, envolvendo ao todo, 4 elétrons e 4 protons (no caso, a partir de agua
residual no solvente ou a partir de desprotonagdo do eletrolito de suporte). A proposta

mecanistica segue abaixo:
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(1) [Q]-PhNO: + & S [Q*]-PhNO,

(2) [Q*]-PhNO; + 2¢ S [Q*]-PhNO*

(3) [Q*]-PhNO2* + 3e/4H* — [Q*]-PhANHOH + H,0
(4) [Q]-PhNHOH - 2¢7/ 2H'— [Q]-PhNO

Figura 39 Analise da corrente de pico (Ipci), para a primeira onda de reducdo dos nitroderivados da
nor-B-lapachona pertencentes a classe 1 em fungdo de v'** e respectivos graficos de potencial de pico de

primeira onda de redugdo em funcio do log v (DMF/ TBAP 0,1 mol L™).
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Fonte: Autora.

As demais quinonas que compdem esta classe apresentam seus voltamogramas
representados abaixo. As duas primeiras (ESNJ101 e ESNJ103) apresentam além da estrutura
base da nor-B-lapachona (anel diidrofuranonaftoquinénico), um segundo grupo quinénico (1,4-
naftoquinona-3-amino) no extremo oposto da molécula e sdo distintas entre si apenas pela
presenga do atomo de cloro. A terceira quinona (ESNJ245) se destaca nesta classe por
apresentar um atomo de selénio (Figura 40). Com relacdo as quinonas ESNJ101 e ESNJ103
portadoras de dois sistemas quindnicos, ¢ importante salientar que neste caso ird ocorrer a
redugdo da porcdo orfo-naftoquinona mais facilmente em relacdo a porgdo para-naftoquinona
como ja bem observado por Tonholo e colaboradores (1998), dessa forma os picos Epci e Epcs
referem-se ao sistema diidrofuranonaftoquinénico e os picos Epcz e Epcs ao sistema 1,4-
naftoquindnico. A assimetria eletronica e a polaridade da liga¢do carbonilica sdo maiores em
sistemas orto- naftoquinonicos em relagao as carbonilas dispostas em posi¢ao 1,4. Isso se reflete
em eletrodeficiéncia em torno da regido carbonilica em sistemas orto e por consequéncia sao
mais susceptiveis a redugdo (Figura 40A ¢ B).

O primeiro e terceiro picos catodicos para as quinonas ESNJ101 e ESNJ103 apresentam

os mesmos valores de potencial (Epci= -0,52 V e Epcs= -1,00 V), provavelmente e
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respectivamente relacionados a formagao do radical semiquinonico e didnion nos sistemas orto-
quindnicos. Ha uma diferenca de respectivamente 360 mV e 195 mV entre os picos Epc: [(-
0,795 V) ESNJ 101 e (-0,648 V) ESNJ103] e Epcs [(-0,990 V) ESNJ 101 e (-1,007 V) ESNJ
103] em ESNJ 103 ¢ ESNJ 101. Esse fato deve estar relacionado ao a&tomo de cloro no sistema
naftoquindnico que, por ser um grupo eletrorretirador, facilita a entrada do primeiro elétron,
por diminuir a energia do LUMO na carbonila em ESNJ103, antecipando a formagao desta
espécie eletrogerada. O pico Epci em ESNJ 103 ndo ¢ bem definido quando comparado a
ESNJ101, por estar muito proximo a Epco.

As propriedades eletroquimicas de selenocompostos se assemelha qualitativamente as
dos tiocompostos. Os potenciais redox para esses compostos sdo fortemente dependentes da
estrutura da porcao organica da molécula, do solvente e do eletrélito de suporte (VIERTLER et
al., 2001). O primeiro pico catédico (Epci= -0,56 V) esta relacionado a formag@o do anion
radical semiquinona, sendo de natureza reversivel (Figura 40D), ja o segundo pico ¢ mal
definido e alargado talvez em funcdo do desproporcionamento sofrido pela orto-semiquinona.
Na regido anddica, observa-se um pico de alta intensidade de corrente, com praticamente o
triplo de intensidade e irreversivel (Ia= 1,32 V), mesmo em varreduras sucessivas (Figura 40
C). Segundo Dakova e colaboradores (1994) em meio aproético em estudos com o composto
seleneto de fenil benzila, o primeiro processo monoeletronico levou a formacdo do cation
radical selénio passivel de sofrer trés processos a depender da natureza do calcogénio presente
na molécula, do grupamento ligado ao mesmo e do meio: desprotonacdo, ataque nucleofilico

ao calcogénio e clivagem da ligacao carbono-calcogénio.
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Figura 40 Voltamogramas ciclicos dos demais compostos da classe 1 dos derivados da nor-p-lapachona
(1 x 10° mol L) em meio aprético (DMF/ TBAP ou DMF/ TBAPFs 0,1 mol L), v=10,100 Vs (A, B
e C). Grafico de potencial de pico de primeira onda de reducdo em fungdo do log v para composto ESNJ
245 (D).
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Fonte: Autora

CLASSE 02

Em virtude da variedade de estados de oxidagdo, o enxofre mostra uma versatilidade
surpreendente. Compostos sulfurados (S?7) sdo bons nucleodfilos em virtude dos pares de
elétrons ndo ligantes (3 sp?). Tidis reagem com haletos de alquila em presenga de base forte
originando, por ataque nucleofilico, sulfetos. A quimica do enxofre ¢ muito importante do ponto
de vista biologico, pois este elemento participa da estrutura de aminoacidos (metionina, cisteina
e homocisteina), de enzimas (acetil-CoA), coenzimas (centro redox Fe-S da succinato
desidrogenase), de vitaminas (B: e Bs) ¢ de hormonios. Sdo um dos antioxidantes biologicos
ndo enzimaticos mais importantes, tendo como exemplo, a glutationa (NELSON et al., 2013).

A literatura ndo traz muitos exemplos de quinonas contendo nucleos de calcogénios em
sua estrutura (GILES et al., 2001; GILES et al., 2003; FRY et al., 2005; SHAABAN et al.,
2012; DOERING et al., 2012; DA CRUZ et al., 2014; JARDIM et al., 2015) sendo dois os
estudos eletroquimicos em ambiente aprotico (DA CRUZ et al., 2014; JARDIM et al., 2015).

Compostos de selénio e enxofre apresentam propriedades comuns pois, a quimica do enxofre é
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semelhante a do selénio. Em geral, compostos organosselenados tendem a ser menos estaveis e
mais reativos que os respectivos sulfurados em virtude da ligacdo C-Se ser mais fraca do que
C-S em funcdo da energia do orbital 6C-Se ser menor que 6C-S (REICH et al., 2016).

Os produtos da oxidagdo eletroquimica desses compostos sao fortemente dependentes
da estrutura do grupo aril-alquil, do meio reacional e do teor de agua do solvente (BACIOCCHI
et al., 1991; FRANCE et al., 2004) sendo o primeiro a formagao do cation radical o qual pode
desprotonar, sofrer clivagem da ligacdo C-S, ataque nucleofilico no enxofre ou no anel

aromatico (DAKOVA et al., 1994) (Figura 41).

Figura 41 Possiveis produtos de oxidacdo das calcogenoquinonas em meio aprotico advindos dos
processos de desprotonagdo, clivagem da ligacdo C-S e ataque nucleofilico (Nu).
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Fonte: Autora.

Todas as observacgdes ja feitas em relagao a redug@o do grupo quinona sdo pertinentes a
esta classe, composta por 12 representantes, sendo a redugdo eletroquimica representada por
trés ondas catoddicas, as duas primeiras monoeletronicas referentes a quinona e a terceira, a
quebra da ligagdo C-S. A reducdo da ligacdo C-S ocorre em potenciais bem mais negativos
(Epcs > -2,5 V) em todos os compostos desta classe, sendo no tiofenol em torno de -2,7 V. A

proposta mecanistica segue abaixo:

(1)[Q]-spH-SR + ¢ S [Q*]-spH-SR

(2) [Q*]-spH-SR + ¢ S [Q*]-spH-SR

(3) [Q*]-spH-SR + 2¢ — [Q*]-spH-SR + ‘SR
(4) 'SR — *SR + &
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(5) 2*SR— RSSR

Os graficos diagnosticos de intensidade de corrente em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura para Epc e anélise do potencial de reducdo de primeira onda em funcao
do log da velocidade de varredura, indicam, respectivamente, transporte de massa de natureza
difusional e reversibilidade para a primeira redugao.

A ordem de redug@o vai estar relacionada aos efeitos que os substituintes promovem na
estrutura dos compostos dessa classe como ja mencionado acima nos aspectos gerais. Esta
classe ¢ composta por grupos eletrorretiradores como cloro (oci= 0,22), fluor (or= 0,06) e
grupos eletrodoadores como para-metila (ocus--0,17), meta- metila (ocns-- 0,06) e metoxila
(cocms=- 0,28), sendo dessa forma ordem de reducdo para estas quinonas a seguinte (dados da
tabela 04): AABoc tiol (-0,364 V) < tioacetato (- 0,562 V) < pentafluor tiol (-0,579 V) < 4-
Fluor tiol (-0,588 V) < 4- Cloro tiol (-0,590 V) < tiofenol (-0,594 V) < 4- Metil tiol (-0,598 V)
< 4- metil sulfanil tiol (-0,604 V) < 3 Metil tiol (-0,614 V) < 4 Metoxi tiol (-0,620 V) < Benzil
tiol (-0,624 V) < ciclohexano tiol (-0,655 V).

A classe 2 esta representada pelo tiofenol, padrdo para comparacdo, por ndo possuir
substituintes. Na regido anodica ha um pico irreversivel (Eaj=+ 1,30 V), gerando um produto
de oxidagdo que se reduz em Ep1 (- 0,20 V) e que, por sua vez, ¢ oxidado (Ea>=+ 0,43 V) em
ciclos sucessivos (Figura 42). Na oxidagdo, ¢ conhecido que substituintes eletrodoadores
facilitam o processo, por aumentar a energia do HOMO e favorecer a captura de elétrons.

A ordem de oxidagdo nesta classe ¢ (do mais facilmente oxidado ao mais dificilmente
oxidado): Cicloexano tiol (1,133 V) < 4- Metoxi tiol (1,138 V) < 3- Metil tiol (1,187 V) < 4-
Metil tiol (1,204 V) < Benzil tiol (1,211 V) <4- Cloro tiol (1,200 V) < tioacetato tiol (1,250 V)
< 4- Metil sulfanil tiol (1,290 V) < tiofenol (1,300 V) < AA Boc tiol (1,321 V) < 4- Fluor tiol
(1,340 V) < pentafluor tiol (1,350 V).



97

Tabela 04 Parametros eletroquimicos, a partir da técnica de voltametria ciclica dos compostos

pertencentes a classe 2 em meio aprotico (DMF/ TBAPFs 0,1 mol L), v=0,100 V s

Epci Epc: Epcs Epa: Epa: Epas Eai Ep: Ea;

QUINONAS | "vy vy m » M ™) V) ) V)
AABoc tiol -0,364 -0,558 -2,184 -0,815 -0410 -0,144 +1,321 -0,271 -
Tioacetato tiol -0,562 -1,538 -2,108 -1,460 -0,001 +0,356 +1,250 -0,231 +0,474
Pentafluor tiol -0,556 -1,029 -2,63 -0,860 -0474 +0,242 + 1,350 -0,170 + 0,505
4-Fluor tiol -0,588 -1,073 -2,700 -0,949 -0,500 +0,120 +1,340 -0,228 + 0,492
4-Cloro tiol -0,590 -1,148 -2,571 -1,040 -0,510 -0,069 +1,200 -0,134 +0,441
Tiofenol -0,594 -1,067 -2,696 -0955 -0499 +0,094 +1,300 -0,167 + 0,430
4-Metil tiol -0,598 -1,086 -2,714 -0,988 -0,492 +0,036 + 1,204 - 0,286 + 0,502
4-Metil sulfanil | - 0,604 -1,166 -2,618 -1,069 -0,517 -0,061 +1,299 -0,219 + 0,506
tiol
3-Metil tiol -0,614 -1,154 -2,752 -1,048 -0,512 +0,010 + 1,187 -0,219 + 0,486
4-Metoxi tiol -0,620 -1,168 -2846 -1,073 -0,526 -0,121 +1,138 - 0,235 + 0,459
Benzil tiol -0,624 -1,189 -2,863 -1,088 -0,530 - +1,211 - 0,207 + 0,456
Cicloexano tiol -0,655 -1,205 -2,873 -1,092 -0,558 - +1,133 -0,145 + 0,459

Fonte: Autora.

Em ambiente biologico, segundo Maeda e colaboradores (1999), uma das reacdes de
oxidacdo mais comuns e possivel de ocorrer em compostos contendo nicleo de enxofre é a
perda de um elétron, formando um cation radical, seguida da perda de um segundo elétron,
formando um dication. Ataque de endonucledfilos sdo possiveis. Outra proposta, segundo
Abraham (2009) e Barreiro e colaboradores (2009) e, provavelmente mais aceita, seria a
oxidacdo do heterodtomo, uma transformacdo metabdlica comum para compostos contendo
nucleos de N ou S e pertencente a fase de biotransformacdo ou fase 1 do metabolismo de
xenobidticos, em geral, promovida pelo citocromo P450. Na fase 2 do metabolismo,
provavelmente a conjugacdo com a glutationa poderia ser uma proposta para detoxificagdo
desse composto também em fun¢do do grupo quinona, um processo catalizado pela enzima

glutationa S- transferase (Figura 43).
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Figura 42 Voltamogramas ciclicos do tiofenol (1 x 10~ mol L) pertencente a classe 2 dos derivados
da nor-B-lapachona em meio aprético (DMF/ TBAPFs 0,1 mol L), v 0,100 V s™'. Analise da corrente
de pico (Ipci), para a primeira onda de redugdo em fungdo de v'? e grafico de potencial de pico de

primeira onda de reduco em fung¢do do log v (DMF/ TBAPFs 0,1 mol L™).
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Figura 43 Proposta do metabolismo de fase 1 de compostos da classe 2 de possivel ocorréncia em
ambiente bioldgico e promovido pelo citocromo P450. Abaixo apenas a representacdo do grupo heme

da enzima que apresenta 4 nitrogénios pirrélicos e o enxofre da cisteina (Cys).
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Fonte: Autora (adaptado de ABRAHAM, 2009, BARREIRO et al., 2009).

CLASSE 03

A classe a seguir ¢ composta por trés para-naftoquinonas contendo em sua estrutura um
ntcleo triazolico. O processo de reducdo observado para os membros da classe 1 se repete neste
caso com a ressalva ja mencionada de que as orfo-quinonas se reduzem mais facilmente que as
para-quinonas (TONHOLO et al., 1998) e que o composto ESNJ 242 contendo um atomo de
selénio em sua estrutura acresce em seu processo redutivo um pico catdédico em potencial muito
negativo referente a quebra da ligagcdo C-Se. O anel triazolico interfere fortemente nos valores
de potencial em virtude da conjugacdo do mesmo com o sistema quindnico. Nesse caso a ordem
de redugdo para os mesmos é: PW49 (Epcl=- 0,28 V) <PW65 (Epcl=- 0,29 V) < ESNJ 242
(Epcl1=-0,31 V).

A diferenca pequena entre os valores concernente ao potencial de reducdo de primeira
onda dos compostos PW65 e PW49 se d4 em virtude do grupamento metoxila estar muito
afastado das carbonilas quinonicas. Os graficos diagndsticos indicam a mesma tendéncia ja
observada: transporte de massa de natureza difusional e reversibilidade para a primeira reducéo

(Figura 44).
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Figura 44 Voltamograma ciclico da quinona PW49 (1 x 10~ mol L") pertencente a classe 3 em meio
aprético (DMF/ TBAPF0,1 mol L), v=0,100 V s™'. Analise da corrente de pico (Ipc), para a primeira
onda de redugio em fungio de v'"* e grafico de potencial de pico de primeira onda de redugao em fungao

do log v (DMF/TBAPFs 0,1 mol L™).
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Fonte: Autora.

CLASSE 04

Nesta série derivada da nor-a-lapachona, dois pares de picos catodicos e anddicos, como
esperado, caracteristicos da redugdo do grupo eletroativo quinona podem ser observados. Os
valores das diferencas entre os potenciais de pico anddico e catodico Epci (- 0,489 V)/ Epa; (-
0,415 V) e Epca (- 1,045 V)/Epaz (- 0,929 V) para as quinonas (Figura 45) ultrapassam o valor
teorico correspondente a transferéncia reversivel de um elétron, sugerindo a possibilidade de
desproporcionamento, reforgada pelo segundo par de picos que mostrou ser mal definido e
muito menor. Tonholo e colaboradores (1998) ¢ Ferreira ¢ colaboradores (2013) observaram
comportamento similar para um conjunto de quinonas também derivadas da nor-o-lapachona.
As observagdes sobre o calcogénio no composto ESNJ243 pertencente a esta classe e sobre o

anel triazolico feitas nas classes anteriores sdo pertinentes nesta.



101

Figura 45 Voltamograma ciclico da quinona 3402 (1 x 107 mol L") pertencente a classe 4 em meio
aprético (DMF/ TBAPF 0,1 mol L), v= 0,100 V s™'. Analise da corrente de pico (Ipc:), para a primeira
onda de redugio em fungio de v'"* e grafico de potencial de pico de primeira onda de redugao em fungao

do log v (DMF/ TBAP 0,1 mol L™).
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CLASSE 5

Esta classe, composta por dois isomeros, ¢ um caso semelhante ao estudado por Souza
(2011) e que remete as observagdes feitas para as nitroquinonas da classe 1. Os estudos
eletroquimicos evidenciaram o comportamento caracteristico das fun¢des quinona e nitro em
ambiente aprotico. A reducdo do grupo nitro nesse meio também ocorre em duas etapas
individuais. A primeira é relacionada a formagdo do anion radical nitro (RNQOy%), processo
reversivel monoeletronico seguido de um segundo processo redox irreversivel, em que esta
espécie gerada na primeira etapa ¢ reduzida a hidroxilamina (RNHOH). As analises dos
parametros eletroquimicos, corrente e potencial de pico catddico, indicam um transporte de
massa controlado por processo difusional. Em relacdo aos potenciais de pico catodico, para o
primeiro processo de redugdo (Epci), os mesmos apresentaram pouca variagdo em funcao do
log v. Além disso, segundo a diferenca entre os potenciais de pico anddico e catodico (AE = 85

mV) para o par Epcl/ Epal, pode-se caracterizar o processo como quasi-reversivel (Figura 46).
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Um dos aspectos mais importantes a ser destacado nesta classe ja foi abordado nas
nitroquinonas na classe 1: dificuldade de se individualizar os processos redutivos quando o
composto ou grupo de compostos apresenta mais de um grupo eletroativo passivel de reducdo
em faixas proximas ou mesma faixa de potencial. Hernandez e colaboradores (2008) estudaram
uma meta- nitroquinona derivada da nor-B-lapachona e Armendariz-Vidales e colaboradores
(2014) complementaram este estudo com os isdmeros orto e para, ressaltando esta situacao e
recorrendo a estudos de espectroeletroquimica para ajudar a elucidar o mecanismo, como ja
mencionado. Os isOmeros meta € para apresentaram respectivamente trés e quatro ondas
individualizadas.

Questionamentos acerca do mecanismo de redugédo desses isdmeros, especialmente apos
a primeira etapa de redugdo, persistem. O primeiro pico se refere a formacdo do anion radical
semiquinona, mas uma diavida surge sobre o segundo processo de redugdo e se 0 mesmo estaria
relacionado ao dianion advindo da redugdo monoeletronica da semiquinona ou se seria relativo
ao radical resultante da reducdo do nitro, ja observado em outros trabalhos. Com o intuito de
esclarecer os questionamentos sobre o processo redutivo desses compostos foram realizados
estudos computacionais (item 5.8) a fim de ajudar a elucidar o mecanismo relativo a tais
quinonas. Vale ressaltar que as demais consideragdes feitas para as nitroquinonas pertencentes
a classe 1 sdo concernentes nesta série.

Como sera explicado adiante (item 5.8), os calculos estruturais eletronicos sugerem a
seguinte ordem de reducdo, segundo os sitios de captura de elétrons: quinona, nitro e por fim
quinona para o composto ESNJ110 cujo grupamento nitro se encontra em posi¢ao para. Dessa

forma a proposta de mecanismo de redugdo seria a seguinte:

() [Q]-PhNO:+ ¢ S [Q®]-PhNO2

(I) [Q%]-PhNO; + ¢ S [Q%]-PhNO,*

(IIT) [Q®]-PhNO2*+le- S [Q*]-PhNO:*

(IV) [Q*]-PhNO:* + 3e7/4H+ — [Q*]-PhNHOH + H,O

Quanto ao isdmero ESNJ104, é consensual, na primeira reducgdo, a geracdo do anion
radical semiquinona, assim como ocorreu para ESNJ110, mas os estudos computacionais ndo
foram muito esclarecedores sobre qual grupo eletroativo se reduziria na segunda redugdo uma
vez que as diferengas de cargas em torno dos grupos quinona e nitro geraram valores muito
proximos, nao sendo possivel uma proposta mecanistica conclusiva sobre qual processo ocorreu

primeiro.
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Figura 46 Voltamogramas ciclicos das nitroquinona ESNJ 110 e ESNJ 104 (1 x 10 mol L) pertencente
a classe 5 em meio aprotico (DMF/ TBAP 0,1 mol L), v= 0,100 V s”. Analise da corrente de pico
(Ipci), para a primeira onda de redugdo em fungio de v’ e gréfico de potencial de pico de primeira onda

de redugdo em fungio do log v (DMF/ TBAP 0,1 mol L™).
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Fonte: Autora.

CLASSE 6
Para representar esta classe formada por cinco compostos foi escolhida a quinona RLB

763 (Figura 47). Ha duas nitroquinonas (orfo ¢ para) compondo esta série, portanto, as
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observagdes ja feitas para as nitroquinonas anteriores sdo validas neste caso, bem como as
observagdes feitas para o grupo eletroativo quinona. O atomo de cloro ndo exerce muita
influéncia sobre o processo redutivo da quinona uma vez que se encontra muito distante na
estrutura e a diferenca de potencial de primeira onda entre esta (Epci=- 0,520 V) e o composto
RLB800 (Epci= - 0,529 V), portador da mesma estrutura com exce¢ao do atomo de cloro ¢

pequena (apenas 9 mV).

Figura 47 Voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial da quinona RLB 763 (1 x 10° mol L")
pertencente a classe 5 em meio aprético (DMF/ TBAP 0,1 mol L"), v=0,100 V s™'. Anélise da corrente
de pico (Ipc)), para a primeira onda de reducio em fungdo de v'* e grafico de potencial de pico de

primeira onda de redugdo em funcio do log v (DMF/ TBAP 0,1 mol L™).
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CLASSE 7

Esta classe apresenta a mesma estrutura que sustenta o anel quindnico da classe 5
acrescidos do anel triazolico. As mesmas observagoes realizadas sobre o nuicleo de selénio e
sobre a redugdo da classe quinona sdo pertinentes também nesta classe. O composto 3397 se
reduz mais facilmente (Epci=-0,624V) que o composto 3384 (Epci=-0,633 V), mas a diferenga

¢ pequena. O composto ESNJ 244, assim como os demais com nucleo de calcogénio na



105

estrutura apresenta uma terceira onda catédica em potencial mais negativo (Epc3=-1,281 V)

em funcdo da reducdo desse grupo (Figura 48).

Figura 48 Voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial da quinona 3397 (1 x 10 mol L) pertencente
a classe 7 em meio aprotico (DMF/ TBAP 0,1 mol L), v= 0,100 V s”'. Analise da corrente de pico
(Ipci), para a primeira onda de redugdo em fungio de v’ e gréafico de potencial de pico de primeira onda

de redugdo em funcio do log v (DMF/ TBAP 0,1 mol L™).
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Fonte: Autora.

5.1.2 Estudos de Quinonas, em Meio Aproético, em Presenca de Oxigénio

Como ja mencionado, as quinonas podem atuar, em presenca de oxigénio, pelo
mecanismo de transferéncia de elétrons seguido de estresse oxidativo (TE/ EO). Essa classe de
compostos pode sofrer uma reducdo monoeletronica originando o anion radical semiquinona e
este pode transferir o elétron para o oxigénio molecular formando o anion radical superédxido.

Este, por sua vez, pode ser transformado em perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, espécies
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reativas que uma vez presentes em sistemas vivos desenvolvem uma sequéncia de eventos que
perturbam a homeostasia e conduzem ao estresse oxidativo. O oxigénio tem um papel
importante na geracdo de EROs e no processo de ciclagem redox possivel de ocorrer em
quinonas (KOVACIC et al., 2000; KOVACIC et al., 2014).

As quinonas a seguir foram avaliadas quanto a sua reatividade frente ao oxigénio.
Procedeu-se o estudo em solvente organico (DMF). O uso do solvente organico se justifica
devido a trés principais fatores: anion radical superdxido ¢ instavel em meio prético; ha
necessidade de mimetizar o ambiente hidrofobico das membranas biologicas, além da
necessidade de formar semiquinonas, a partir da transferéncia de um elétron possivel,
principalmente, em auséncia de fontes de protons. A reducdo do oxigénio ao anion radical
superoxido € reversivel e ocorre em potencial em torno de -0,8 V vs. Ag|AgCI|Cl- em meio
aprotico (DMF/ TBAP) (ANTUNES et al., 1996; SONG et al., 2010; AUGUSTO et al., 2011).

Com as sucessivas adi¢des de oxigénio, o perfil eletroquimico referente a primeira
reducdo monoeletronica ¢ visivelmente alterado. Além do deslocamento dos valores de
potencial catddico, a corrente associada ao processo redutivo aumenta com o incremento de
oxigénio e ha a reducdo e posterior desaparecimento do pico anddico, evidenciando a interacao
das semiquinonas, com o oxigénio, em um processo homogéneo de transferéncia de um elétron
(Figura 49). O processo de interacdo dos anions radicais formados com o oxigénio ¢ um

mecanismo eletroquimico- quimico catalitico regenerando a quinona (FERREIRA, 2013):

Qre 5Q
Q*+0:—>Q+ 0"

Evidenciou-se a capacidade de geracdo do anion radical superdxido (SONG et al.,
2010). As constantes de associagdo entre semiquinonas ¢ o oxigénio foram obtidas ¢ a ordem
de reatividade observada foi a seguinte: 3-Metil tiol < RLB827 < RSL 170 = 4-Metil tiol <
tiofenol < 4- Fluor tiol = RLB 800 = RLB 874 < 3-Metil sulfanil tiol < RLB 904 <RLB 763 <
4-Metoxi tiol < ESNJ 244 < 3384 < 4-Cloro-tiol.
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Figura 49 Voltamogramas ciclicos para algumas quinonas em DMF/TBAP ou DMF/TBAPF;s (0,1 mol
L"), eletrodo de carbono vitreo (3 mm), em presenca de diferentes concentracdes de oxigénio; v = 0,05
V s (a esquerda). Curva de saturaciio para Ipr/ Ipo em fungio da concentragio de oxigénio para calculo

da constante aparente de reatividade (a direita).
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5.3. Atividade Citotoxica

As quinonas da classe 02 foram submetidas a uma triagem citotoxica a partir do teste
do MTT tendo entdo o valor de ICso (concentragdo do composto necessaria para promover 50%
de inibi¢do de certa atividade) calculado. Tais substancias foram avaliadas frente as linhagens
tumorais PC3 (cancer de prostata), HCT-116 (c6lon-humano), SF-295 (gliobastoma) K562
(leucemia mieloide cronica) e em relagdo a linhagem nao tumoral PBMC (células ndo nucleadas
do sangue periférico). A atividade citotoxica de nor B-lapachona ja estd descrita na literatura

(DA SILVA JUNIOR et al., 2009; DA SILVA JUNIOR et al., 2010; ARAUJO et al., 2012),
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porém a dos 12 derivados inclusos nesse trabalho frente a células tumorais ainda ndo havia sido
realizada. A atividade citotoxica de tais amostras esta apresentada na tabela abaixo, com seus

respectivos valores de ICso (Tabela 04).

Tabela 04 Valores de ICso com um intervalo de confianga de 95% obtido por regressdo ndo linear a
partir de dois experimentos independentes, realizados em triplicata em quatro linhagens de células

cancerigenas e uma linhagem nao tumoral.

MTT [ICso pg. mL-! (uM)]

Linhagens/ SF-295 PC3 K562 HCT-116 PBMC
Quinonas (Glioblastoma) (Prostata) (Leucemia) (Colorretal) (Sangue)
4-Metoxi tiol 1,421 (3,88) 0,9729 (2,7) 0,5273 (1,4) 0,7571 (2,1) 1,733 (4,73)
-vietoxi tio 0,9161-2,204 0,8342 - 1,135 0,4033- 0,6894 0,7038-0,8145  1,555- 1,930
A-Fluor tiol 8,545 (24,11) 1,331 (2,09) 0,8510 (2,4) 0,7410 (2,1) 1,957 (5,52)
-riuor tio 7,820- 9,336 1,199 - 1,478 0,7641- 0,9479 0,6315-0,8694  1,581-2,422
Tiofenol 1,425 (4,24) 1,275 (2,12) 0,3110 (0,9) 0,7134 (2,1) 1,195 (3,55)
loleno 0,6229- 3,262 1,163- 1,398 0,2799- 0,3457 0,6194- 0,8216 1,072- 1,333
. 1,606 (3,77) 1,299 (3,32) 1,142 (2,7) 1,414 (3,3) 1,385 (3,25)
Pentafluor tiol 1,218-2,118 1,108- 1,523 0,8800- 1,483 1,201- 1,665 1,277 1,503
A-Metil tiol 1,721 (4,91) 1,532 (3,47) 0,5728 (1,6) 1,217 (3,5) 1,657 (4,73)
-Mvietit tio 1,565- 1,892 1,393- 1,684 0,5097- 0,6436 1,100- 1,346 1,515- 1,812
4-Clor tiol 1,793 (4,83) 1,399 (3,36) 0,5525 (1,5) 1,246 (3,4) 1,444 (3,89)
1,624- 1,979 1,270- 1,542 0,5057- 0,6036 1,055- 1,472 1,300— 1,603
3 Metil tiol 1,519 (4,33) 0,8059(2,19) 0,7290 (2,1) 0,7675 (2,2) 1,161 (3,31)
0,9435- 2,446 0,6985 -0,9298 0,6827- 0,7784 0,6606-0,8916  1,066— 1,265
. . 3,880 (15,29) 1,382 (4,0) 5,237 (15.,3) 1,353 (3,9)
Ciclohexano tiol > 10 2,949- 5,105 1,105- 1,728 4,995- 5,491 1,247 1,468
. . 1,099 (3,63) 2,806 (5,03) 0,7650 (2,5) 1,520 (5,0) 1,815 (6,0)
Tioacetato tiol 0,8397- 1,438 2,492 3,159 0,6506- 0,8994 1,310- 1,765 1,662 1,981
Benzil tiol 1,452 (4,14) 1,470 (2,16) 0,7572 (2,2) 0,7570 (2,2) 1,860 (5,31)
enzit tio 0,7971- 2,645 1,316- 1,643 0,6689- 0,8571 0,6999- 0,8188  1,675- 2,066
. - 1,183 (3,09) 1,412 (1,98) 0,5345 (1,4) 0,7573 (2,0) 1,583 (4,14)
4-Metil Sulfanil tiol | 5437 7 487 1,262- 1,580 0,4849-0,5891  0,6421-0,8933  1,416- 1,770
. 6,950 (15,1) 8,525 (18,5) .
AA Boc Tiol > 10 > 10 6,228- 7,756 7,856-9,252 ND
0.87
B-lapachona 0,91 (0,74- 1,11)c 1,56 (1,34- 1,98)e 1,47 (1,23- 1,78)e 0.74.0.954 > 20,6¢
Nor--lapachona | 1,58 (1,31-1,88)a 1,98 (1,53-223)b 1,62 (1,44- 1,79)b - >21,9a
.. 0,25 0,44 0,46 0,11 .
Doxorrubicina 0,22-0,28 0,34-0,54 0,45-0,47 0,08-0,14 ND

*ND= ndo definida; a. Extraido de DA SILVA JUNIOR et al., 2007; b. Extraido de CAVALCANTI et al., 2011;
¢. Extraido de DA SILVA JUNIOR et al., 2010; d. Extraido de VIEIRA et al., 2015; Extraido de CAVALCANTI,
2010.

Fonte: Autora.

Os resultados de I1Cso (concentrac@o efetiva que ocasiona a morte de 50% das células)
obtidos para a linhagem de células de glioblastoma foram inferiores a 2 pg/mL, exceto para os
compostos 4-fluor tiol, ciclohexano tiol € AA Boc tiol, sendo os valores de ICso para estes casos
8,525 ng/mL e superiores a 10 pg/mL. Ao avaliar a linhagem de cancer de prostata, valores de
ICso menores do que 1 pg/mL sdo obtidos para os compostos 4-metoxi tiol e 3-metil tiol. A
maior parte dos compostos apresentaram valores de 1Cso compreendidos entre 1 e 2 pg/mL e

apenas duas quinonas, ciclohexano tiol e AA Boc tiol, apresentaram os maiores valores de ICso
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do grupo de substincias analisadas. Essa tendéncia referente a essas duas tiltimas quinonas se
da em todas as linhagens de células tumorais abordadas no experimento.

Para a linhagem de cancer de célon, os compostos que apresentaram valores de 1Cso
superiores a 1 pg/mL foram 4-metoxi tiol, 4-fluor tiol, tiofenol, 3-metil tiol, benzil tiol e 4-metil
sultanil tiol. Tais quinonas, acrescidas dos compostos 4- metil tiol, 4- cloro tiol e tioacetato tiol,
apresentaram situag@o inversa na linhagem de células leucémicas, ou seja, os valores de ICso
foram inferiores a 1 pg/mL. Usando o critério de classificagdo de Perez-Sacau e colaboradores
(2007), em que as naftoquinonas testadas sdo classificadas como compostos com alta atividade
(ICs0< 2 pM), moderadamente ativas (2 uM< ICso< 10 uM) ou inativas (ICso> 10 pM), pode-
se observar que quase todas as quinonas apresentaram valores de I1Cso abaixo de 2 uM com
excegdo da 4-fluor tiol (linhagem gliolastoma), ciclohexano tiol (glioblastoma, prostata e
colorretal), tioacetato tiol (prostata e colorretal) e AABoc tiol que em todas as linhagens
apresentou valores de ICso superiores a 6 uM, classificando-a como inativa.

Para todas as amostras foi calculado o indice de seletividade (IS) (Tabela 05). Este
indice permite avaliar a seletividade de um determinado composto entre uma linhagem
neoplésica e uma normal, indicando seu potencial para futuros testes clinicos. O calculo deste
indice corresponde a divisdo entre o valor da ICso de cada composto-teste na linhagem de
células normais PBMC e o valor da ICso de cada composto na linhagem de células neoplasicas
(IS= ICso PMBC/ ICso células neoplasicas). O indice de seletividade foi utilizado por Queiroz
e colaboradores ao avaliarem, in vitro, a atividade antineoplésica de plantas do cerrado e
posteriormente por Nakamura e colaboradores (2006) ao estudarem a atividade leishmanicida

do extrato hidroalcdolico e de fragdes obtidas de folhas de Piper regnelli (Piperaceace).
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Tabela 05 Valores de indice de seletividade [IC50 (células ndo tumorais)/ IC50 (célula tumoral)] das

quatro linhagens de células anticancerigenas.

Indice de seletividade ICso (células niio tumorais)/ ICso (célula tumoral)

Linhagens/ SF-295 PC3 K562 HCT-116

Quinonas (Glioblastoma)  (Prostata) (Leucemia) (Colorretal)
4- Metoxi tiol 1,22 1,25 2,3 3,14
4- Fluor tiol 0,23 0,17 0,20 0,27
Tiofenol 0,84 0,66 2,11 2,96
Pentafluor tiol 0,86 0,66 0,58 0,41
4- Metil tiol 0,96 0,63 1,10 0,90
4- Cloro tiol 1,79 1,40 0,55 1,25
3- Metil tiol 0,76 0,95 1,30 1,70
Ciclohexano tiol ND* 0,35 0,98 0,07
Tioacetato tiol 1,65 0,59 0,77 0,51
Benzil tiol 1,28 0,87 1,15 1,52
4-Metil Sulfanil tiol 1,34 0,95 1,77 2,34
AA Boc Tiol ND* ND* ND* ND*
p-lapachona ND* ND* ND* ND*
Nor- pB-lapachona ND* ND* ND* ND*
Doxorrubicina ND* ND* ND* ND*

*ND= nao definida
Fonte: Autora.

Suffness e colaboradores (1991) consideraram IS significativo quando o composto em
questdo apresenta um valor maior ou igual a 2,0, indicando que o composto apresenta duas
vezes mais atividade na linhagem de células neoplésicas do que em células normais, tendo,
portanto, acdo anticancer. O indice de seletividade encontrado para os compostos avaliados
neste trabalho variou entre 0,2- 3,14 pg/mL. Apenas trés quinonas apresentaram valores de IS
superiores a 2, sendo estas: 4-metoxi tiol em que os valores de IS sdo 2,3 pg/mL e 3,14 pg/mL
respectivamente para as linhagens K562 e HCT-116, o composto tiofenol cujo IS foi de 2,11
ug/mL em K562 e 2,96 pg/mL na linhagem HCT-116 e finalmente a substancia 4-metil sulfanil
tiol com indice de 2,34 na linhagem HCT-116. As demais amostras apresentaram valores de IS
inferiores a 2,0, indicando baixa seletividade.

A atividade de compostos biologicamente ativos estd diretamente relacionada as suas
propriedades fisico-quimicas, pois 0s mesmos precisam atravessar os tecidos e alcancar seu(s)
sitio(s) receptor(es) para que possam desempenhar sua a¢ao, desencadeando por conseguinte, a
resposta biologica (BARREIRO et al., 2009). Entre as propriedades fisico-quimicas mais
importantes para o estabelecimento da atividade biologica de compostos quimicos citam-se as
de natureza estérica, eletronica e hidrofobica, propriedades relacionadas aos efeitos eletronicos
transmitidos por grupos substituintes presentes nas moléculas (TAVARES, 2004).

Compreender a dimensao e natureza desses efeitos sdo fundamentais para o entendimento das
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relagdes entre estrutura quimica e atividade biologica (LABUTE, 2000; TAVARES, 2004). Em
eletroquimica, o principal parametro de correlagdo com a atividade bioldgica de um grupo em
questdo ¢ o potencial de redugdo referente a primeira onda (Epci) (HILLARD et al., 2008; DE
ABREU et al., 2011). Pode-se perceber que a possivel atividade atribuida aos compostos
quindnicos depende dos valores de Epci, apesar da inexisténcia de uma correlagdo linear no
grafico. Ha uma faixa 6tima de potencial de redu¢do. Todos os compostos presentes na area
demarcada no grafico (linha tracejada), com valores de potencial de redugdo de primeira onda,
maiores (menos negativos) que -0,7 V, foram ativos. H4 uma faixa ideal para a atividade
(Figura 50). O composto mais facilmente redutivel, o AA Boc tiol, comparado aos demais,
apresentou um maior valor de ICso para todas as linhagens cancerigenas. Uma possivel
explicacdo seria a de ser reduzido fora de seu sitio de acdo, sofrendo reacdes de degradacdo. As
quinonas 4-fluor-tiol e ciclohexano tiol referente a linhagem SF-295 ficaram fora dessa area
demarcada.

Pode-se observar que as modificagdes na posicdo 3 do anel naftofuranoquinénico
resultaram em uma série analoga mais bioativa que a nor-p-lapachona em todas as linhagens
para a maior parte dos compostos. O composto -lapachona foi adicionado a tabela por ser uma
quinona de referéncia em atividade biologica, tendo sido esta mais ativa na linhagem SF-295
(glioblastoma) que a nova série. Com relagdo as demais linhagens tumorais houve variagdes,
mas a maior parte das novas quinonas foram mais bioativas que a B-lapachona.

A busca racional por compostos candidatos a agentes terapéuticos vem ganhando mais
destaque em func¢do da estrutura quimica estar relacionada a atividade bioldgica. Por
similaridade, compostos com estruturas quimicas analogas podem apresentar atividades
farmacoldgicas semelhantes. Dessa maneira, o estudo racional de uma série de compostos
bioavaliados pode fornecer informacgdes a cerca de grupos farmacofoéricos envolvidos no
mecanismo de agdo biologica, os quais serdo fundamentais no desenvolvimento de uma
estrutura- prototipo (BARREIRO, 2009). Na classe estudada, a inser¢do de um atomo de
enxofre aumentou a polarizabilidade, conferiu um incremento de lipossolubilidade
(BARREIRO et al., 2009) o que sugere uma alteragdo no perfil relacionado a este aspecto em

relag@o a nor-f-lapachona.
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Figura 50 Correlagdo entre os potenciais de pico catodico (Epci) e a concentragdo inibitéria minima
(ICs0) em quatro linhagens de células cancerigenas e uma linhagem ndo tumoral para as quinonas da

classe 2.
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Fonte: Autora.

Outro ensaio de MTT utilizando células do epitélio alveolar de adenocarcinoma humano
(A549) (Figura 51) foi realizado apenas para as amostras tiofenol, 3-metil tiol, 4-metil tiol, 4-
cloro tiol e 4-metoxi tiol, utilizando as concentragdes 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 5 upM e 10 uM
para cada uma das amostras. Nas concentracdes 0,01 pM e 0,1 uM, ndo houve citotoxicidade
expressiva dos compostos testados, uma vez que os grupos- teste se mantiveram com valores
percentuais proximos ao grupo controle. Ja nas duas concentragdes mais elevadas houve uma
redu¢do de mais de 50% de células vidveis. As quinonas 3-metil tiol e 4-metil tiol apresentaram
respostas bem semelhantes nas concentragdes 1, 5 ¢ 10 uM sugerindo que a mudanga na posigéo
do grupo metila ndo influenciou numa resposta diferenciada quanto a citotoxicidade nessa
linhagem. Esse fato procedeu no ensaio de MTT anterior e ndo refletiu em uma grande diferenca
nos valores de seletividade para esses isomeros. Ja no caso do tiofenol, a auséncia do grupo
metila implicou em um comportamento semelhante para as trés maiores concentracdes. Em
compostos bioativos, a inser¢do de um grupamento (alquila, halogénio, nitro etc) pode
modificar profundamente diversos parametros como biodisponibilidade, coeficiente de
particdo, densidade eletrénica, afetar a interagdo do substituinte com seu receptor além de
interferir na poténcia, durago e a natureza do efeito em ambiente celular (WERMUTH, 2003).
De forma geral, segundo da Silva Junior e colaboradores (2007) a presenca de grupos
eletrorretiradores em derivados nor-f-lapachonicos tende a aumentar a atividade citotoxica,
enquanto grupos eletrodoadores tendem a reduzir a atividade antiproliferativa desses compostos
podendo-se estabelecer uma correlagdo com a constante de Hammet. Neste estudo com

adenocarcinoma, a unica molécula com substituinte eletrorretirador (4-cloro tiol) apresenta
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efeito citotoxico semelhante a quinona 4-metil tiol nas duas concentracdes iniciais e a quinona
4-metoxi tiol nas concentragdes de valores mais altos, ambas portadoras de grupos
eletrodoadores, ou seja, o oposto do esperado para a relacdo entre propriedades fisico-quimicas
e atividade bioldgica expressa pela constante de Hammet. Neste caso o efeito citotoxico na
concentracao 10 uM se da na seguinte ordem: 3-metil tiol; 4-metil tiol > 4 metoxi tiol; 4-cloro
tiol> tiofenol. Neste caso pode-se observar o efeito citotoxico de determinado grupo de
compostos como sugerido por Leszczynski e colaboradores (2012) e Smith (2010) dando aos
mesmos um perfil estruturalmente especifico: substituintes eletrorretiradores reduzem a
densidade eletronica no anel aromatico, tornando-o menos reativo e, por conseguinte, menos
susceptivel ao metabolismo redox de enzimas P450/ NQOs ao passo em que grupos
eletrodoadores promovem o oposto. Além disso pode-se também observar que quanto mais
lipofilica a quinona, maior sua citotoxicidade utilizando os valores da constante de
lipofilicidade (m) que indicam a influéncia de um grupo em particular sobre o coeficiente de
particdo. Valores positivos de m indicam substituintes que agregam carater lipofilico a estrutura
e no caso das quinonas analisadas, os maiores valores dessa constante pertencem ao grupo
metila seguido dos grupos metoxi, cloro e por ultimo atomo de hidrogénio do composto

tiofenol, cujo anel aroméatico ndo apresenta substituigdes.

Figura 51 Avaliagdo do efeito citotoxico dos compostos tiofenol, 3-metil tiol, 4-metil tiol, 4-cloro tiol
e 4-metoxi tiol (0,01, 0,1, 1, 5 e 10 uM) sobre células A549 utilizando ensaio colorimétrico por redugéo
do MTT. Resultados expressos em percentual de células viaveis em comparagdo ao grupo exposto
apenas ao meio de cultivo RPMI (controle). Veiculo representa células tratadas com DMSO (0,04%)

nas mesmas concentracdes que as amostras.

Tiofenol 3-Metil Tiol 4-Metil Tiol 4-Cloro Tiol 4-Metoxi Tiol
__100-{gm T | - T
X
B 754
[
>
h]
> 50_
(2}
K]
=
D 25
o
RO N S NS S IR SN SNSRI S SR S
Q\@:\o\»\gg Q- '\Qg W \Qg Qs '\99 - \Qg o N

Concentragdo das amostras (uM)

Fonte: Autora.

Esses compostos foram avaliados frente a formas tripomastigotas de 7. cruzi

(CARDOSO et al., 2015) e pode-se observar que os valores de ICso para tiofenol, 3-metil tiol e
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4- metil tiol sdo respectivamente: 32,3+ 1,8, 83,6 + 6,1 e 158,4 + 36,9 (tabela 06), ou seja, a
introdugdo de um grupo metila influenciou o ICso e diminuiu a seletividade especialmente para
a quinona 4-metil tiol. O grupo metila ¢ muito utilizado nas estratégias de modificacdo
molecular e, como mencionado acima, sua introdu¢do pode promover modificagdes em
diversos aspectos relacionados a atividade bioldgica de determinada série de compostos
biologicamente ativos (WERMUTH, 2003; BARREIRO et al., 2011). Segundo Wermuth
(2003), “o grupo metila, geralmente considerado quimicamente inerte, ¢ capaz de alterar
profundamente as propriedades farmacologicas de uma molécula”. Pode ser adicionado, em
alguns casos, para bloquear estericamente sitios metabdlicos ou mesmo para a promoc¢ao de um
aumento na poténcia da molécula em ambiente celular, em fungdo da redug@o da energia de
dessolvatagdo (WERMUTH et al., 2015).

Outro fato interessante ¢ a diferenca de atividade entre os compostos 4-cloro tiol e 4-
fluor tiol/ Pentafluor tiol. Mesmo estando na mesma posigao e sendo grupos eletrorretiradores,
a diferenca nos valores de ICso € grande e a introducdo de outros atomos de fltor nas demais
posicdes do anel aromatico nao resultaram em melhoria da atividade, denotando que neste caso
grupos eletrorretiradores ndo tendem a aumentar a atividade citotdxica e que provavelmente o
cloro € um grupo farmacoforico. Semelhante observagao foi feita por Wermuth e colaboradores
(2004). Apesar de ndo ser um farmaco, a B-lapachona é uma quinona-referéncia muito
importante do ponto de vista da pesquisa cientifica especialmente em funcdo das suas atividades
farmacologicas contra o 7. cruzi, diferenciando-a de outras naftoquinonas (FERREIRA et al.,
2010; DA SILVA et al., 2016). Todos os novos compostos propostos por Cardoso e
colaboradores (2015) e avaliados nesse trabalho frente a linhagens cancerigenas mostraram-se

mais ativos do que esta quinona de referéncia.

Tabela 06 Valores de ICs e Indice de Seletividade (IS) frente a forma tripomastigota de 7. cruzi. Dados
extraidos de CARDOSO et al., 2015.

Quinona ICs IS
Benzil tiol 323+ 1,8 0,54
4- Cloro tiol 92+ 14 423
4- Metil tiol 158,4+ 36,9 -
Metoxi tiol 59,5+ 5,8 0,34
3- Metil tiol 83,6+ 6,1 0,31
4-F tiol 164,7+ 24,0 -
Pentafluor tiol 182,7+ 12,9 -
B-lapachona 391,5+ 16,5 -

Fonte: Autora (adaptado de CARDOSO et al., 2015).
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As mesmas quinonas, submetidas ao ensaio colorimétrico por reducdo do MTT com
células A549, foram submetidas ao teste de NBT (nitroazul de tetrazélio). O TNF a (fator de
necrose tumoral) € uma citocina que apresenta citotoxicidade promovendo altera¢des na fungao
mitocondrial. Além disso, a mesma ativa a producdo de EROs nas mitocondrias em virtude dos
danos promovidos ao complexo III da cadeia transportadora de elétrons. Dessa forma o efeito
destas quinonas sobre a geragdo de espécie reativa de oxigénio foi avaliada em células humanas
(A549) em duas condigdes experimentais distintas e independentes:

- 1? condig@o: células ndo estimuladas.

- 2% condigdo: células estimuladas com o mediador inflamatério TNF a.

Na primeira condi¢do, as células foram cultivadas em um ambiente livre de estimulo
inflamatorio e submetidas ao tratamento com as respectivas quinonas. Neste caso as substancias
causaram discreto aumento na geracao de espécies reativas na célula, exceto a substancia 3-
metil-tiol na menor concentragdo (0,01 uM). No segundo grupo (com TNF a), as células
apresentam a condicdo para o incremento de producdo de EROs, apenas o grupo celular
submetido ao tratamento com tiofenol apresentou capacidade de aumentar ainda mais a

producgdo de EROs (Figura 52).

Figura 52 Medida da produgdo de espécies reativas por NBT em células A549 tratadas com Tiofenol,
3-Metil Tiol, 4-Metil Tiol, 4-Cloro Tiol e 4-Metoxi Tiol (0,01, 0,1 e 1uM) e mantidas sob condigdo de
estimulo com TNF-a (30 ng/mL) ou veiculo (DMSO, 0,04%) por 24 h. As barras representam a media
+ erro padrdo da média (EPM) da densidade 6ptica (DO) em cada grupo.
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Fonte: Autora.

Um terceiro teste de MTT foi realizado com as quinonas da série RSL (classe 8), as
quais se mostraram, de forma geral, serem mais ativas e seletivas para as linhagens de células
cancerigenas escolhidas que as quinonas da série analoga da nor-p-lapachona (classe 2). Apenas

as quinonas RSL 50, RSL 151 e RSL 170 apresentaram valores de ICso superiores a 25 pM para
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todas as linhagens (exceto o composto RSL 151 na linhagem HL-60) (Tabela 07), sendo
portanto, consideradas inativas segundo os critérios de Perez- Sacau e colaboradores (2007).
As quinonas RSL 71, RSL 138, RSL 149, RSL 150 (apenas HL-60), RSL 152, RSL 154, RSL
155 apresentaram resultados de alta atividade e RSL-170 intermediario apresentou atividade

moderada para as linhagens cancerigenas estudadas.

Tabela 07 Valores de ICso com um intervalo de confianga de 95% obtido por regressdo ndo linear a
partir de dois experimentos independentes, realizados em ftriplicata em cinco linhagens de células

cancerigenas e uma linhagem nado tumoral para as quinonas da classe 8.

MTT [ICso pg. mL~" (uM)]

L929
Linhagens/ SW620 A549 HL-60 MDA-MB435 SF295 (Fibroblasto
Quinonas (Célon) (pulméao) (leucemia) (melanoma) (glioblastoma) murinho (nio
tumoral)
RSL-50 >25 >25 >25 >25 >25 >25
RSL-71 1,66 1,28 0,76 1,53 0,98 1,11
(1,45-1,79)  (0,97-1,44) (0,64-0,93) (1,27-1,75) (0,75-1,13) (0,74-1,35)
1,15 0,56 0,42 0,83 0,73
RSL-138 (0,94-1,32)  (0,48-0,69) (0,20-0,88) (0,71-0,98) (0,64-0,86) 25
1,50 1,37 1,18 1,77 1,36
RSL-149 (1,38-1,72)  (1,20-1,48) (0,79-1,42) (1,58-1,96) (1,18-1,53) 25
RSL-150 2,41 2,18 1,61 2,14 2,68 14,30
(2,30-2,68)  (1,94-2,31) (1,37-1,84) (1,82-2,36) (2,57-2,81) (13,72-15,16)
16,86
RSL-151 >25 >25 (14.28-17,41) >25 >25 >25
RSL-152 1,17 1,26 0,79 1,02 1,42 14,04
(1.03-1,25)  (1,17-1,32) (0,53-1,16) (0.80-1,27) (1,28-1,74) (13,87-15,30)
RSL-154 0,88 0,72 0,45 0,60 0,85 1,06
(0,71-1,03)  (0,63-0,78) (0,33-0,51) (0,57-0,68) (0,71-1,02) (0,71-1,29)
RSL-155 0,64 0,50 0,47 0,77 0,49 12,34
(0,56-0,77)  (0,37-0,61) (0,28-0,79) (0,64-0,83) (0,37-0,55) (11,61-13,69)
RSL-170- 4,13 3,60 3,47 4,28 3,78 4,42
intermediaria | (3,74-4,38) (3,49-3,73) (3,05-3,62) (3,93-4,47) (3,21-4.37) (3,10-5,27)
RSL-170 >25 >25 >25 >25 >25 >25

Fonte: Autora.

Com relagdo a seletividade dos mesmos (Tabela 08), o IS encontrado para os compostos
avaliados nessa classe variou entre 0,67- 26,26 pg/mL. As quinonas que apresentaram melhores
valores de seletividade foram: RSL 150, RSL 152 ¢ RSL 155, sendo esta ultima a mais seletiva

para todas as linhagens analisadas.
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Tabela 08 Valores de indice de seletividade [ICso (células ndo tumorais)/ ICso (célula tumoral)] das

linhagens de células anticancerigenas para as quinonas da classe 8.

indice de seletividade ICso (células nio tumorais)/ ICso (célula tumoral)

Linhagens/ SW620 A549 HL-60 MDA-MB435 SF295
Quinonas (Célon) (pulmao) (leucemia) (melanoma) (glioblastoma)
RSL-50 ND ND ND ND ND
RSL-71 0,67 0,87 1,46 0,73 1,13
RSL-138 ND ND ND ND ND
RSL-149 ND ND ND ND ND
RSL-150 5,93 6,56 8,88 6,68 5,34
RSL-151 ND ND ND ND ND
RSL-152 12 11,14 17,77 13,76 9,88
RSL-154 1,20 1,47 2,36 1,76 1,25
RSL-155 19,28 24,68 26,26 16,03 25,18
_ RSL-170- 1,07 1,22 1,27 1,03 1,17
intermediaria
RSL-170 ND ND ND ND ND

*ND= ndo definida
Fonte: Autora.

Assim como ocorreu para a classe 2, neste conjunto de quinonas também nao houve

uma correlacgdo linear no grafico (Figura 53), mas todas as quinonas com valores de potencial

maiores que -0,7 V apresentaram atividade com exce¢do de RSL 50 e RSL 170, cujos valores

de potencial (Epci) sdo respectivamente -0,488 V e -0,567 V. As mesmas diferem apenas por

possuirem grupos eletrorretirador (nitro: RSL 50) e eletrodoador (metoxi: RSL 170) em suas

estruturas, ja a quinona RSL 71 com estrutura semelhante, porém sem substituintes, foi ativa.

A quinona RSL 151 que se reduz em potencial mais negativo (-1,00 V) foi inativa em todas as

linhagens cancerigenas testadas.

Figura 53 Correlagdo entre os potenciais de pico catodico (Epci) e a concentragdo inibitoria minima

(ICs0) em cinco linhagens de células cancerigenas e uma linhagem ndo tumoral para as quinonas da

classe 8.

Fonte: Autora.
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5.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana biofilme

As quinonas pertencentes a classe 2 foram testadas frente a bactérias gram-positivas (.
aureus) e gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli), ndo havendo atividade frente a estas tltimas.
A escolha desses dois grupos de bactérias se deu em virtude de avaliar se a atividade das
quinonas estaria relacionada a presenca da parede celular. Também foi avaliada a atividade
frente ao fungo C. albicans, sendo as quinonas pouco ativas (> 400 pg mL") frente a este
organismo (Tabela 10).

P. aeruginosa é um organismo aerdbico ubiquo considerado importante em funcao dos
seus multiplos mecanismos de resisténcia: a baixa permeabilidade da membrana externa, as
bombas de efluxo que exportam para o exterior celular uma gama variada de compostos, a
expressdo de AmpCb-lactamase combinadas com a habilidade de aquisi¢do de mecanismos de
resisténcia a multiplas drogas (ZAVASCKI et al., 2010). J4 E. coli é considerada um organismo
padrio, habitante da microbiota intestinal humana, mas ha cepas patogénicas, que podem causar
infecgOes intestinais e extra- intestinais. Muitas bactérias do género Staphylococcus fazem parte
da microbiota anfibidntica da pele e superficies mucosas de humanos dentre outra gama variada
de ambientes, sendo organismos de grande adaptabilidade. A combinacgdo entre resisténcia a
antibidticos, viruléncia mediada por toxinas e invasividade conferem a S. aureus
patogenicidade (RODE et al., 2007).

Segundo Gabrielson e colaboradores (2003), a sensibilidade de um grupo de compostos
ndo apenas varia entre os grupos de bactérias (gram-positivas e gram-negativas) como também
guarda uma relacdo com as diferentes espécies. Dessa forma, a “impressdo digital (toxic
“fingerprint”) promovida por um composto ou grupo de compostos em uma cultura bacteriana
depende da adaptabilidade e capacidade de resisténcia dos mesmos aos efeitos danosos do(s)
composto(s) sobre seus processos fisiolégicos (GABRIELSON et al., 2003).

Em geral, a maior atividade das quinonas em bactérias e fungos esta associada
principalmente a lipofilicidade. Omosa e colaboradores (2016) fizeram uma série de
observagdes de mais de 40 quinonas testadas frente a diversas cepas das mesmas bactérias
utilizadas neste trabalho e houve um impressionante aumento de atividade de benzoquinonas
com incremento do nimero de carbonos na cadeia lateral; o autor atribuiu o aumento de
lipofilicidade como resposta a boa atividade. Um estudo conduzido por Bogdanov e
colaboradores (1993) sugeriu que, para derivados de isoxazolilnaftoquinonas, a atividade

antimicrobiana estaria relacionada ao grupamento hidroxila em posi¢do orto a carbonila
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quinonoidica. Ja Riffel e colaboradores (2002) ndo observaram essa relagao nas naftoquinonas
estudadas e Gershon e colaboradores (1975) observaram que, nas 28 naftoquinonas testadas,
apenas aquelas possuindo grupos eletrorretiradores nas posicdes 2 e 3 apresentaram bons
valores de atividade. E consensual que em bactérias, especialmente o grupo das gram-negativas,
o equilibrio lipo-hidrofilico seja imprescindivel para a boa atividade ndo apenas em relacdo a
quinonas como também outros grupos de compostos (RIFFEL et al., 2002). No caso das
quinonas estudadas neste experimento, tioacetato tiol foi a que demonstrou melhor atividade
frente a S. aureus seguido de benzil tiol e 4-metil tiol e 4-cloro tiol, sendo que estas duas ultimas
apresentaram os mesmos valores de CIM. As demais substancias apresentaram atividade
superior a 400 pg mL! com exce¢do de AA Boc tiol que ndo apresentou qualquer atividade
(Tabela 09). Para estas quinonas os valores de CBM foram proximos aos respectivos valores
de CIM para S. aureus. Segundo Kuete (2010) e Kuete e colaboradores (2010) a atividade
antibacteriana ¢ definida como significativa quando os valores de CIM sao inferiores a 10
pg/mL, moderada quando pertencentes ao intervalo 10 pg/mL < CIM < 100 pg/mL e baixa
quando sdo valores superiores a 100 pg/mL. No presente caso, apenas as quatro quinonas
supracitadas tiveram atividade moderada enquanto as demais apresentaram baixa atividade ou

nenhuma atividade.

Tabela 09 Valores de MIC (concentracdo inibitéria minima), CBM (concentragdo bactericida minima)

e CFM (concentragdo fungicida minima) para as quinonas avaliadas.

S. aureus P. aeruginosa e E. coli C. albicans
Compostos CIM CBM CIM CIM CFM
(ugmL")  (ugmL’) (ng mL") (ugmL")  (ugmL")
Benzil tiol 50 + 6,33 60 - > 400 > 400
4-cloro tiol 70 £ 1,33 80 - > 400 > 400
4-metil tiol 70 £ 1,42 80 - > 400 > 400
Tiacetato tiol 30+4,1 40 - > 400 > 400
4-metoxi tiol > 400 > 400 - > 400 > 400
4-fluor tiol > 400 > 400 - > 400 > 400
Tiofenol > 400 > 400 - > 400 > 400
Pentafluor tiol > 400 > 400 - > 400 > 400
3-metil tiol > 400 > 400 - > 400 > 400
Ciclohexano tiol > 400 > 400 - > 400 > 400
4-metil sulfanil tiol > 400 > 400 - > 400 > 400
AA Boc Tiol - - - > 400 > 400

Fonte: Autora.

Segundo Omosa e colaboradores (2016), grupamentos alquila em posi¢do orto e meta a

carbonila quindnica reduzem drasticamente ou mesmo eliminaram a atividade bioldgica.
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Grupos fortemente eletrorretiradores como fluor e nitro também prejudicaram a atividade
bioldgica, mas tal fato ndo procede com o cloro. Para Kuete e colaboradores (2011),
empenhados em determinar o grupo farmacoférico que confere atividade bioldgica,
investigaram uma série de flavonodides, cumarinas, xantonas e a quinona plumbagina e
observaram que os efeitos estereoeletronicos ndo eram tao importantes para conferir atividade

frente a bactérias e sim o grupo farmacologico observado (Figura 54).

Figura 54 Estrutura da quinona plumbagina destacando, em vermelho, o grupo farmacoforico elencado
por Kuete e colaboradores (2011) como responsavel pela atividade biologica conferida a variados grupos

de compostos estudados.

OH O
(€]

Fonte: Autora (adaptado de KUETE et al., 2011).

A partir dos experimentos de CIM, escolheu-se a quinona mais ativa (tioacetato tiol),
do conjunto testado, para experimentos de biofilme com determinacdo da curva de morte da
bactéria escolhida. A determinagdo da curva de morte ¢ bastante utilizada para avaliar a agdo
biocida sobre as células de biofilme. Apesar trabalhosa, esta técnica tem como vantagem uma
imagem dindmica da a¢do antimicrobiana e o seu tempo de interacdo e os resultados indicativos
das concentragdes necessarias para inibir o crescimento microbiano (PETERSEN et al. 2006;
TONG et al. 2006). Pode-se observar que os resultados de avaliagdao do tempo de morte para a
droga mostram um comportamento de efeito bacteriostatico e apenas para as primeiras horas
de incubagido, ou seja, promove a inibi¢cdo do crescimento celular sem promocao de morte em
geral atuando sobre inibicdo de sintese proteica (Figura 55). Diversos antibidticos sdo bons
agentes bacteriostaticos como a tetraciclina, os macrolideos, sulfonamidas e oxazolidinonas,
atuando sobre um amplo espectro de bactérias. Avaliando o tempo de efeito antimicrobiano, o
composto apresenta efeito mais evidente apenas nas primeiras 4 horas de interacdo quinona-
microrganismo. O crescimento microbiano depois das 4 horas de incubagdo pode ser
compreendido pela interacdo do composto (2 x CIM e 1/2 x CIM) facilitando a captacdo de

nutrientes do meio ou facilitando o desenvolvimento de aderéncia bacteriana.
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Figura 55 Curva de tempo de morte frente a S. aureus submetido ao composto tioaceto tiol.
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Fonte: Autora.

5.5 Peroxidacio lipidica

Quinonas sdo uma das classes de compostos com grande plasticidade em sistemas
bioldgicos, apresentando um comportamento duplo a depender do sistema em particular,
podendo atuar como antioxidantes, contribuindo para a homeostase celular ou como agentes
citotoxicos através da geracao de EROs (PAIVA et al., 2015) como ja abordado anteriormente.

Modelos que mimetizam a bicamada lipidica sdo frequentemente utilizados para
verificar se determinados compostos podem oferecer prote¢do contra a peroxidagdo lipidica,
avaliando dessa forma a atividade antioxidante dos mesmos (ITOH et al., 2007).

A capacidade antioxidante das quinonas pertencentes a classe 8 foi avaliada frente a
peroxidagdo lipidica através da utilizacdo de um modelo de lipoperoxidagdo em membrana
(lipossomas unilamelares de lecitina de soja) monitorado pelo radical peroxila. A figura 56
mostra a prote¢do contra a peroxidacdo lipidica em fungdo do tempo, tendo sido previamente
observado o comportamento do conjunto lipossoma + sonda C11- BODIPY*35+ DMSO+

AAPH (branco), da solugdo de trolox (controle positivo) e DMSO (controle negativo).
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Figura 56 Protecdo contra a peroxidacio lipidica (%). (-[1-) DMSO; (-*-) Trolox (1,9 mg mL™"), os

demais simbolos representam as amostras estudadas a 10uM.
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Fonte: Autora.

Na auséncia de antioxidantes, a ocorréncia da peroxidacdo lipidica lipossomal foi
induzida por AAPH, levando a perda de fluorescéncia. O oposto ocorreu com o controle
positivo (trolox), sendo a peroxidacdo inibida em cerca de 95% ao final da avaliagdo. Apenas
dois compostos (RSL 154 e RSL 155) mantiveram comportamentos bem proximos ao trolox,
sendo promissores na prote¢do lipidica ao contrario da quinona RSL 71 cujo comportamento
se assemelhou ao controle negativo. As quinonas RSL 138, RSL 170 intermediario e RSL 152
ofereceram prote¢do nos primeiros 10 min e a RSL 150 nos primeiros 20 min. Essa tendéncia

de decaimento no experimento possibilita agrupar essas quinonas em subclasses.

5.6 Estudos por UV-Vis: avaliacdo da interacio DNA-quinonas

Anterior ao estudo de interacdo das substincias propostas com a macromolécula de
DNA foi realizado um estudo prévio das mesmas por UV-vis com o intuito de acompanhar as
bandas de absor¢dao em fungdo da concentragdo. Assim, a escolha da banda de estudo e faixa de
concentragdo depende da solubilidade das amostras e intensidade das bandas no espectro. Esse

reconhecimento inicial foi importante para estabelecer o analito que serd o agente titulante, dada
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a possibilidade da técnica de titulagdo em UV-vis fixar ou variar o DNA dependendo do perfil
espectral da substancia a ser avaliada.
Para os estudos de interacdo das quinonas por UV-vis foi utilizada a equagdo abaixo,

em que, de modo simplificado, o K}, = intercepto/slope.

Ay &L N &L 1
A=Ay e _pva—¢€, €-pna— & Ky[DNA]

Os espectros de titulagcdo por UV-vis e a regressdo linear para a obtencdo dos valores
das constantes de ligagcdo, com base na banda escolhida, estdo demonstrados na figura 57, onde

o agente titulante foi o ctDNA.
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Figura 57 Espectros no UV-vis de quinonas sob adi¢do de concentragdes crescentes de ctDNA e seus

respectivos graficos de Ao/A-Ag vs. 1/[DNA] (insert). A) Espectro da ESNJ104, 20 mol L™ em auséncia

e presenca de ctDNA de 2 a 20 pmol L. B) Espectro da ESNJ243, 10 umol L' em auséncia e presenca
de ctDNA de 1 a4,5 pmol L', C) Espectro da ESNJ244, 20 pmol L' em auséncia e presenca de ctDNA
de 2 a 20 umol L. D) Espectro da ESNJ245, 20 umol L™ em auséncia e presenca de ctDNA de 2 a 20

umol L. E) Espectro da RSL150, 20 umol L' em auséncia e presenga de ctDNA de 2 a 18 umol L.

F) Espectro da RSL152, 10 pmol L™ em auséncia e presencga de ctDNA de 1 a 12 umol L. G) Espectro

da RSL71, 10 umol L' em auséncia e presenga de ctDNA de 1 a 6 pumol L.
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Fonte: Autora.

Dentre as quinonas escolhidas para o estudo de interacdo espectrofotométrica com
DNA, as representadas na figura 58, por ndo apresentarem bandas bem definidas e ja testadas
pela metodologia anterior sem éxito, foram adicionadas em concentragdes crescentes numa
solucdo de 20 pmol L' de ctDNA, de modo que, diferentemente da figura anterior, as mudangas
observadas foram no espectro de ctDNA em fungdo das adigdes crescentes das diferentes
quinonas.

As quinonas representadas pelas letras A, B, C, E e G (figura 58), exibiram efeito
hipocrémico de suas bandas com a adi¢cdo de concentracdes crescentes de ctDNA, evidéncia de
um complexo de interagcdo. As quinonas ENSJ244 e RSL150, apresentaram também um
deslocamento hipsocromico nitido em comparagdo as demais, mais um indicio de interagao.

Diferentemente das anteriores, as quinonas ENSJ245 ¢ RSL152 (D e F figura 58)
apresentaram efeito hipercromico de suas bandas com a adicdo de concentragdes crescentes de
DNA. Embora a banda monitorada apresente um comprimento de onda proéximo ou igual a
banda II de absor¢do do ctDNA (260nm), € possivel observar um aumento na absor¢ao para
valores maiores que a contribuicdo da banda do DNA. Na tabela 11 estdo expressas as
intensidades das bandas de absor¢do, a um dado comprimento de onda, das quinonas, do DNA
e do possivel complexo de interagdo, de modo que, facilite a visualizagdo do efeito envolvido
(hiper ou hipocrdmico) pela diferenca de absor¢do entre o complexo formado em solucdo e a

soma da absor¢cdo do DNA e da quinona.
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Figura 58 Espectros no UV-vis do ctDNA sob adi¢éo de concentragdes crescentes de quinonas e seus

respectivos graficos de AO/A-A0 vs. 1/[Q], insert. A) Espectro de ctDNA, 20 umol L™ em auséncia e

presenca de PW49 de 2 a 20 umol L. B) Espectro de ctDNA, 20 pmol L' em auséncia e presenca de
ESNJ242 de 2 a 20 umol L. C) Espectro de ctDNA, 20 umol L' em auséncia e presenca de RSL149
de 0,2 a2 umol L. D) Espectro de ctDNA, 20 pmol L' em auséncia e presenga de RSL151 de 0,2 a2
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Como pode-se observar na figura 58, o DNA apresenta efeito hipercromico quando em

presenga das quinonas, porém, como RSL149 e RSL151 absorvem na regido do DNA foi

realizada a subtragdo da absor¢do do complexo (DNA-quinona) pela soma das absorg¢des

individuais tanto do DNA como da quinona, sozinhos em solugdo, no intuito de comprovar que

quando ambos estdo juntos ha uma alteracdo no espectro que esta associada a um processo de

interacdo entre a macromolécula e o ligante e ndo apenas uma contribui¢do da absor¢ao dos

compostos (tabela 10).



Tabela 10 Valores das absorbancias das quinonas avaliadas, ctDNA e complexo

determinado comprimento de onda e a uma dada concentracéo a 25 °C.
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formado num

. C, uM Comparacio
Qlllnonas )», nm Q/DNA Aquinona ActpNa Acomplexo Aquinona + Act- AA
DNA
ESNJ104 320 20/20  0,13762 0,00255 0,07555 0,14017 -0,06462
PW49 258 20/20 0,2450 0,137 0,386 0,382 +0,004
ESNJ242 258 20/20 0,1902 0,134 0,3252 0,3244 +0,001
ESNJ243 290 10/4,5 0,1419 0,02 0,06025 0,162 -0,1017
ESNJ244 337 20/20 0,11 0,004 0,09455 0,114 -0,01945
ESNJ245 254 20/20  0,38286  0,1401 0,5151 0,5228 0,0077
RSL71 347 10/6 0,01809  0,0043 0,0089 0,2239 -0,0135
RSL149 258 2/20 0,047 0,142 0,2315 0,189 +0,0425
RSL150 299 20/18 0,3889  0,00881 0,3728 0,39771 -0,0249
RSL151 258 2/20 0,0846 0,145 0,2954 0,2296 +0,066
RSL152 253 10/12  0,18217  0,0687 0,27 0,251 +0,019

AA= Acomplexo - (Aquinona+ At DNA)

Fonte: Autora.

De acordo com a Tabela 10, os valores cuja diferenca de absor¢do foi positiva,

representados na ultima coluna, evidenciam um efeito hipercromico no comprimento de onda

definido para os estudos de titulacdo espectrofotométrica, ja as variagdes com valores negativos

caracterizam um efeito hipocromico. As alteracdes na absorbancia sdo indicativos de intera¢ao

(SILVA, et al., 2016).

Os valores das constantes de ligagdo entre as quinonas do estudo e ctDNA, calculadas a

partir da regressao linear das figuras 57 e 58, estdo representadas na tabela 11, assim como

seus respectivos coeficientes de determinagao.

Tabela 11 Valores das constantes de interagdo das quinonas com ctDNA por titulagdo

espectrofotométrica a 25°C e respectivo coeficiente de determinagéo.

Fonte: Autora.

Quinonas | K» (L mol!) R?
PW49 2,5 x10° 0,9991
ESNJ104 1,55 x10°  0,9976
ESNJ242 2,44 x 10  0,9983
ESNJ243 3,44 x 10* 0,989
ESNJ244 6,68 x 10>  0,9956
ESNJ245 3,28 x 10> 0,9998
RSL149 3,9 x10° 0,9899
RSL150 6,56 x 10*  0,9658
RSL151 3,33 x 10*  0,9989
RSL152 1,42 x 10*  0,9985
RSL71 3,42 x10°  0,9954
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De acordo com a tabela 11, as quinonas RSL149, RSL71 e ESNJ104, apresentaram os
maiores valores de Ky, indicando que estas possuem maior afinidade com a macromolécula que
as demais quinonas, nas condigdes de realizacdo do experimento, sendo que a ESNJ245 a de
menor valor de constante, sugerindo que esta seja a molécula de menor afinidade.

Devido a técnica de espectroscopia no UV-Vis ser abrangente para estudos de interagdo
com DNA ndo se pode determinar mecanismos de interacdo, sendo o resultado, em geral,
limitado apenas a um indicativo. Para tanto, elegeu-se os estudos de fluorescéncia a fim de
direcionar ou excluir o mecanismo de intercalacdo do brometo de etidio para as substancias

supracitadas.

5.6.1 Avaliaciio do modo de ligacdo

Tendo em vista que as quinonas em estudo ndo apresentam fluorescéncia, alguns ensaios
com base na fluorescéncia do ligante ndo puderam ser utilizadas para elucidacdo do modo de
interacdo entre os compostos propostos e o ctDNA. Dentre esses, o ensaio de avaliagao do efeito
de quenching do ion iodeto (I)) do iodeto de potassio (KI), muito utilizado em funcdo do
composto ter carga negativa e ser repelido pelas cargas negativas do grupo fosfato do DNA,
por este motivo este ion extingue a fluorescéncia de fluoréforos que estejam presentes na parte
exterior da molécula, ou seja, as que interagem por groove e eletrostaticamente, € ndo tem
acesso as moléculas intercalantes, por estarem protegidas. Assim, compara-se o valor da
constante de Stern-Volmer (Ksv) na auséncia e presenca de ctDNA, caso a mesma diminua com
a adi¢do de DNA ¢ um indicio de ligagdo por intercalacdo (SAVARIZ et al., 2014).

Um ensaio bem estabelecido na literatura ¢ por competicdo com DAPI (4', 6- diamidino-
2-fenilindol, dicloridrato) ou Hoechst 33258, cujo modo de ligacdo ¢ groove. Neste ensaio ¢
observada a interferéncia de adi¢des crescentes do ligante no espectro desses compostos ligados
ao DNA, quando ha competi¢do pela ligacdo groove a intensidade de fluorescéncia diminui
com o aumento da concentracdo do ligante (HEGDE et al., 2012; VUICI et al., 2013). Quando
o ligante ¢ fluorescente a competicao ¢ avaliada pela adigdo de Hoechst ou DAPI e consequente
diminui¢do da fluorescéncia do ligante avaliado.

A estratégia escolhida foi o uso do brometo de étidio (BE), classico intercalador,
utilizado como sonda. Ao se intercalar entre os pares de bases da dupla hélice de DNA, o

complexo formado ¢ estabilizado pela interagdo por empilhamento entre as bases e o BE
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(HEGDE et al., 2012). Esta propriedade somada ao fato de que a fluorescéncia do BE aumenta
24 vezes na presenga de DNA ¢ o fundamento da metodologia, ja que esta fluorescéncia pode
ser neutralizada, pelo menos em parte, pela adicdo de uma segunda molécula que compete pelo
mesmo sitio. O grau de inibicdo da fluorescéncia do BE ligado ao DNA foi utilizado para
determinar o modo de ligacdo entre a quinona ¢ 0 DNA.

E importante ressaltar que o ctDNA utilizado ndio apresenta uma sequéncia de bases
seletiva sendo a propor¢do AT 58% e a GC 42%, dados do fabricante, e que para se obter o
aumento de seletividade para uma dada classe de compostos em que os mesmos possam ser
empregados com finalidades farmacéuticas ou analiticas seria interessante empregar um DNA
sintético com uma proporg¢do de bases de interesse ou de algum organismo em se conheca a

sequéncia dominante.

5.6.2 Avaliacao da interacio DNA-quinona por fluorescéncia molecular

Para determinar o valor da constante de Stern-Volmer, empregou-se a seguinte equagao:

Fo

7 = 1+ K [0

onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga da quinona,
respectivamente ¢ [Q] é a concentragdo da quinona. Ksv é a constante de quenching, que pode
ser obtida por meio do coeficiente angular do grafico Fo/F vs [Q].

O célculo da constante de ligagao (Kp) € o nimero de sitios de ligagdo () do complexo
supramolecular formado, entre as quinonas avaliadas e ctDNA, foi realizado a partir de uma
titulag@o fluorimétrica (PLSIKOVA et al., 2012). Estes parametros foram calculados de acordo
com a seguinte equagao:

Fo

log = logKb + nlog[Q]

A partir da curva de log(Fo- F)/F vs log[Q] se obtém os valores de Ky (antilogaritimo do
coeficiente linear) e n (coeficiente angular). A Figura 59, apresenta os espectros de emissao do
complexo BE-ctDNA na auséncia e presenga de incrementos crescentes das quinonas e os perfis
das curvas a partir da linearizagcdo das equacdes citadas acima, respectivamente no Aem= 595

nm, apds exitar em 546 nm e ler na faixa de emissdo de 565— 700 nm (JENKINS, 1997).
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Figura 59 Titulagio fluorimétrica de quinonas em complexo BE- ¢tDNA (1 pmol L) em tampao Tris-
HCI pH 7,4, a 20, 25, 30, 35 e 40 °C. A) Perfil espectral em presenca de ESNJ104 (5 - 25u mol L'"); B)
Grafico de Fo/F vs [Q]; C) Curva log(Fo — F)/F vs log[Q]; D) Perfil espectral em presenga de ESNJ242
(10 - 45umol L™); E) Grafico de Fo/F vs [Q]; F) Curva log(Fo — F)/F vs log[Q]; G) Perfil espectral em
presenca de RSL149 (10 - 40pumol L™); H) Grafico de Fo/F vs [Q]; I) Curva log(Fo — F)/F vs log[Q]; J)
Perfil espectral em presenca de RSL150 (5 - 50umol L™); K) Gréfico de Fo/F vs [Q]; L) Curva log(Fo —
F)/F vs log[Q]; M) Perfil espectral em presenga de RSL151 (10 - 45umol L™); N) Grafico de Fo/F vs
[Q]; O) Curva log(Fo — F)/F vs log[Q]; P) Perfil espectral em presenca de RSL152 (5- 50 umol L™); Q)
Grafico de Fo/F vs [Q]; R) Curva log(Fo — F)/F vs log[Q].
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Fonte: Autora.

A Figura 59 representa a avaliag@o da interagdo quinona-DNA por competi¢do com BE,
por fluorescéncia molecular. Os espectros demonstram uma diminui¢do da emissdo de
fluorescéncia do complexo BE-ctDNA com as adigdes das quinonas ao meio. O grafico de
Stern-Volmer para quinona fornece dados sobre o processo de quenching, enquanto que a curva
logaritmica dupla ¢é utilizada para o calculo da constante de ligacdo das quinonas com o ctDNA.

Empregou-se um excesso de 5 a 50 vezes das quinonas em relagdo a BE inicial, obtendo-
se redugdes de 7,58% a 24,9% do sinal, como apresentado na Tabela 12. Segundo Ling e
colaboradores (2008), se a redug@o do sinal de fluorescéncia para o excesso empregado nio
chegar a 50% de reducdo do sinal, ¢ um indicativo que a interagdo ndo ocorre de forma similar

ao BE.
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Tabela 12 Valores das constantes de quenching das quinonas com o ctDNA por competi¢cdo com o

brometo de etidio (BE) e correspondente decréscimo na fluorescéncia a 25°C.

. 1 BE-ctDNA

Quinonas | Ksv (L mol” Decréscimo do sinal de fluorescéncia (%)
ESNJ104 1,8x 10° 7,58

ESNJ242 1,9 x 10° 8,26

RSL149 5,12x 10° 20,94

RSL150 6,32 x 10° 24,71

RSL151 4,6x 10° 23,2

RSL152 6,3x10° 249

Fonte: Autora.

A tabela 12 também exibe baixos valores de constante de Stern-Volmer, quando
comparados a outras moléculas intercaladoras citadas na literatura que se utiliza do mesmo
ensaio (SILVA et al, 2013; VASCONCELLOS et al, 2016). Assim, ha a possibilidade da
interacdo entre as quinonas e o ctDNA ser por groove ou eletrostatica, para tanto, faz-se
necessario a analise dos dados termodinamicos das quinonas obtidos do grafico da regressdo

linear de InKy vs 1/T, expresso na figura 60, utilizando a equacdo de Van’t Hoff:

InKy= —— + —
MyT R TR
em que R € a constante dos gases (8,314 J mol! K-'). Com base nas constantes de ligagdo a
cinco diferentes temperaturas, a energia livre de Gibbs para o complexo ctDNA- quinona pode

ser calculada por meio da equacdo:

AG = —RTInK, = AH —TA

A Tabela 13 mostra os valores de constante de Stern-Volmer, constante de ligagao,
namero de sitios de ligagdo, seus respectivos coeficientes de determinagdo, bem como, energia
de Gibbs, entalpia e entropia, resultados obtidos para as quinonas supracitadas, a cinco

temperaturas distintas
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Figura 60 Regressao linear de InKy, vs 1/T, para obtengdo dos parametros termodindmicos. A) Quinona ESNJ104; B) Quinona ESNJ242; C) Quinona RSL149;
D) Quinona RSL150; E) Quinona RSL151 e F) Quinona RSL152.
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Tabela 13 Parametros de interagdo do ctDNA com as quinonas a 20, 25, 30, 35 e 40°C.

Constante de Stern Volmer Parametro de ligacio Parametros termodinimicos
Quinonas Tem{’fé;““"a Ksv (L mol™) R? Kb(Lmol") n R | AG(KJmol')  AH(KJmol') AS(Jmol'K")
20°C 1,48 x 10° 0,9958 1,3 x 10? 0,76126 0,995 -10,5761
25°C 1,77 x 10° 0,9895 1,55 x 10? 0,76275  0,9895 -13,3723
ESNJ104 30°C 3,12 x 10° 0,9968 5,67 x 10? 0,83116  0,9992 -16,1684 153,28 559,23
35°C 3,48 x 10° 0,998 6,1 x 10? 0,8289 0,9986 -18,9646
40°C 4,11 x 10° 0,995 1,04 x 10° 1,09398  0,9968 -21,7607
20°C 1,64 x 10° 0,9967 6,13 x 10? 0,89688 0,995 -15,5934
25°C 1,9 x 10° 0,998 6,55 x 10? 0,88981 0,9987 -16,1982
ESNJ242 30°C 2.4 x 10° 0,9978 8,25 x 10? 0,89157  0,9977 -16,803 19,85 120,97
35°C 2.8 x 10° 0,997 8,91 x 10? 0,8837 0,9978 -17,4079
40°C 3,11 x 10° 0,9967 1,01 x 10° 0,8803 0,9958 -18,0127
20°C 4,96 x 10° 0,9944 1,62 x 10° 0,885 0,9947 -18,0885
25°C 5,12 x 10° 0,9895 1,89 x 10° 0,897 0,997 -18,5998
RSL149 30°C 5,95 x 10° 0,9998 1,98 x 10° 0,8859 09924 -19,111 11.872 102.25
35°C 6,65 x 10° 0,9974 2,14 x 10 0,8847 0,9994 -19,6223 ’ ’
40°C 8,12 x 10° 0,9946 2,25 x 10° 0,8672 0,998 -20,1336
20°C 5,46 x 10° 0,9937 3,92 x 10° 0.97272  0,9905 -19,9313
25°C 6,32 x 10° 0,99756 481 x 10° 0.97207  0,9981 -20,9784
RSL150 30°C 7,32 x 10° 0,9995 5,27 x 10° 0.96646 0,99968 -22,0255
35°C 9,16 x 10° 0,9983 7,61 x 10° 0.98415  0,9982 -23,0726 41,429 209,4225
40°C 10,03 x 10° 0,9975 12,22 x 10° 1.01692  0,9982 -24,1198
20°C 4.1 x%10° 0,9985 1,9 x 10° 0,91758  0,99902 -26,7121
25°C 4.6 x 10° 0,9986 2,28 x 10° 0,92583  0,9982 -27,4071
RSL151 30°C 5,6 x 103 0,9952 2,4 x10° 0,90876  0,9976 -28,1022 14.018 139.01
35°C 5,7 %103 0,9955 3,08 x 10° 0,9344 0,9984 -28,7972 ’ ’
40°C 6,9 x 103 0,9991 3,41 x 10° 0,9228  0,99986 -29,4923
20°C 4,77 x 10° 0,9996 2,45 x 10 0,93176  0,9989 -19,7433
25°C 6,29 x 10° 0,9989 6,22 x 10° 1,00079  0,9988 -20,8132
RSL152 30°C 6,36 x 10° 0,9976 6,45 x 10° 1,0025 0,9997 -21,8831 42,95 213.98
35°C 6,85 x 10° 0,9992 8,17 x 10° 1,01922  0,9985 -22,9531
40°C 6,92 x 10° 0,999 8,64 x 10° 1,0209 0,9995 -24,023

Fonte: Autora.
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Mediante os valores de entalpia (AH), entropia (AS) e energia de Gibbs (AG) podemos
inferir sobre o mecanismo de ligacdo do complexo DNA- ligante. Os pardmetros
termodinamicos obtidos do estudo da interacdo das quinonas com ctDNA revelaram um
processo espontianeo, dado o AG apresentar valores negativos, o modo de ligagdo ser groove,
devido as forgas que estabilizam a ligagdo serem majoritariamente interagdes hidrofobicas pois
a entalpia e entropia apresentarem valores positivos (SHAHABADI et al., 2013). Em todos os
casos as constantes de ligagdo do complexo ctDNA-quinona aumentam com o aumento da
temperatura, aumentando a estabilidade do sistema.

De acordo com os resultados obtidos nas diferentes temperaturas estudadas (20, 25, 30,
35, 40 °C) percebeu-se que Ksy aumenta com o incremento da temperatura. Com o aumento da
temperatura h4 um maior niimero de choques e o aumento do valor da constante de Stern-
Volmer ¢ um indicativo do favorecimento da formagdo do complexo quando ha colisdo entre o
inibidor, ligante e o fluor6foro durante o tempo de vida no estado excitado com adicdo de
energia, temperatura, ao sistema. Desta forma, a interagdo € por quenching dindmico e ndo

estatico (ZHANG et al., 2009).

5.7 Calculos estruturais eletronicos e analise de sitios de captura de elétrons

Esse estudo foi direcionado apenas para as nitroquinonas ESNJ104 e ESNJ 110 (Figura
61). Como mencionado na metodologia, tais quinonas foram pré-otimizadas utilizando o
funcional M06-2X e o conjunto de base 6-31G e em seguida otimizadas. As estruturas
otimizadas dessas moléculas sdo mostradas na figura abaixo, referidas no texto como mol01l e

mol02 respectivamente para (ESNJ 110) e metanitroquinonas (ESNJ104).

Figura 61 Estruturas das nitroquinonas ESNJ110 e ESNJ 104 referidas no texto como Mol01 e Mol02
otimizadas com M06-2X/6-31G.
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Para a etapa de otimizagdo foi investigado qual seria o funcional mais apropriado para
lidar com tais sistemas. No caso das quinonas (neutras e reduzidas), ¢ necessario utilizar
funcionais adequados para tratar anions, radicais e birradicais. Muitos trabalhos na literatura
utilizam os funcionais B3LYP, BLYP ou PBE (IKRYANNIKOVA et al., 2004; D’AURIA et
al., 2010; KIM et al., 2011; BACHMAN et al., 2014; ER et al., 2015). Provavelmente, a
preferéncia por tais funcionais pode estar mais relacionada a sua "ampla aplicagdo" do que a
eficiéncia dos mesmos para lidar com radicais.

De acordo com Peveratti (2014) o efeito da troca Hartree-Fock tem grande influéncia
em sistemas multi-referéncia como os birradicalares. Em geral, funcionais locais com pouca
(ou nenhuma) Troca Hartree-Fock seriam os mais adequados para lidar com esses sistemas. Na
avaliagdo feita no proprio artigo, o funcional com melhor desempenho seria o0 M11-L.

Outra possibilidade seria usar o funcional BHandHLYP, ja utilizado em artigos
anteriores para essas espécies (ARMENDARIZ-VIDALES et al, 2014). Uma pesquisa
bibliografica revelou que o desempenho do funcional foi bem avaliado para cdlculos com
aminoacidos (WU et al.,, 2009), interagdes nao-ligadas (ZHAO et al., 2005) e propriedades
elétricas (do NaCl) (MAROULIS et al., 2013). Mas nao fica claro se também seria eficiente
para radicais e dirradicais.

Dessa forma, foi escolhido o funcional M11-L e o grupo de funcdes de base 6-31+G(d,p)
para as etapas de otimizagdo e frequéncia. O efeito do solvente (DMF) foi considerado de forma
implicita através do modelo continuo PCM (TOMASI et al., 2005). Inicialmente foram tratadas
as moléculas neutras (carga 0) e com multiplicidade 1 (estado singleto). Para cada redugio,
foram feitos novos calculos usando o mesmo funcional, conjunto de fungdes de base e solvente
implicito; porém diminuindo a carga e considerando as diferentes possibilidades de

multiplicidade, como mostra a tabela 14.

Tabela 14 Combinagdes de Carga e Multiplicidade usados nos calculos de Mol01 e Mol02.

Carga | Possiveis Multiplicidades
Molécula Neutra 0 Singleto
1" Reducao -1 Dubleto
2% Reducio -2 Singleto ou Tripleto
3? Reducao -3 Dubleto ou Quarteto

Fonte: Autora.
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Percebe-se pela tabela anterior, que dois estados de spin sdo possiveis para os compostos
que sofreram duas ou trés reducdes. Para avaliar qual dos estados ¢ o mais provavel em cada
reducdo, avaliou-se a energia livre de formagdo de cada estrutura, contabilizando as

contribuicdes térmicas ¢ eletronicas. O resultado é mostrado na tabela 15.

Tabela 15 Energias livres de formagao das estruturas Mol01 e Mol02 apo6s a segunda e terceira redugéo
em kcal/mol.

Segunda Reducio AGsSingleto-Tripleto
Singleto Tripleto
Mol01  -813429.7044 | -813429.8412 0.1368
Mol02  -813429.5632 | -813428.1790 -1.3843
Terceira RedUQﬁO AGDubleto-Quarteto
Dubleto Quarteto
Mol01  -813494.8958 | -813463.5667 -31.3290
Mol02  -813492.1284 | -813462.6819 -29.4465

Fonte: Autora.

Para Mol01, o estado de mais baixa energia apds a segunda redugdo ¢ um tripleto,
enquanto para Mol02 ¢ um singleto. Esses resultados sugerem que em Mol02 o elétron da
segunda reducgdo ¢ adicionado ao mesmo orbital da primeira, portanto o emparelhamento dos
elétrons daria origem a um dianion de camada fechada. J4 em MolO1, os elétrons da primeira e
segunda redugdes estdo em orbitais diferentes, o que caracteriza o estado tripleto; a espécie
seria, portanto, um dianion dirradical.

De forma a facilitar a analise, as estruturas dos compostos foram divididas em regides
como mostra a figura a seguir. As Regides Il e V correspondem ao anel quinona e ao grupo
nitro respectivamente, ¢ s2o sitios de redu¢do comuns em varios sistemas. As Regides I e III
correspondem aos anéis adjacentes ao anel quinona, mas excluindo os atomos de carbono que
ja estdo inclusos na Regido II. Finalmente, a Regido IV corresponde ao anel aromatico ao qual

o grupo nitro esta ligado (Figura 62).



Figura 62 Estrutura de Mol01 e Mol02 dividida em regides.

Fonte: Autora.

Regido Il

Regiao IV
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Como forma de entender melhor as mudancgas nas estruturas eletronicas de Mol01 e

Mol02 com as redugdes, as cargas atomicas dos atomos foram calculadas usando o modelo

QTAIM (do inglés, Quantum Theory of Atoms in Molecules) para os compostos neutros e

reduzidos. As diferengas de cargas liquidas entre uma etapa da redugdo e¢ a anterior foram

calculadas para cada regido e usadas como parametro para caracterizar o sitio de reducao. Essas

diferencas sdo mostradas na tabela 16.

Tabela 16 Diferengas de Cargas Liquidas de Regido das estruturas Mol01 e Mol02 para cada etapa de

redugdo.
Regioes (Red01)- (Red02)- (Red03)-
(Red00) (Red01) (Red02)

Mol01 1 -0,268 -0,025 -0,221
1T -0,5502  -0,046 -0,509
1 -0,105 -0,032 -0,101
v -0,028 -0,234 -0,050
\4 -0,045 -0,664 -0,119

Mol02 1 -0,282 -0,122 -0,263
I -0,580 -0,269 -0,598
111 -0,110 -0,097 -0,110
v -0,002 -0,176 -0,018
\% -0,026 -0,339 -0,014

Fonte: Autora.

Os dados da tabela 16 mostram que, em ambas as estruturas, a diferenga de carga na

primeira reducdo € concentrada no grupo quinona (Regido II), com uma participa¢do menor do

anel aromatico adjacente (Regido I), sugerindo que este seja o sitio da redugao.
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Ja na segunda reducdo, a diferenca de carga ¢ concentrada no grupo nitro (Regido V)
para Mol01, mas para Mol02 as diferengas de cargas nos grupos quinona (Regido II) e nitro
(Regido V) sdo valores considerados proximos (-0,269 e -0,339 respectivamente). Talvez uma
possivel explicacdo ¢ a redug@o ocorrer em torno do grupo nitro, mas a estrutura ser estabilizada
por delocalizagdo ou transferéncia de carga. Para a terceira redugdo, novamente a maior
alteracdo de carga fica em torno da naftoquinona (Regides I e II) tanto em Mol01 quanto em

Mol02, indicio de que este seja o sitio desta reducéo.

5.8 QSAR

Foram modeladas mais de 23 estruturas pertencentes a este trabalho e ja publicadas
(DIOGO et al., 2013), porém apenas aquelas com atividade bioldgica definida, requisito para
os estudos de QSAR, foram utilizadas para a constru¢do dos modelos, resultando em um
conjunto de 15 quinonas (Tabela 3). As moléculas foram inicialmente pré-otimizadas
utilizando método semi-empirico AM1 seguida de uma otimizacdo mais rigorosa (DFT,
funcional M06-2X e o conjunto de bases 6-311+g(d,p)), na presenga ¢ auséncia do solvente
DMF sendo possivel obter, para ambos os casos, diversos descritores quimico-quantico,
eletronicos e estruturais como momento dipolar, polarizabilidade, energias dos orbitais de
fronteira dentre outros (utilizando o programa Gaussian 0.9) além dos mais de 1437 descritores
estruturais e topologicos 2D e 3D fornecidos pela plataforma on-line E-dragon.

A plataforma on-line E-Dragon permite a obtencdo pratica e rapida de descritores
moleculares os quais estdo organizados em 20 diferentes blocos compondo descritores de
natureza diversa: constitucionais como massa molecular e nimero de atomos; geométricos
como indice de aromaticidade; topolégicos como a soma das areas superficiais dos atomos
polares e propriedades moleculares como estimativa acerca da regra dos cinco de Lipinski.
Pode-se obter valores para cerca de 1.600 descritores diferentes (TETKO et al., 2005;
VCCLAB, 2016).

Em seguida decorreu a selecao de variaveis para o processo de construcdo do modelo.
Essa etapa é importante uma vez que se elimina os temos ndo relevantes na modelagem bem
como caracteristicas potenciais dos interferentes e gera-se um subconjunto com um nimero
melhor de variaveis (COSTA FILHO ef al., 2002). A partir da matriz com mais de 1400

descritores, eliminou-se aqueles com coeficiente de correlagdo de Pearson com o vetor de
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atividades biologicas inferior a 0,3 bem como os descritores que possuiam correlagdes entre si
maiores do que 0,9, a fim de diminuir a colinearidade dos dados (MARTINS et al., 2013)
totalizando oito descritores para os modelos (com/sem solvente DMF) os quais foram
submetidos ao algoritmo de selecdo de preditores ordenados OPS (“ordered predictors
selection”) pela operagdo de pré-processamento por autoescalonamento com o intuito de nivelar
os mesmos em importancia de analise. Tal algoritmo efetua sele¢do de varidveis baseado em
em descritores os quais otimizam a correlagdo com a variavel dependente (MARTINS et al.,
2013). Em seguida, sucessivas regressoes PLS (“partial least squares™) sdo realizadas com um
numero crescente de descritores até que se encontre o melhor modelo com base em parametros
estatistico (MARTINS et al., 2013). Neste trabalho, o vetor de regressdo foi utilizado como
vetor informativo ¢ o coeficiente de determinagdo da validagdo cruzada leave-one-out (LOO),
g°, como critério de selecdo. Os descritores selecionados segundo OPS para os melhores

modelos seguem na tabela 17.

Tabela 17 Descritores selecionados com OPS para o melhor modelo correlacionado com a atividade

bioldgica sem solvente e com solvente.

SEM SOLVENTE COM SOLVENTE
Quinonas Mor27u HATS2p Mor32e | Mor22e HATS2p GATS3v MATS2m DISPv
1 -0,412 0,142 -0,163 0,090 0,146 1,110 3,448 -0,074
2 -0,476 0,119 -0,261 -0,269 0,120 1,034 8,456 -0,092
3 -0,169 0,128 -0,429 -0,082 0,128 1,013 3,619 -0,143
4 -0,265 0,127 -0,245 0,001 0,126 0,992 5,101 -0,037
5 -0,271 0,126 -0,247 0,146 0,125 1,039 8,015 -0,129
6 -0,384 0,138 -0,309 0,186 0,137 1,050 6,108 -0,139
7 -0,444 0,137 -0,338 -0,050 0,136 0,973 5,459 -0,120
8 -0,417 0,117 -0,480 -0,246 0,117 0,994 8,742 -0,144
9 -0,430 0,143 -0,424 0,068 0,142 1,025 8,873 -0,118
10 -0,396 0,158 -0,452 0,066 0,154 1,018 6,482 -0,100
11 -0,489 0,117 -0,441 -0,180 0,115 0,944 12,127 -0,124
12 -0,392 0,128 0,445 0,125 0,126 1,018 11,284 -0,111
13 -0,357 0,132 -0,585 -0,049 0,130 1,018 10,514 -0,111
14 -0,521 0,135 -0,526 -0,277 0,135 0,889 7,249 -0,166
15 -0,688 0,142 -0,622 0,009 0,140 0,917 8,342 -0,131

Fonte: Autora.

A validacao cruzada leave-one-out (LOO), também denominada validacao interna,
consiste em excluir sucessivamente uma amostra por vez do conjunto de treinamento, construir
um modelo sem a mesma, e entdo realizar a previsdo para a amostra excluida, sendo tal
procedimento feito quantas vezes for o numero de amostras do conjunto. A diferenga entre o
valor experimental e o estimado para as amostras retiradas sdo importantes para calcular o erro

padrio da validagdo cruzada (SEV, standard error of validation) e o coeficiente de correlagdo
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da validagdo LOO (g’o0). O modelo com todas as n amostras ¢ expresso em termos do
coeficiente de correlagdo de determinagdo multipla (R?) e o erro padrdo de calibragdo (SEC,
standard error of calibration) (MARTINS et al., 2013).

Os pardmetros estatisticos da regressdo PLS para os melhores modelos sdo
apresentados nas Tabelas 18 e 19. A validacdo cruzada foi obtida excluindo- se uma amostra
por vez (LOO). O namero ideal de varidveis latentes (VL) ¢ dois para o modelo sem DMF e
um para o modelo de atividade bioldgica com solvente uma vez que apresentaram os menores
valores de PRESS (Soma dos Quadrados dos Erros de Predi¢do) e SEV (Erro Padrdo de
Validagdo). Os coeficientes de correlagdo obtidos para os modelos sem solvente foram g
Biol = 0,80 € 7> = 0,92 (para atividade bioldgica sem solvente) € g°4vi. Biol = 0,68 € 7> = 0,78 (para

atividade bioldgica com solvente).

Tabela 18 Parametros estatisticos obtidos com a regressdo PLS (modelo de atividade sem solvente).

Varidveis latentes | SEV ~ PRESS q? r? SEC
1 0,24185 0,877368 0,726628 0,857363 0,186870
2 0,206492 0,639582 0,801365 0,926389 0,165772
3 0,211814 0,67298 0,793623 0,898211 0,171614

Fonte: Autora

Tabela 19 Parametros estatisticos obtidos com a regressdo PLS (modelo de atividade com solvente).

Variaveis latentes | SEV ~ PRESS q? r? SEC
1 0,264618 1,050340 0,682375 0,788713 0,2277437
2 0,321647 1,551854 0,562454 0,797631 0,231674
3 0,323889 1,573562 0,561444 0,798626 0,241380

Fonte: Autora.

Os modelos obtidos foram submetidos aos testes de validacao cruzada leave-N-out e Y-
randomization, realizados para avaliar a robustez e a estabilidade dos modelos PLS. No
primeiro, N compostos sdo retirados do conjunto de treinamento para serem usados numa
valida¢@o cruzada para o modelo PLS. Neste caso, para cada N, os dados foram aleatorizados
cinco vezes e os valores médios de g’ foram tomados para a comparagdo com o g° obtido pela
validag@o cruzada leave-one-out (LOO). Nessa etapa ¢ possivel escolher alguns pardmetros

como numero de variaveis latentes, de repeti¢des em cada validacdo e de amostras passiveis de
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remogio durante o processo. E recomendavel que N represente pelo menos 30% das amostras
e bons modelos de QSAR apresentam um valor médio de ¢° proximo ao g’zoo da validagdo
cruzada (MARTINS et al., 2013).

A possibilidade de correlacdo ao acaso entre a variavel dependente e os descritores
selecionados foi verificada submetendo o modelo (obtido apods selegdo de varidveis com
algoritmo OPS) ao teste de aleatorizagdo de y (y-randomization). Neste teste, os valores de
atividade bioldgica sdo misturados randomicamente e os valores de 72 € ¢° sdo calculados. Para
alguns modelos houve valores um pouco altos de 72, porém os valores de ¢° se revelaram
negativos, um indicativo de modelos com os valores corretos de atividade bioldgica fornece
parametros estatisticos apropriados (MARTINS et al., 2013). Tal situacdo ndo procede com
nimeros randomicos; dessa forma existe, no conjunto de dados, uma correlagdo verdadeira
entre a variavel dependente (atividade biologica) e os descritores (TROPSHA, 2005;
MARTINS et al., 2013). Os resultados da validag@o cruzada leave-N-out e y-randomization
(com 50 repetigdes, retirando-se uma amostra LOO em cada uma delas) para os modelos
selecionados, mostrados na figura 63, indicam que todos os modelos sdo satisfatorios com

relacdo a estes testes.
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Figura 63 Resultados da validagdo leave-N-out e y-randomization para os melhores modelos selecionados pelo OPS relativos a atividade bioldgica (A) sem

influéncia do solvente e (B) com influéncia do solvente. Os pontos vermelhos representam os modelos gerados com os valores de y randomizados e o ponto azul

representa os valores de R? e Q? para o modelo real.

A Leave-N-Out

om - . »
BT
wra
LT
T
(L]
L]
]
v |
038
L]
L+ ]
L
o
LW
T
voa

Leave-N-Out
am
[ 5. T}
aat
[E. ]
[N
[E.-}
[F
[.E ]
e
L& -]

R

LA
LA
L

Fonte: Autora.

o

Resultados de y-randomization
]
= --1, .
" W OE —
IR
J‘ "__ i . "
s v
i
Resultados de y-randomization
i -
ajs Pl |o
" ol he
. = ik
3 T '! o
.'I Q- -.. .



147

E necessario observar valores da atividade biologica experimental, da atividade

biologica prevista e a diferenga entre os mesmos, o que caracteriza os residuos, para cada

composto em andlise. Valores de residuos proéximos a zero ¢ bom indicativo do poder

preditivo do modelo gerado (tabela 20).

Tabela 20 Valores de pIC50 (atividade bioldgica) sem solvente e com solvente previstos pelos

modelos QSAR e os correspondentes observados experimentalmente bem como das respectivas

diferencas para o conjunto de quinonas elencadas para este estudo.

SEM SOLVENTE COM SOLVENTE

Quinonas  Experimental Predito Residuo. Experimental Predito Residuo.
1 4,963 5,067 -0,104 4,963 5,286281 -0,323281
2 4,347 4,172 0,175 4,347 4,023404 0,323596
3 4,093 4,627 -0,534 4,093 4,377474 -0,284474
4 4,662 4,670 -0,008 4,662 4,741367 -0,079367
5 4,402 4,698 -0,296 4,402 4,40064 0,00136
6 4,762 4,649 0,113 4,762 4,598027 0,163973
7 4,682 4,471 0,211 4,682 4,299356 0,382644
8 3,445 3,839 -0,394 3,445 3,86174 -0,41674
9 4,491 4,459 0,032 4,491 4,493705 -0,002705
10 5,036 4,660 0,376 5,036 4,730134 0,305865
11 3,800 3,710 0,090 3,8 3,5444 0,2556
12 4,225 4,090 0,135 4,225 4,263429 -0,038429
13 4,078 3,888 0,190 4,078 4,204575 -0,126575
14 3,783 3,963 -0,180 3,783 3,645498 0,137502
15 3,738 3,852 -0,114 3,738 4,198017 -0,460017

Fonte: Autora.

Obtido um modelo validado e preditivo, os descritores sdo analisados segundo o

vetor de regressdo gerado, fornecendo informacdes e subsidios para sintese e

planejamento molecular de novos compostos com melhor atividade ou a identificacao de

regides moleculares envolvidas na interagdo com o bioensaio (DEVINYAK ez al., 2014).

As contribui¢des de cada descritor para o vetor de regressdo dada pelas equagdes abaixo

referente aos modelos propostos podem ser observadas na figura 64.

pICso= 0,318(Mor27u) + 0,566(HATS2p) + 0,641(Mor32e) (Modelo sem DMF)
plCso= 0,277(Mor22e) + 0,266(HATS2p) + 0,281(GATS3v) — 0,233(DISPv) +
0,253(MATS2m) (Modelo com DMF)
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Figura 64 Contribuicdo de cada descritor para o vetor de regressdo no modelo de atividade

biologica (A) sem e (B) com solvente.
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Fonte: Autora.

Embora diversos descritores ndo tenham significado quimico aparente, a tentativa
de interpretagdo qualitativa de alguns com maior contribui¢do para o modelo segundo o
vetor de regressdo pode auxiliar numa melhor compreensdo das caracteristicas
moleculares selecionadas e, possivelmente sugerir modificagdes estruturais que venham
a melhorar a atividade bioldgica de outras moléculas (DEVINYAK et al., 2014). As
contribuigdes de cada descritor para o vetor de regressdo para os melhores modelos
obtidos estdo apresentados na figura 64 . Os coeficientes de regressdo dos descritores
Mor27u, HATS2p, Mor32e (modelo de atividade sem solvente) e Mor22e, HATS2p,
GATS3v e MATS2m (modelo de atividade com solvente), indicam que valores positivos
destes descritores sdo favoraveis para os respectivos modelos, exceto para DISPv.

Os descritores Mor27u e Mor32e tiveram semelhantes parcelas de contribuicao
para o modelo cujas moléculas foram otimizadas na auséncia do solvente assim como os
descritores Mor22e GATS3v para o modelo em que as mesmas moléculas foram
otimizadas na presenga de DMF. Lembrando que, como mencionado anteriormente, a
interpretacdo qualitativa ndo ¢ tarefa facil ou simples especialmente para os descritores
holisticos, topoldgicos e de autocorrelagdo. Alguns autores afirmam que tais descritores
sdo mais frequentes em modelos de QSAR como “uma medida quantitativa da falta de
homogeneidade estrutural ou da diversidade de um grafo molecular, sendo relacionados

a simetria associada as estruturas” (MELO, 2009) em modelos cujo conjunto de
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moléculas estudadas pertencam a mesma classe, mas ndo necessariamente a uma mesma
série. Esses tipos de descritores sdo apresentados na literatura como relacionados a
importancia da “forma, tamanho, simetria e/ou ramificagdo” (MELO, 2009) dentre outras
caracteristicas de um conjunto de compostos que apresentam atividade bioldgica sem
muitos detalhamentos sobre suas contribuigdes/ influéncia na atividade bioldgica no
modelo ao qual pertencem (KATRITZKY et al., 1993; TODESCHINI ef al., 2000;
MELO, 2009). Os descritores pertencentes aos modelos estdo elencados na tabela a

seguir.

Tabela 21 Descritores selecionados pelo OPS para os modelos com DMF e sem o referido

solvente obtidos a partir do programa E-Dragon.

Descritores Definicao Classe
Mor27u | 3D-MoRSE-signal 27/ unweighted 3D-MoRSE
Mor32u | 3D-MoRSE-signal 32/ unweighted 3D-MoRSE
leverage-weighted autocorrelation of lag 2/

HATS2p weighted by atomic polarizabilities Getaway

Mor22e 3D-MoRSE-signal 22/' erlghted by atomic 3D-MoRSE
Sanderson electronegativities

GATS3v Geary autocorrelation-lag 3/ weighted by 2D autocorrelations
atomic masses
Moran autocorrelation-lag 2 / weighted by

MATS2m | o masses 2D autocorrelations
d COMMA? value/ weighted by atomic van Geometrical

DISPv .
der Waals volumes descriptors

Fonte: Autora (Extraido de VCCLAB- Virtual Computational Chemistry Laboratory. Dragon Descriptors).

Os descritores topologicos e geométricos relacionados especialmente ao volume
molecular e tamanho sdo uteis para compreender a acdo de determinado conjunto de
compostos bioativos ja que as forgas de dispersdo de curto alcance irdo desempenhar um
papel importante na ligacdo da substancia aos receptores biologicos (BARREIRO et al.,
2009). Os descritores 3D-Morse (“Molecule Representation of Structure based on
Electron diffraction”) presentes em ambos os modelos sdo descritores geométricos que se
relacionam a tridimensionalidade de diferentes propriedades moleculares codificando
informagdes sobre a estrutura molecular (BIRCK et al., 2016). Os descritores
selecionados (Mor27u, Mor32e e Mor22e) possuem coeficientes de regressdo positivos
sendo que a eletronegatividade pondera esses descritores (Mor32e e Mor22¢) os quais

influenciam positivamente para uma melhor atividade dos compostos, sendo que para o
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modelo com solvente, o incremento de tais caracteristicas pode refletir em compostos
mais bioativos em ambientes lipofilicos. Sabe-se que as moléculas bioativas devem
possuir diversas caracteristicas tridimensionais como volume molecular acessivel a
solvatagdo (CONNOLLY, 1983; BARREIRO et al., 2009) para melhorar a afinidade ao
seu possivel ligante e que Sanderson observou a relagdo entre eletronegatividade e
tamanho atomico, informag¢des importantes uma vez que o volume molecular relacionado
com geometrias moleculares e as distincias das ligagdes sofrem profundas modificagdes
no vacuo e nos diferentes solventes. Tais percepgdes podem ser titeis na proposta de
modificacdes estruturais que influenciem em altera¢des nas propriedades fisico-quimicas
de uma série compostos € como consequéncia colaborar para o incremento da atividade
biologica (TODESCHINI et al., 2009).

Os descritores GETAWAY também estdo associados a autocorrelacdo, em que
certas propriedades dos atomos sdo consideradas desde que estejam numa distincia
topologica (k) e tais propriedades vao influenciar as mudangas conformacionais das
moléculas. Dessa forma alguns descritores pertencentes a esta classe, como HATS2p,
fornecem principalmente informagdes relacionadas a forma da molécula possibilitando
correlacionar que determinado grau de liberdade conformacional favorece a atividade
(CONSONNI et al., 2002). Os demais descritores do modelo de atividade biologica com
solvente com coeficientes de correlagdo positivos (GATS3v, MATS2m) sdo ponderados
pelo volume atémico de var de Waals e massas atomicas indicando que essas
caracteristicas também influenciam na atividade dos compostos.

No modelo em que as moléculas foram otimizadas na auséncia do solvente, a
eletronegatividade e as propriedades topoldgicas sdo fatores importantes que influenciam
a atividade bioldgica, ja no modelo em que as moléculas foram otimizadas na presenga
do solvente além do volume e das propriedades topologicas, a massa e o volume atémico
de var de Waals sdo importantes e influenciam a atividade. Embora a literatura careca de
muitos trabalhos em que o mesmo conjunto de moléculas tenha sido otimizado na
auséncia e na presenca do solvente, tais estudos ajudam a entender quais propriedades
intrinsecas das moléculas influenciam a atividade biologica e quais estdo relacionadas a
influéncia do solvente auxiliando no planejamento estrutural de compostos bioativos com

mais dinamicidade (TODESCHINI et al., 2009).
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6 Conclusoes

v Os estudos eletroquimicos das quinonas em meio aprdtico permitiram observar
que a redugdo das mesmas ocorre através de um mecanismo de redugdo tipico de
quinonas: duas ondas de redu¢do monoeletronicas sequenciais, totalizando o consumo de
dois elétrons ao fim do processo redutivo, sendo a primeira etapa de redugao referente a
formag@o do anion radical quinénico (Q>) e o segundo processo resulta na formagdo do
didnion quindnico (Q*). As quinonas com atomo de calcogénio em sua estrutura
apresentaram uma terceira onda catddica referente a reducdo do mesmo, além do processo
oxidativo com um pico de alta intensidade de corrente;

v Em quinonas portadoras de dois sistemas naftoquinénicos (anel
diidrofuranonaftoquinona e 1,4 naftoquinona), o sistema ortonaftoquinénico se reduz
mais facilmente em virtude da assimetria eletronica e maior polaridade da ligacdo
carbonilica nesses sistemas em comparacdo ao sistema em que as carbonilas estejam
dispostas na posi¢ao 1,4;

v Em compostos com dois centros eletroativos, como as nitroquinonnas ha uma
dificuldade em se individualizar os processos redutivos referentes as estes grupos, como
ocorreu com os compostos da classe 5, nesse caso estudos computacionais a fim de
observar os sitios propicios ao recebimento de elétrons possibilitou esclarecer para o
composto ESNJ110 que apos a formacdo do anion radical semiquinona, a segunda
redu¢@o ocorre no grupo nitro e a terceira redu¢do no grupo quinona, porém a semelhanca
nos valores de diferengas de carga no segundo e terceiro processos redutivos no composto
ESNJ104 nao possibilitou uma proposta mecanistica conclusiva sobre qual processo
ocorreu primeiro;

v Estudos eletroquimicos em presenga de oxigénio realizados para a algumas das
quinonas evidenciaram que seus produtos da reducdo interagem com oxigénio segundo
mecanismo eletroquimico-catalitico (EC), o que sugere a participacdo de EROs no
mecanismo de agdo molecular desses compostos em células cancerigenas. Essa acdo
citotoxica estd associada aos valores de potencial de redugdo facilitando a transferéncia
de elétrons para oxigénio colaborando para o desequilibrio redox em ambiente celular;
v Com relagdo aos ensaios de MTT, para a série 2, as modificagdes na posigdo 3 do
anel naftofuranoquinénico resultaram em uma série analoga mais bioativa que a nor-3-
lapachona em todas as linhagens para a maior parte dos compostos. Além disso, a possivel

atividade atribuida aos compostos quinonicos depende dos valores de Epci, havendo uma
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faixa 6tima de potencial de reducdo, apesar da inexisténcia de uma correlagdo linear no
grafico. Ja para a série 8, ocorre similar situacdo: apesar da inexisténcia de uma correlagdo
linear, todas as quinonas com valores de potencial maiores que - 0,7V apresentaram
atividade com excec¢do de RSL 50 ¢ RSL 170;

v As quinonas pertencentes a classe 2 foram testadas frente ao fungo C. albicans,
bactérias gram- positivas (S. aureus) e gram-negativas (P. aeruginosa € E. coli). Apenas
quatro quinonas apresentaram atividade moderada frente a S. aureus: benzil tiol, 4-cloro
tiol, 4-metil tiol e tiacetato tiol sendo, esta ultima, a de melhor atividade e, portanto,
submetida a ensaios para ver a formagédo de biofilme, o qual indicou um perfil de acdo
basteriostatico para esta quinona;

v A capacidade antioxidante das quinonas pertencentes a classe 8 foi avaliada frente
a peroxidagdo lipidica através da utilizacdo de um modelo de lipoperoxidacdo em
membrana. Apenas dois compostos (RSL 154 e RSL 155) mantiveram comportamentos
bem proximos ao trolox, sendo promissores na protecdo lipidica ao contrario da quinona
RSL 71 cujo comportamento se assemelhou ao controle negativo;

v Os estudos espectrofotométricos possibilitaram determinar valores de constante
de formag@o de complexos entre ctDNA de fita dupla para as quinonas das séries
propostas sendo que RSL149, RSL71 e ESNJ104 apresentaram os maiores valores de K
evidenciando maior interacdo com ctDNA em solucéo;

v Através do método de inibigdo da fluorescéncia do complexo BE-DNA as
quinonas estudadas exibiram uma redu¢do do sinal inferior a 50%, indicando que a
interagcdo ndo ocorre por intercalacdo como com o BE;

v Os parametros termodinamicos revelaram um processo de interacdo espontaneo e
cujo modo de ligagdo ¢ majoritariamente groove para as quinonas ESNJ-104, ESNJ-242,
RSL-149, RSL-150, RSL-151 e RSL-152. Segundo os dados de Ksv, a interagdo ocorreria
por quenching dindmico e ndo estatico;

v Quanto aos modelos de QSAR para as 15 quinonas com atividade frente a 7. cruzi,
os modelos obtidos mostram-se robustos. Os valores de g° para tais modelos em que os
compostos foram otimizados na auséncia e presenga do solvente foram respectivamente
0,80 e 0,65. No modelo construido na auséncia do solvente, a eletronegatividade e volume
sdo fatores importantes que ponderam os descritores e, por conseguinte influenciam a
atividade biologica, ja no modelo em que o solvente estava presente além do volume e
das propriedades topoldgicas, a massa € o volume atomico de var de Waals sdo

importantes e influenciam a atividade.
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1,2,3-Triazole-, arylamino- and thi
tively) were synthesized in moderate yields and evaluated against several human cancer cell lines (blood,
ovarian, breast, central nervous system, colon, and prostate cancers and melanoma), showing, for some of
them, ICsp values below 2 uM. The cytotoxic potential of the tested naphthoquinones was also assayed on
non-tumor cells such as human peripheral blood mononucluear cells {PBMC) and two murine fibroblast

ituted naphth (24, 8, and 2 representatives, respec-

lines (1929 and V79 cells). x-Lapachone- and nor-=-lapachone-based 1,2 3-triazoles and arylamino-
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1. Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are important participants in
regulating normal cellular processes. A deregulated redox balance
may contribute to the development of several human diseases,
including cancers, as recently reported by Nogueira and Hay.' Sev-
eral types of cancer cells exhibit disturbed intracellular redox bal-
ance, differentiating them from their non-cancerous counterparts,”
ROS may act directly with DNA, lipids, and proteins to induce cell
damage.' The alkylation of crucial proteins and nucleic acids can
also cause cell damage.' Compared to non-cancerous cells, the
reactive oxygen species (ROS) levels are considerably closer to
the critical redox threshold at which cell death is induced.’ These
biochemical differences between healthy and malignant tissues
are significant and may be exploited in the design of selective
drugs.’

* Comresponding author, Tel.: +55 31 34095720; fax: +55 31 34095700,
E-mail address: eufranio@ufir (E.N. da Silva Janior).

http:{jdwdoiorg 10.1016/Lbmc.2014.01.033
0968-0896/© 2014 Elsevier Ltd, All rights reserved.

substituted paphthogquinones showed potent cytotoxicity against different cancer cell lines, The com-
pounds may represent promising new lead derivatives for anticancer drug development. The electro-
chemical properties of selected compounds were evaluated in an attempt to correlate them with

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Compounds that are able to modulate the redox balance in can-
cer cells are potential candidates for the development of anticancer
drugs.” " In general, these compounds catalyze the oxidation of re-
dox-sensitive, thiol-containing proteins and enzymes and/or sig-
nificantly increase intracellular ROS levels. These features relate
to subsequent processes that lead to apoptosis.” Quinones belong
to this class of compounds, as they are capable of increasing intra-
cellular ROS levels over a critical threshold and therefore may in-
duce apoptosis in cancer cells.

Electrochemistry is the standard method for studying redox
systems, Electrochemical techniques applied to biology are contin-
uously described in the literature and provide both kinetic and
thermodynamic information.” Electrochemical methods are useful
in the characterization and ultimately the design of redox-modu-
lating natural products and drugs, including potential antioxidants
and anticancer agents.” Among these techniques, cyclic voltamme-
try can rapidly evaluate the redox properties of some of those com-
pounds, including quinones. The usual parameters normally
obtained and employed, especially in cyclic voltammetry, are the
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potentials of the oxidation (Epa) and reduction (Epc) peaks or Ere-
dox (Epc + Epa)(2 (for reversible systems) or Epc — Epc/2 (for irre-
versible ones). The potential Eredox or similar parameters give a
quantitative measure of the ease of reduction of an oxidant or elec-
tron acceptor, A, since the more positive the value of the potential
of the couple E (A/A’), the more powerful the oxidant. Similarly, the
more negative the value of E{A-/A% ), the more powerful the reduc-
tant.” The Epc or the Eredox of the first peak or system, respec-
tively, are the ones to be used in correlation of electrochemistry
and biological activities.™ With this approach these data may even
be useful in the rational design of such compounds as part of a spe-
cial chemical structure-electrochemical potential-biological activ-
ity relationship. Monetheless, one must bear in mind that
electrochemical parameters such Epa and/or Epc are only one mea-
sure and other data, like abundance, distribution, accessibility are
also decisive factors in vitro or cell environments.**'"

The mechanism of action of quinonoid anti-tumor agents has
been thoroughly investigated.'" Under aerobic conditions, that is,
in organs with sufficient blood supply, a one-electron reduction
predominates, resulting in free-radical intermediates that undergo
back oxidarion in the presence of oxygen, releasing reactive oxygen
species (ROS).™'" This may cause damage to the DNA of the tumor
cell, but normal cells are also negatively affected. A two-electron
reduction of the quinone function followed by its inactivation
through subsequent glucuronidation and/or sulfation or by the
conversion of the hydroquinone into an alkylating intermediate
is an alternative pathway.'' This mechanism is believed to pre-
dominate under anaerobic conditions.'”

Recently, our research group has described the synthesis of re-
dox modulating quinone compounds. To access substances with
different redox behaviors, we have appended groups such as aryl-
amines,'” 1,2 3-triazoles,'" azides,”* among others, onto the qui-
none moiety.'”

Through our efforts to design molecular scaffolds using hybrid-
ization protocols, we report herein the extension of our approach,
which includes modification of 1.4-naphthoquinones with tria-
zoles (1-19) and sugars (20-21) to enhance the bioavailability of
the compounds, the insertion of a second quinone group (22-24)
to potentially increase ROS release and through the use of phenyl-
thiolated compounds to connect chalcogens'” to the main struc-
ture. Additionally, we have synthesized compounds 28-35,
isomers of substituted arylamino-nor-fi-lapachones,'’ which are
widely recognized as highly active cytotoxic compounds, in order
to compare the effect of the para-quinone moiety on their activity
and electrochemical behavior. Among the thirty-four compounds
assayed, sixteen are new and are fully characterized. Eleven of
the cell lines used are cancerous, and three are non-cancerous.

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

2-Brome-1,4-naphthoguinone and 2-chloro-1,4-naphthogqui-
none were acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Lapachol (25) (2-hydroxy-3-{3'-methyl-2'-butenyl)-1,4-naphtho-
quinone) was extracted from the heartwood of Tabebuia sp.
(Tecoma) and purified by a series of recrystallizations.'” Nor-lapachol
(38) (2-hydroxy-3-(2'-methyl-propenyl)-1,4-naphthoquinone)
was obtained as a crystalline orange solid by Hooker exidation of
quinone 25.""

As previously described, the first group of compounds was pre-
pared using click chemistry reaction'” with the respective azide
derivatives.”"' 4-Azido-a-lapachone and 3-azido-nor-z-lapachone
were synthesized and used to prepare the 1,2,3-triazole analogues
1-6 in moderate yields, as shown in Figure 1.

The second group, 1.4-naphthoquinone-based 1,2.3-triazoles
7-19, was previously described (Fiz. 2)."' Compounds 20-24 are
herein described for the first time.

para-Naphthoquinones 7-19 were synthesized by clicking a
series of N-phthalimidoalkylazides with the respective naphtho-
quinones. Compounds 18 and 19 were prepared by the same meth-
odology using 1-azido-3-nitrobenzene (Fig. 2).

Unpublished compounds 20-24 were obtained by reaction of
azide-substituted carbohydrate or naphthoquinone and the ai-
kyne-substituted quinone. Compounds 20-24 were obtained in
high yields using copper iodide(l} in acetonitrile as the reaction
medium (Scheme 1).

The unpublished arylamino-substituted =-lapachones 28-35,
were prepared from lapachol (25), as shown in Scheme 2. The
first step consisted of the simple cyclization of lapachol (25) to
a-lapachone (26) using HClI/HOAc. Compound 27 reacted with
various anilines containing electron donating and electron with-
drawing groups to prepare 28-35. The compounds were obtained
in high yields, and their structures were determined by IR, 'H
and "*C NMR and by comparing their spectroscopic data with those
of already reported similar compounds.” Electrospray ionization
mass spectra and combustion analysis data were also obtained
for unpublished compounds.

The last class of compounds was obtained using similar meth-
odology. The respective bromo derivatives were prepared and were
reacted with thiophenol as shown in Scheme 3, Compounds 36 and
39 were isolated in moderate yields as yellow solids.

2.2. Electrochemistry

Several studies have investigated and reported on the electro-
chemical behavior of quinones, Some correlation has been oh-
served between the electrochemical parameters (Epcl: potential
of the first reduction peak) and biological activities.”

The single electron reduction of quinones by enzymes such as
NADH-cytochrome P450 oxidoreductase initiates redox cycling
and oxidative stress and then the relative one-electron reduction
potentials of quinones control the position of the equilibrium
defining the electron transfer between the semigquinone and oxy-
gen.™ Also, the first reduction step of quinones can be correlated
with the unoccupied molecular orbital of lower energy (LUMD).*3"

In the context of cancer, there is a considerable number of po-
sitive correlations.”

The quinone/semiquinone/hydroquinone (Q/SQ [H;Q) triad is
an important component of many redox systems in biology, It is
a vital link for the transfer of electrons through cells and tissues
(Egs. 1-3).%°

Q+ e
sd” + & + 2H
Met @ + 2e” + 2H"

sa' (1)
HQ (@)

= Hs (3)

!

In typical measurements, cyclic voltammograms (CV) were re-
corded in aprotic medium (DMF + TBAP, 0.1 mol L), at a scan rate
of 100 mV s~'. This enabled determination of the electrochemical
reduction behavior of each compound. Cathodic and anodic peaks
for each compound are listed in Table 1.

It was not feasible to study all of the guinones in the present
work. Representative compounds 20 and 21 (Scheme 1), 28 and
34 (Scheme 2) and 39 (Scheme 3) were selected to encompass each
of the structural classes. The present electrochemical study com-
plements recently published results.”’ In Table 1, the previously re-
ported electrochemical data of compounds 2, 3 and 10 are
presented in a more complete form to allow comparison and ratio-
nalization of the electrochemical behavior. It is out of the scope of
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the present paper, the rationalization of the electrochemical
behavior.

As has been noted, the compounds described here can be di-
vided among four structural classes: dihydropyran-para-naphtho-
quinones (2 and 3), paro-naphthoquinone derivatives (10, 20 and
21), nitroaniline-substituted x-lapachones (28 and 34) and a thio-
lated nor-=-lapachone (39). Figure 3 shows the cyclic voltammo-
grams of the compounds 20, 21, 28, 34 and 39.

The first two quinones (20 and 21), similar to compounds 2 and
3,"' exhibited quasi-reversible reduction behavior (Fig. 3), which is
typical of simple and well-behaved quinones (Eqgs. 1 and 2). The CV
profiles of the other four compounds (10, 28, 34 and 39) are
much more complex due to the presence of other electroactive
Eroups.

based 1.2.3

20-24.

The major electrochemical parameters for each compound are
listed in Table 1. Epcl values are most commonly used to compare
biological activities. The ease of reduction is as follows:

39>2-3>20>28>34>21>10

Compounds 28 and 34 display electrochemical behavior similar
to m-nitroaniline-substituted nor-p-lapachone.”” As observed in
Figure 3, four and three cathodic peaks are displayed for 28 (para
derivative) and 34 (meta derivative), respectively. The first peak of
the CV of 28 has a cathodic peak potential (Epcl) of —0.674 V, while
for 34, the value is —0.684 V. These cathodic peaks display two cor-
responding backward peaks, revealing quasi-reversible behavior.

For 34, the first pair of peaks observed is consistent with an ini-
tial one-electron reduction of the para-quinone to form the semi-
quinone radical according to Eq. 4:
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Table 1
Major electrochemical parameters of the quinones (c=1 = 10 *mol L "), in DME/TBAP, 0.1 mol L', versus Ag/AgCl. O ', v=100mV s '
Compounds Epcl (V) Epc2 (V) Epc3 (V) Epcd (V) Epal (V] Epa2 (V) Epa3 (V) Epad (V)
2 -0.632 ~1.116 - - -0.940 ~0.540 - -
3 ~0.630 ~1.147 - - ~0.967 ~0.547 - -
10 0.807 ~1.348 -2.085 247 -1.151 0779 -
20 -0.642 ~1.281 - - -1.098 ~0.544 - -
21 -0.797 -1.378 - - - -0.709 - -
28 —0674 -1177 —1.392 —2114 -1333 —1.045 —0.596 -
34 ~0.684 -1.168 ~1.842 - ~1.050 ~0.811 ~0.607 -
39 {1556 -1.132 ~1.500 - ~1.385 =1:138 -D.479 ~0.030
Epel: potential of the first cathodic peak: Epc2: potential of the second cathodic peak; etc; Epal: potential of the first anodic peak: etc.
? Ref. 21,
[Q]-PhNO; + e =[Q " |-PhNO,. (4) For compound 28, the two waves are separated

According to a previous article reporting the reduction of a sim-
ilar compound (nor-f-lapachone derivative) on mercury,”” the sec-
ond cathodic pair of peaks, twice as intense as the first peak and
appearing at —1.169 V, should correspond to the q one-
electron reduction of the electrogenerated semigquinone and to
the formation of the nitroanion radical (Eq. 5), leading to a dianion
quinone-nitro radical, which is further reduced, in the third peak,
in a conventional nitroaromatic reduction:'"

[Q"|-PhNO; + e =[Q* |-PhNO; .

(5)

(Epc2 = —1.177 V and Epllic = —1.392 V} and until now, it has not
been possible to determine their nature, Studies on this subject
are under way.

For compound 39, the most readily reduced in the series and, to
our knowledge, a previously unreported compound, a different
electrochemical profile is observed. The first two redox systems
correspond to Eqs. 1 and 2, and the third one, which has an irre-
versible nature, suggests the occurrence of a dissociative electron
transfer with cleavage of the C-S bond. Studies to elucidate the
electrochemical behavior are ongoing.
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displacement ellipsoids drawn at the 40% probability level.

2.3. X-ray analysis

The Ortep-3 diagram of 36 is shown in Figure 4, The crystallo-
graphic data collection and refinement parameters are shown in
Table 2. Compound 36 crystallizes in the triclinic space group P1,

0s
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Limiting indices
Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 2632
Absorption correction
Refinement method
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F*

Final R indices |1 > 2a{0)]

R indices (all data)

Largest difl. peak and hole
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Fig. 3 (continued)
Table 2
Crystal data and structure refinement for compound 36
Empirical formula CayHy7055
Formula weight 349.41
Temperature 150(2) K
‘Wavelength 071073 A
Crystal system, space group Triclinic, P1
Unit cell dimensions a=9.1351(6} A a=108.22007)
b=9.3814(8) A fi = 100.266(6)"
c=104100(8) A v =97.646(6)"
Volume B16.66{11)A?
Z, calculated density 2, 1.421 mgfm*
Absorption coefficient 0216 mm '
AODO) 366
Crystal size 0.16 =« 0.10 « 0.07 mm?
Theta range for data collection 2.12-2955°

-M<hs12, -Teks12, -13<i<14
6145

3797 [R{int} = 0.0274]

100%

Analytical

Full-marrix least-squares on F*
3797/0(228

1.037

R1=0.0424, wR2 = 0,1036
R1=0.0553, wR2=0.1128
0350 and -0.379e A

with one molecule in the asymmetric unit. The bond lengths and

angles are in good agreement with expected values, based on each
atomic type. Two planes may be defined through the carbon skel-
eton of the molecule, Plane 1 is formed by the quinonoid ring
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(atoms C4-C13), and C6 is the most distant atom from the mean
= o 7 = 7 3 £ 3 E z = g § T plane of the ring (d(C6-plane equal to 0.524(13) A). Notably, the
2;'9;-7' ?_C_iﬁ‘g';:i'fi? - ;g_c." oxygen atom 01 |d(01-plane) = 0.0333(19) A] lies in the plane as
GEnREHARSZRelAnE T =n= well. Atoms 02 [d(02-plane)=0.1932(19)A] and 03 [d(D3-
AR RS S S S e A A plane)=0,1631(21) A] are close to plane 1. Plane 2 is formed hy
-85 @ woshSa—G6 Taza the phenyl ring (C14-C19) and includes the sulfur atom, with
ey = $ 5 E. o ﬂl g ? = ':T" “iza d{S1-plane) equal to 0.0866(23) A. Cremer and Pople ring pucker-
5_'i B g,f::_ 2% E_Ee_ TEnEn A s fgg ‘a‘ o ing parameters™ (Q =0.4531(19) A, 0 = 52.7(2)°, & = 97.6(3F) sug-
SE-SgEosELE -~ lAgEcE gest that the pyran ring (C1, C2, C3, O1, C4 and C5) is in
P, e i approximately a half-chair conformation.

ThEEYaY mETnIoEg —in
33280 B3xhiasy g3
3 T A SaE g EpRT L e 4. logical
95552&. ZIBARGgR T !Né ot o ety
“8-ciE gSe-ZFCAcWAVAGS ?

_ All the substances described (Figs. 1 and 2 and Schemes 1-3),
gOEREE gEEs = Eaﬁ_ E3E8 were evaluated in vitro using the MTT assay against eleven cancer
o E’E = i Ez =7 Ei si{nnay cell lines: HL-60 (human promyelocytic leukemia), OVCAR-8 (ovar-
Zoands AZBT, HZgnA g5 = ian adenocarcinoma), MDA-MB435 (human melanoma), 5F295 (hu-
A3 03E oEMNE wTZeilallacl . ;

man glioblastoma), HCT-8 (Human colon carcinoma), HCT-116
Z8855F mocoh 58 Regggn (human colon carcinoma), PC3 (human prostate carcinoma), DU-
ERSESd S=Dw = R i N i 145 (human prostate carcinoma), MCF-7 (human breast adenocar-
sTANdEs S9N ST =Jo787 p!
GCzSxt =fc2g FESnBrEnA cinoma), MX1 (human breast adenocarcinoma) and HS578t (hu-
nleTaol cSEAD mieflNos man breast adenocarcinoma). Doxorubicin was used as the
et G —eT =% positive control (Table 3)."” The selectivity of the compounds to-
527 = 3 ERE] E ERNETE 23 ward a normal proliferating cell line was investigated using the
EG[ ?..‘-. z: oo el %:‘ ;I '8;,-.\-'; = = MTT assay with human peripheral blood mononucluear cells
SZIAZE D258 Z=%4%dgS (PBMC) after 72 h of drug exposure. To test with normal cells, two
o . — - murine fibroblasts cell lines, 1929 and V79, were used. As previ-
§§ E ITh g’;“ T8 ";'; B R ously described,”” the compounds were classified according to their
gl=ToT S Iwy = wphEs activity as highly active (ICsp <2 pM), moderately active
525;3;_ §§§ SR E‘Efiizﬁg (2 uM <IC50 < 10 uM), or inactive (ICso >10 pM). _
In previous studies, we d rated that appending a 1,2,3-
- Zzh w=oEE T Ta 3 = triazole group to nor-fi-lapachone can intensify its antitumor’'
53 ZwZe deode e Zrizs and trypanocidal ' activities. Molecular hybridization’' was used
nheEed 558 I - 50, Tok ] as a strategy to obtain new molecules by connecting a quinoidal
n=sC2cE ofnMl2 <DWinCZol maoiety and a 1,2,3-triazole ring via click’” chemistry reactions.
e T® A =T ) Herein, the antitumor activities of 1.4-naphthoquinone-based
s :; 2d &8 pd § =] 1.2,3-triazoles were evaluated and ten compounds were observed
=5 g2 wme E Z = =5 to possess moderate to high activity.
NBERAGE GSE ~8Wa == For compounds 7-19, 21 and 24, our approach was not success-
i = = e ful and these compounds did not exhibit activity against any of the
= ﬁ 22 g § o ﬁ agn E cancer cell lines evaluated.
25'{ 3%; % i E s = ?%Z =23 For the quinone-based 1,2,3-triazoles, compounds 1-6 were
220782 Z3p Y04z«xB283 considered moderately active with IC values in the range of
2 2.12-10.0 pM. However, high activity was observed against HL-
TITA-H T CEEa Eﬁgﬁ 60 with compounds 1 (ICso=1.37 uM) and 4 (1Cso = 1.90 pM).
esteq s3 =747 _gamgq For the 1,23-triazoles, the most significant activity was ob-
BTa= § o E 2= E IBx,. 89 E o served with compounds 1, 4, 21 and 22 against HL-60. They were
NEr=es T S Sn highly active, with ICso values of 1.37, 1.90, 1.19 and 0.80 uM,
—rE =5 =& — =T =5 respectively.
dJ538an BH 358 3 22 Recently, our research group has described arylamino-substi-
=hwoos -o g~} 28 =3 tuted nor-f-lapachones with significant activity against cancer cell
NTFnds SEE SSMnE E oSS lines.” We observed that the presence of a methoxy group in the
_ - _ = el arylamino ring intensifies the antitumor activity. Herein, the eval-
=g SR 3IA g TREOA uation of the arylamino substituted s-lapachones 28-35 was de-
2y g 23 = v_E’.a 23 scribed. The compounds showed moderate to high activity
§ S R E 2 E ST T § P w R E = E = against all cancer cell lines evaluated. Interestingly, compound
ST - T T 32, with a methoxy group in the para-position, was found to be
FEipEza o CEFZoRERRE the most active, exhibiting ICsp values in the range of 0.19-
drigmds 55 fdeEmd-Ssg3 1.76 uM. The cell line with the most sensitivity toward 32 was
2 2 @ E 2 § 5 § A g o & g § © é o E HL-60 (1C5q=0.19 uM). Compound 31 has 1Csq values < 2.00 uM
woRles 488 eSnbeRESdl and may also represent an important candidate for subsequent
g studies.
E Compounds 36 and 39 were designed based on the bioisosteric
g replacement of the arylamino substituent in s-lapachone as shown
g8 8 & H R R R R A o in the Scheme 4. Our objective was to evaluate the influence of the
sulfur atom (chalcogen) on activity. Compound 36 was highly
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Scheme 4. Bioisosteric replacement strategy for 36 and 39,

effective against the HL-60 cancer cell line (ICso value =2.91 uM)
with a high selective index compared with PBMC, L929 and V79.
Compound 39 was highly active against HL-60 and HCT-8.

Despite the small number of compounds, there was a positive
correlation between the electrochemical parameters and cytotox-
icity, allowing the discrimination of compounds 20 (active and
more electrophilic) and 21 and the less cytotoxic compound 10
from the more selective compound 39.

3. Conclusion

In this paper, we synthesized and evaluated the cytotoxicity of
several 1,23-triazole-, arylamino- and thio-substituted naphtho-
quinones against cancer and normal cell lines. Of the described
substances, compounds 31 and 32 were considered highly active
(ICsp <2 uM). Considering the selectivity index, compounds 36
and 39 have been identified as lead compounds for further investi-
gation. As previously shown by Claus Jacob's group, employing
chalcogens is a productive approach. Our strategy to append aryla-
mino groups to the 1,4-naphthoquinone structure was also suc-
cessful, and several compounds with potent antitumor activity
were presented in this manuscript that will be further investigated.

4. Experimental section
4.1. Chemistry

Melting points were obtained on Thomas Hoover and are uncor-
rected. Analytical grade solvents were used. Column chromatogra-
phy was performed on silica gel (SiliaFlash G60 UltraPure—60-
200 pm, 60 A). Infrared spectra were recorded on an FTIR Spec-
trometer IR Prestige-21—Shimadzu. 'H and '>C NMR were re-
corded at room temperature using a Bruker AVANCE DRX200,
Varian Mercury 300 and Varian Mercury 400 MHz, in the solvents
indicated, with TMS as internal reference. Chemical shifts (5) are
given in ppm and coupling constants (J) in Hertz. Mass spectra
(electrospray ionization) were obtained using a MicroTOFlc—Bru-
kerDaltonics. Elemental analysis was performed using a CE Instru-
ments (Thermo-Fisher) EA 1110 CHNS-O elemental analyzer. All
the compounds were nominated using the program CS ChemDraw
Ultra version 10.0.

4.2. General procedures to prepare 1,4-naphthoquinone-based
1,2,3-triazoles

Method A: In a flask containing 3 mL acetonitrile, it was added
0.5 mmol of the appropriate azides, followed by 0.6 mmol of the
appropriate alkynes and finally 11 mg (0.06 mmol) of copper(I) io-
dide. The reaction was left under magnetic stirring at 28 °C under
argon atmosphere, for a reaction time ranging from 19 to 24 h.
The end of the reaction was monitored by TLC with dichlorometh-
ane as eluent. The solvent was then removed under reduced pres-

sure and the reaction mixture was purified on a silica gel column as
a gradient mixture of hexane/ethyl acetate or dichloromethanef
ethyl acetate with increasing polarity. Method B: The same proce-
dures described in Method A, but 2 mL DMF, one drop Et;N were
added and the reaction was left under magnetic stirring for
60 min as monitored by TLC.

4.2.1. 2-(4-(4-(((3-Chloro-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)butyl)isoindoline-1,3-
dione

Using method B, compound 14 was obtained as an orange so-
lid (100 mg, 0.20 mmol, 78%); mp 230-232°C. IR vy (em ',
KBr): 3312 (N-H). 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) ¢: 7.99-7.74
(m, 9H), 7.55 (br s, 1H, NH), 5.02 (d, 2H J=6.6 Hz), 4.35 (t, 2H,
J=7.0Hz), 3.58 (t, 2H, J=7.1Hz), 1.83 (qt, 2H, J=7.0 Hz), 1.57
(qt, 2H, J=6.6Hz). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) : 179.8,
167.5, 144.6, 1345, 1340, 1324, 1314, 1298, 126.2, 1226,
122.3, 109.2, 48.6, 36.5, 26.8, 24.7. Anal. Calcd for Co5H;0CINSO4
0.65 x H,0, C, 59.86, H, 4.28, N, 13.96. Found. C, 60.24, H, 4.22,
N, 13.59.

4.2.2. (2R,3R,45,5R)-2-(Acetoxymethyl)-6-(4-(((3-bromo-1,4-
dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)tetrahydro-2H-pyran-34,5-triyl triacetate

Using method B, compound 20 was obtained as an orange solid
(150 mg, 0.23 mmol, 87% yield); mp 152-153 °C. IR vpax (cm™!,
KBr): 3339 (NH). 'TH NMR (400 MHz, acetone-dg) &: 8.23 (s, 1H),
8.07-8.02 (m, 2H), 7.83-7.74 (m, 2H), 7.19 (br s, 1H, NH), 6.22 (d,
1H, J=9.0Hz), 5.60 (dd, 1H, J= 94 and 9.4 Hz), 5.51 (dd, 1H,
J =9.0 and 9.0 Hz), 5.25-5.15 (m, 3H), 4.34-4.14 (m, 3H), 2.05
(s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 1.93 (s, 3H). ">C NMR (100 MHz,
acetone-ds) 6: 180.8, 180.2, 170.6, 170.1, 170.0, 169.1, 146.7, 135.4,
133.4,132.9, 1275, 127.1,122.1, 85.8, 75.2, 73.3, 71.2, 68.7, 62.0,
20.5, 204, 20.0. Anal. Caled for Cy7H,7BrN40¢; 0.45 x H,0, C,
48.29, H, 4.19, N, 8.34. Found: C, 48.65, H, 4.59, N, 8.01.

4.2.3. (25,354R,5S5)-2-(Acetoxymethyl)-6-(4-(((1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl triacetate

Using method A, compound 21 was obtained as an orange solid
(150 mg, 0.26 mmol, 62% yield); mp 209-210°C. IR vy (cm™ !,
KBr): 3351 (NH). 'H NMR (300 MHz, €DCl;) é: 8.08 (dd, 1H,
J=7.8 and 0.9 Hz), 8.05 (dd, 1H, J=7.8 and 0.9 Hz), 7.80 (s, 1H),
7.73 (td, 1H, J=7.6 and 1.5 Hz), 7.62 (td, 1H, J=7.6 and 1.5 Hz),
6.35 (br s, 1H, NH), 5.88 (d, 1H, J= 8.5 Hz), 5.79 (s, 1H), 5.41 (t,
1H, J=4.5Hz), 5.24 (t, 1H, J=5.1 Hz), 5.21 (t, 1H, J= 5.1 Hz), 4.52
(d, 1H, J=5.1 Hz), 4.30 (dd, 1H, J=12.6 and 4.8 Hz), 4.14 (dd, 1H,
J=12.6 and 4.8 Hz), 4.00 (dd, 1H, J=9.9 and 3.3 Hz), 2.07 (s, 3H),
2.05 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.86 (s, 3H). '*C NMR (75.5 MHz, CDCl5)
é: 183.0, 181.5, 170.5, 169.8, 169.3, 168.9, 151.4, 134.8, 132.2,
130.4, 126.4, 126.2, 107.6, 85.8, 75.2, 72.4, 70.2, 67.6, 61.4, 38.2,
20.7, 20.5, 20.4, 20.1. Anal. Calcd for Cy7H2gN4O1; C, 55.48, H,
4.83, N, 9.58. Found: C, 55.46, 4.52, N, 9.25.

4.2.4. 2-(((1-(1,4-Dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-y1)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methyl)amino)naphthalene-1,4-dione

Using method A, compound 22 was obtained as an orange solid
(100 mg, 0.24 mmol, 78% yield); mp 228-229 °C. IR vpax (cm™},
KBr): 3344 (NH). 1605, 1572 (C=C). '"H NMR (400 MHz, DMSO-
dg) o: 8.65 (s, 1H), 8.13 (dd, 1H, j=6.0 and 3.2 Hz), 8.06 (dd, 1H,
J=6.0 and 3.2 Hz), 8.00 (dd, 1H, ] = 7.6 and 1.2 Hz), 7.96-7.93 (m,
4H), 7.82 (td, 1H, J=7.6 and 1.6 Hz), 7.73 (td, 1H, J=7.6 and
1.6 Hz), 7.48 (s, 1H), 5.87 (s, 1H), 4.64 (d, 2H, = 6.0 Hz). '*C NMR
(100 MHz, DMSO-ds) o: 183.8, 181.4, 181.3, 178.5, 148.0, 144.0,
140.0, 134.6, 1345, 134.3, 132.8, 132.1, 131.2, 131.1, 130.1,
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126.5,126.1,125.7, 125.6, 125.2, 125.1, 100.6, 36.9. Anal. Calcd for
C23H1aN404 0.6 x H,0, C, 65.98; H, 3.64; N, 13.3 Found: C, 65.98;
H, 3.48; N, 12.90.

4.2.5. 2-Chloro-3-(((1-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)naphthalene-1,4-dione

Using method A, compound 23 was obtained as an orange solid
(100 mg, 0.23 mmol, 68% yield); mp 219-221°C. IR vy, (cm™',
KBr): 3325 (NH). 1606, 1574 (C=C)."H NMR (400 MHz, DMSO-d¢)
8: 8.59 (s, 1H), 8.11-7.94 (m, 7H), 7.83 (t, 1H, J= 7.8 Hz), 7.76 (t,
1H, J=7.8 Hz), 747 (br s, 1H, NH), 5.14 (d, 2H, J=6.6 Hz). *C
NMR (100 MHz, DMSO-dg) é: 184.0, 180.1, 178.7, 175.6, 1464,
140.2, 1349, 1345, 1329, 1318, 131.2, 130.1, 129.0, 126.6,
125.8. Anal. Calcd for Ca3H;3CINgO4 1.0 x H,0, C, 58.87, H, 2.92,
N, 12.48 Found: C, 58.52, H, 2.93, N, 12.19.

4.2.6. 2-Bromo-3-(((1-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)naphthalene-1,4-dione

Using method A, compound 24 was obtained as an orange solid
(100 mg, 0.20 mmol, 99% yield); mp 168-170°C. IR vy (cm™!,
KBr): 3301 (NH). '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) é: 8.59 (s, 1H),
8.12 (dd, 1H, J=5.6 and 3.2 Hz), 8.06 (dd, 1H, J=6.0 and 3.2 Hz),
8.00-7.93 (m, 4H), 7.82 (td, 1H, J=7.6 and 1.2 Hz) 7.75 (td, 1H,
J=7.6 and 1.2 Hz), 7.47 (s, 1H), 5.18 (d, 2H, ] = 6.8 Hz). '>*C NMR
(100 MHz, DMSO-dg) o: 183.8, 179.6, 178.5, 175.2, 147.5, 146.0,
140.0, 134.6, 134.3, 132.6, 131.3, 131.1, 130.0, 126.5, 1264,
126.1, 125.9, 1256, 124.8. Anal. Caled for Cy3Hy3BrN4O4,
1.1 x H,0, C, 56.46; H, 2.68; N, 11.45 Found: C, 54.58; H, 2.69, H,
10.62.

4.2.7. General procedures to synthesis of «-lapachone
arylamino derivatives

Compound 27 (321 mg, 1 mmol) was dissolved in 5 mL of CH,_
Cl,, the respective anilines were added (1.3 mmol) and the mixture
was left under stirring overnight, followed by the addition of 50 mL
of water. The organic phase was extracted with dichloromethane,
washed with HCI 10% (3 x 50 mL), dried over sodium sulfate, and
filtered. The solvent from the crude product was evaporated under
reduced pressure and it was purified by column chromatography
in silica-gel, using eluents with an increasing polarity gradient
mixture of hexane and ethyl acetate (9/1 to 7/3).

4.2.8. 2,2-Dimethyl-4-((4-nitrophenyl)amino)-3,4-dihydro-2H-
benzo[g]chromene-5,10-dione

The compound 28 was obtained as a red solid (227 mg,
0.6 mmol, 60% yield); mp 223-225 °C. IR Vypax (cm~', KBr): 3387
(NH), 1337 (N=0). 'H NMR (200 MHz, CDCl5) &: 8.13-7.92 (m,
2H), 7.78-7.59 (m, 2H), 7.23-7.02 (m, 1H), 6.60-6.32 (m, 3H),
4,64 (dd, 1H, J=53 and 3.2Hz), 2.28 (dd, 1H, /=144 and
3.3Hz), 1.99 (dd, 1H, J=14.3 and 5.2 Hz), 1.55 (s, 3H), 1.53 (s,
3H). '®C NMR (50 MHz, CDCl3) &: 183.7, 180.0, 155.6, 148.9,
134.5, 1334, 132.2, 131.0, 130.7, 130.5; 126.6, 126.3, 118.7,
109.7, 109.6, 100.7, 79.3, 43.4, 37.6, 29.0, 26.3. EI/MS (m/z)
[M+Na]*: 401.1. Calcd for [C3;H,sN,05Na]*: 401.1.

4.2.9. 4-((4-Bromophenyl)amino)-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-2H-
benzo[g]chromene-5,10-dione

The compound 29 was obtained as a red solid (247 mg,
0.6 mmol, 60% yield); mp 174-176 °C. IR vya (cm ™!, KBr): 3386
(NH). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) &: 8.22-7.99 (m, 2H), 7.82-7.65
(m, 2H), 7.29 (d, 2H, J=8.6 Hz), 6.60 (d, 2H, J =8.5 Hz), 4.64 (dd,
1H, J=4.9 and 3.4 Hz), 2.25 (dd, 1H, J=14.4 and 3.6 Hz), 2.00
(dd, 1H, j=14.7 and 5.5 Hz), 1.54 (s, 3H), 1.53 (s, 3H). '°C NMR
(50 MHz, CDCls) é: 183.8, 183.0, 155.5, 146.1, 134.6, 133.4, 132.2,
131.0, 126.6, 126.4, 118.8, 115.5, 110.2, 96.6, 79.3, 43.4, 37.6,

29.0, 26.4. EI/MS (m/z) [M+H]": 413.0. Calcd. for [C,,H;gBrNO3H]":
413.0.

4.2.10. 4-((4-lodophenyl)amino)-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-2H-
benzo[g]chromene-5,10-dione

The compound 30 was obtained as a red solid (229 mg,
0.5 mmol, 50% yield); mp 154-156 °C. IR Vmax (cm ™', KBr): 3376
(NH). "H NMR (200 MHz, CDCl5) 4: 8.14-7.99 (m, 2H), 7.77-7.65
(m, 2H), 7.46 (d, 2H, J=8.8 Hz), 6.50 (d, 2H, J=8.6 Hz), 4.64 (dd,
1H, J=5.3 and 3.5Hz), 2.24 (dd, 1H, =143 and 3.2 Hz), 1.99
(dd, 1H, J=14.5 and 5.4 Hz), 1.53 (s, 3H), 1.52 (s, 3H). '°C NMR
(50 MHz, CDCl5) 6: 183.8, 180.0, 155.6, 146.5, 138.1, 134.6, 133.4,
132.1, 131.0, 126.6, 126.4, 123.3, 118.6, 116.1, 79.5, 79.3, 43.5,
37.5, 28.8, 24.4. EI/MS (m/z) [M+H]*: 460.0. Calcd for [CyyHygINO3_
HJ*: 460.0.

4.2.11. 4-((4-Chlorophenyl)amino)-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-
2H-benzo[g]chromene-5,10-dione

The compound 31 was obtained as a red solid (184 mg,
0.5 mmol, 50% yield); mp 159-161 °C. IR vp.x (cm~!, KBr): 3384
(NH). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) §: 8.11-7.98 (m, 2H), 7.76-7.64
(m, 2H), 7.15 (d, 2H, J=8.5 Hz), 6.64 (d, 2H, ] = 8.6 Hz), 4.63 (dd,
1H, J=5.1 and 2.7 Hz), 2.25 (dd, 1H, J=14.4 and 3.5 Hz), 1.99
(dd, 1H, J=14.4 and 5.1 Hz), 1.53 (s, 3H), 1.52 (s, 3H). '°C NMR
(50 MHz, CDCls) o: 183.8, 180.0, 155.6, 145.6, 134.5, 1334,
132.2, 131.1, 129.3, 126.6, 126.4, 123.3, 118.8, 115.2, 79.3, 43.8,
28.9, 26.4. EI/MS (m/z) [M+H]" 368.0. Calcd for [Co1Hy5CINOsH]"
368.0.

4.2.12. 4-((4-Methoxyphenyl)amino)-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-
2H-benzo[g|chromene-5,10-dione

The compound 32 was obtained as a brown solid (137 mg,
0.37 mmol, 37% yield); mp 149-150 °C. IR Vmay (cm ', KBr): 3372
(NH). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) o: 8.13-8.04 (m, 2H), 7.77-7.67
(m, 2H), 6.87-6.74 (m, 4H); 4.62-4.55 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.24
(dd, 1H, J=14.2 and 4.0 Hz), 2.00 (dd, 1H, J=14.1 and 5.6 Hz),
1.56 (s, 3H), 1.49 (s, 3H). *C NMR (50 MHz, CDCl5) &: 183.8,
179.9, 155.1, 153.1, 141.0, 134.2, 133.1, 132.0, 130.8, 126.3,
119.4, 116.6, 1148, 79.2, 55.7, 44.7, 37.5, 28.6, 26.4. EI/MS (m/z)
[M+H]": 364.0. Calcd for [C;3Hz1NO4H]": 364.0.

4.2.13. 4-((3-Fluorophenyl)amino)-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-
2H-benzo[g]chromene-5,10-dione

The compound 33 was obtained as a red solid (176 mg,
0.5 mmol, 50% yield); mp 152-154 °C. IR Vyax (cm ™!, KBr): 3382
(NH). 'H NMR (200 MHz, CDCls) 4: 8.15-7.99 (m, 2H), 7.77-7.64
(m, 2H), 7.19-7.06 (m, 2H), 6.55-6.40 (m, 2H), 467 (dd, 1H,
J=5.5 and 3.5Hz), 2.27 (dd, 1H, J=13.8 and 2.2 Hz), 2.02 (dd,
1H, [=13.8 and 5.0Hz), 1.54 (s, 3H), 1.53 (s, 3H). '*C NMR
(50 MHz, CDCl;) o: 183.8, 180.0, 172.7 155.6, 1485 (d,
J=10.7Hz), 134.6, 133.4, 132.2, 131.1, 126.5 (d, /= 10 Hz), 118.6,
109.8 (d, J=2.3Hz), 104.5 (d, J=21.8 Hz), 100.5 (d, J=24.9 Hz),
79.3, 43.6, 37.6, 28.9, 26.4 EI/MS (m/z) [M+H]": 352.0. Calcd for
[C21H sFNO5H]™: 352.0.

4.2.14. 2,2-Dimethyl-4-((3-nitrophenyl)amino)-3,4-dihydro-2H-
benzo|g]chromene-5,10-dione

The compound 34 was obtained as a orange solid (189 mg,
0.5 mmol, 50% yield); mp 152-154 °C. IR vpax (cm~', KBr): 3386
(NH). "H NMR (200 MHz, CDCl3) &: 8.10-7.95 (m, 2H), 7.75-7.58
(m, 2H), 7.09-6.55 (m, 4H), 4.87-4.61 (m, 1H), 2.35-2.17 (m,
1H), 2.14-1.98 (m, 1H), 1.58 (s, 3H), 1.56 (s, 3H). '*C NMR
(50 MHz, CDCls) é: 183.6, 179.4, 155.5, 149.2, 134.3, 133.3, 131.8,
130.6, 130.5, 129.7, 126.5, 125.9, 125.8, 119.0, 117.8, 112.5, 79.1,
43.0, 37.1, 28.8, 26.0. EI/MS (m/z) [M+H]": 401.0. Calcd for [Co1Hys.
N,0;5Na]"™: 401.0.
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4.2.15. 4-((3-Br phenyl)ami
2H-benzo[g]chromene-5,10-dione

The compound 35 was obtained as a red solid (247 mg,
0.6 mmol, 60% yield); mp 182-185 °C. IR vy (cm ', KBr): 3410
(NH}. "H NMR (200 MHz, CDCl;) é: 8.10-7.95 (m, 2H); 7.75-7.58
(m, 2H), 7.09-6.55 (m, 4H), 4.17-4.59 (m, 1H), 2.26 (dd, 1H,
J=144 and 2.2 Hz), 1,99 (dd, 1H, /=141 and 5.3 Hz), 1.54 (s,
3H), 1.52 (s, 3H). "*C NMR (50 MHz, CDCl5) 4; 183.4, 179.7, 155.3,
148.1, 134.3, 1332, 131.9, 130.8, 130.5, 1264, 126.1, 1232,
121.0, 1184, 116.0. 112.3, 79.0, 43.1, 37.3, 28.8, 26.1. EI/MS (m/z)
|M+H]": 413.0. Calcd for [CsyH gBrNO3H]™: 413.0.

2 2_di
.

hyl-3,4-dihydro-

4.2.16. General proc
arylamino derivatives

The respective bromo derivatives (1 mmol) were dissolved in
5 mL of CH;Cl;, and thiophenol was added (1.3 mmol) and the mix-
ture was left under stirring overnight, followed by the addition of
50 mL of water. The organic phase was extracted with dichloro-
methane, dried over sodium sulfate, and filtered, The solvent from
the crude mixture was evaporated under reduced pressure and it
was purified by column chromatography in silica-gel, using eluents
with an increasing polarity gradient mixture of hexane and ethyl
acetate (9/1 to 7/3).

hone

to the synthesis of x-lag

4.2.17. 2,2-Dimethyl-4-(phenylthio)-3,4-dihydro-2H-
benzo[g]chromene-5,10-dione

The compound 36 was obtained as a yellow solid (125 mg,
0.5 mmol, 50% yield); mp 182-185°C. IR vy (cm™ ', KBr): 718
{C-5) em'. '"H NMR (200 MHz, CDCly) 4: 8.12-8.00 (m, 2H),
7.90-7.75 (m, 2H), 7.70-7.62 {m, 2H), 7.46-7.31 (m, 3H), 4.58-
4.50 (m, 1H), 2.10-2.00 (m, 2H), 1.61 (s, 3H), 1.48 (s, 3H). EI/HRMS
(mfz) [M+Na|" 373.0905. Caled for [CayH,50+SNa|” 373.0874.

4.2.18. 2 2-Dimethyl-3-(phenylthio)-2,3-dihydronaphtho[2,3-
b]furan-4,9-dione

The compound 39 was obtained as a yellow solid (150 mg,
0.45 mmol, 45% yield); mp 148-151 °C. IR (KBr): 718 (C-5) cm ™.
'H NMR (200 MHz, CDCl5) & 8.15-8.02 (m, 2H), 7.80-7.61 (m,
2H), 7.59-6.51 (m, 2H), 7.35-7.19 (m, 3H), 4.58 (s, 1H), 1.80 (s,
3H), 1.58 (s, 3H). '*C NMR (50 MHz, CDCl5) 6: 181.3, 178.2, 158.7,
135.0, 1345, 1334, 133.1, 1327, 1317, 1293, 128.0, 126.5,
126.4, 123.6, 94.4, 59.2, 28.5, 24.3. EI{MS {(mfz) [M+Na]": 359.0,
Caled for [CaoH,605SNa]': 359.0.

4.3. Cytotoxicity against cancer and normal cell lines

Compounds (0.001-30 uM) were tested for cytotoxic activity
against several human cancer cell lines obtained from National
Cancer Institute, NCI (Bethesda, MD). The L929 cells (mouse fibro-
blast L cells NCTC clone 929) were obtained from American Type
Culture Collection (Manassas, VA), and the Chinese hamster lung
fibroblasts (V79 cells) were kindly provided by Dr. JAP Henriques
(UFRGS). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated
from heparinized blood from healthy, non-smoker donors who had
not taken any medication at least 15 days prior to sampling by a
standard method of density-gradient centrifugation on Hist-
opaque-1077 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). All cancer cell
lines and PBMC were maintained in RPMI 1640 medium. L929 and
V79 cells were cultivated under standard conditions in MEM with
Earle's salts. All culture media were supplemented 20% (PBMC) or
10% (cancer, 1929 and V79 cells) fetal bovine serum, 2 mM gluta-
mine, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin at 37 °C with
5% CO5. All tested compounds were dissolved with DMSO, The final
concentration of DMSO in the culture medium was kept constant
(0.1%, v/v). Doxorubicin (0.001-1.10 uM) was used as the positive
control. The cell viability was determined by reduction of the

yellow dye 3-{4,5-dimethyl-2-thiazol)-2 5-diphenyl-2H-tetrazo-
lium bromide (MTT) to a blue formazan product as described by
Mosmann.*

4.4. Electrochemical studies

Cyclic voltammetry (CV) experiments were performed with a
conventional undivided three electrode cell using an Autolab
PGSTAT-30 potentiostat (Echo Chemie, Utrecht, The Netherlands)
coupled to a microcomputer, interfaced by GPES 4.9 software.
Glassy carbon (GC) (diameter =3 mm) as the working electrode,
a Pt wire as the counter electrode and the reference electrode an
AglagCl, CI (saturated) were used. The GC electrode was cleaned
up by polishing with alumina on a polishing felt (BAS polishing
kit). The solvent used in aprotic media studies, DMF from Acros,
was used as received. In CV experiments, the scan rate varied from
10 to 500 mV s '. All experiments were conducted at room tem-
perature (25 + 2 °C) and purging an inert gas (Argon). Electrochem-
ical reduction in aprotic media (DMF+TBAP 0.1 molL ') was
performed in the absence of oxygen. Each compound (1 = 107
mol L") was added to the supporting electrolyte and the solution
was deoxygenated with argon before the measurements by cyclic
voltammetry.

4.5. X-ray analysis

X-ray data were collected at 150 K using MoK (0.71073 A)on
an Agilent-Gemini diffractometer equipped with a CCD area detec-
tor, The CrysAlisPro software package’™ was used for data collec-
tion and data reduction. The data were corrected empirically for
absorption using spherical harmonics using the SCALE3 ABSPACK™
scaling algorithm. The structure was solved by direct methods
using SHELXS-97"" and refined by full-matrix least squares on F*
using SHELXL-97."% All non-hydrogen atoms were successfully re-
fined using anisotropic displacement parameters. Hydrogen atoms
were found in the Fourier difference synthesis and fixed. Crystallo-
graphic data for the structure were deposited in the Cambridge
Crystallographic Data Centre, with number CCDC 964308,
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Electrochemically Driven Supramolecular Interaction of Quinones and
Ferrocifens: An Example of Redox Activation of Bioactive Compounds
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Abstract: This review discusses the state of the art, challenges and perspectives in recent applications of
electrochemistry in the life sciences. It deals mainly with the elucidation of molecular mechanisms of drug
action, drug design and development, involving electron transfer, pharmaco-electrochemistry (the combina-
tion of electrochemical and pharmacological assays), and electrochemical studies of membrane models and
drug delivery. It aims to shed light on the question: does electrochemistry really contribute to this area? It

UPMC Univ.

includes a general introduction for the use of electrochemistry in the life sciences, with a focus on how electrochemistry can
uniquely provide both kinetic and thermodynamic information. A number of studies are reported in the literature and from the
authors’ laboratories, including the investigation of biooxidative/bioreductive activation of pro-drugs, DNA alkylation, elec-
trochemically-based release of reactive oxygen and nitrogen species, with a particular emphasis on quinones, ferrocifens and
compounds with mixed-functionality. Within the context of drug delivery and bioavailability, the electrochemical investiga-
tion of supramolecular interactions of the chosen classes of compounds with cyclodextrins and lipid bilayers, in relation to
their solubilization and vectorization was also carried out. The updated examples herein illustrate how relevant and challeng-
ing the integration of electrochemistry, supramolecular and materials chemistry, biochemistry and medical knowledge for the
design and development of redox-selective molecular approaches is. Many questions related to these fields are still unclear
and the search for selectivity toward redox therapeutic agents remains of expanding interest. This review hopes to stimulate
researchers to become more involved in this fruitful interface between electrochemistry and the life sciences.

Keywords: Electrochemistry, quinones, ferrocifens, oxidative stress, biooxidative/bioreductive activation, DNA, cyclodextrin,

lipid bi-layers.

1. INTRODUCTION

Life on earth depends almost exclusively on the occur-
rence of redox reactions, which are reactions involving the
exchange of electrons between two or more neighboring bio-
chemical systems. Cells and tissues must maintain a reduc-
ing environment to survive and carry out their important
physiological processes. This reducing environment provides
the electrochemical gradient required for electron flow which
provides the energy needed to build and maintain cellular
structures and associated functions. An array of redox cou-
ples is responsible for electron transfer. Some of them are
linked to each other to form sets of related couples, based
largely on redox active sulfur [1, 2]. Some sets of couples
can be independent from others if activation energies for
reactions are high and there are no enzymatic systems to link
them, kinetically. The redox environment of a cell is a reflec-
tion of the state of these couples [1-4].
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Electrochemistry is the standard method for studying re-
dox reactions, and the literature is replete with electrochemi-
cal techniques applied to biology, since it can uniquely pro-
vide both kinetic and thermodynamic information [3-5].
Electrochemical methods are extraordinarily powerful and
useful in the characterization and design of redox-
modulating agents [2-6].

The electrochemical literature directed to the life sciences
has a long tradition and can be generally divided into the
following topics:

a. Advanced instrumentation such as scanning electro-
chemical microscopy [7-10], electrochemical lumines-
cence [11, 12], electrochemical impedance spectroscopy
[13-15], which enable, among other important contribu-
tions to the life sciences, cell biologists to watch cells
grow, in real time and in a continuous manner [14] and
Electron Spin Resonance (ESR)-electrochemistry [16-
18];

b. The study of redox enzymes, often as thin films on elec-
trodes [19, 20];

c¢. The investigation of molecular electronics, for unders-
tanding charge transport in synthetic as well as in biolo-
gical molecular architectures at the nanoscale and disen-

© 2015 Bentham Science Publishers
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tangling the most important mechanisms of elec-
tron/energy transfer that regulate important functions in
life (e.g. the respiratory chain and/or photosynthesis)
[21,22];

d. The use of electrochemistry as an analytical tool for the
quantification of biologically active molecules in sam-
ples [23-25];

e. Electrochemical biosensors, immunosensors, chemically
and biologically modified surfaces. with the use of or-
ganelles and cells, among others, which try to mimic
biological environments [26-32];

f.  Production of bioconjugates for in vitro and intracellular
sensing [33-35];
g. The study of drug reaction mechanisms and their corre-

lation with biological activity, including computational
electrochemistry [3, 4, 36-38];

h. Redox active drug development [5];
i.  Electrochemically-based drug delivery [39, 40];

j. In vitro electrochemistry [41-44] and, at last but not
least,

k. Invivo electrochemistry [45].

Topics g-j are the main focus of this review, which have
received, over the years, increased attention, addressing the
very important but difficult aspects of the energetics and
kinetics of electron transfer, related to two classes of com-
pounds: quinones and ferrocifens.

Since our last reviews [3, 4], researchers studying drug
mechanisms have been attempting to model cellular condi-
tions as closely as possible, even to the extent of using in
vitro cell cultures for which specialized electrochemical ex-
periments in the presence of chosen molecules have been
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developed [42-44]. The importance of mimicking biological
conditions in non-cellular media is a non-trivial problem due
to the great diversity found in cellular and extracellular envi-
ronments.

2. BIOOXIDATIVE/BIOREDUCTIVE ACTIVATION

Pro-drugs are derivatives with little or no pharmacologi-
cal activity, which undergo biotransformation to a therapeu-
tically active metabolite [46].

A successful bioreductive/biooxidative prodrug possesses
the following properties: minimum toxicity to healthy cells;
stability toward metabolism in aerobic cells, and suitable
pharmacological and solubility properties.

From a toxicological and (bio)analytical point of view,
the knowledge of metabolic pathways of a drug in the human
body or animal model is found to be of utmost relevance in
fields such as drug discovery and development, clinical
pharmacology, toxicology, and therapeutics [46, 47].

This same relevance is now recognized for xenobiotic
metabolism in, e.g., agrochemistry and food chemistry, in-
dustrial hygiene, workplace safety, and environmental wel-
fare. Therefore, several chemical and enzymatic model sys-
tems that mimic metabolic processes in vitro have been de-
veloped in order to carry out a satisfactory simulation of the
situation in vivo [48].

Electrochemical methods are considered nowadays to be
useful tools for simulations of biological (i.e. metabolic)
redox reactions (Fig. 1). In fact, a major bottleneck in meta-
bolic profiling remains, regards the detection and identifica-
tion of active metabolites in complex mixtures. Metaboli-
cally active sites, i.e., positions at which the drug is prone to
suffer oxidation or reduction, can be rapidly elucidated
through electrochemical/computational investigations and

A CLOSER LOOK AT THE MOLECULAR TOXICOLOGY OF BIOACTIVE COMPOUNDS METABOLITES
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Fig. (1). A closer look at the molecular toxicology of bioactive compounds’ metabolites, related mainly to quinones and ferrocifens.

(Adapted [46]).
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possible metabolites can be directly identified [48]. The ma-
jority of these intermediates are formed after oxidation of the
parent compound or reduction followed by elimination, to
generate an electrophilic intermediate, which subsequently
can react with nucleophilic groups in cellular biomacro-
molecules such as lipids, proteins and DNA (Fig. 1) 3, 4].

In vivo, these reactive metabolites can be generated by
metabolic phase-I reactions (oxidation, reduction), e.g., cata-
lyzed by cytochrome P450 reductase (CYP450s), flavin
monooxygenases (FMO), and peroxidases and also by phase-
II reactions (conjugation), e.g., catalyzed by UDP glucu-
ronyltransferases (UGT) or sulfotransferases (SULT) [49].
The short lifetimes of electrophilic reactive intermediates
have boosted the development of analytical strategies mainly
based on in situ trapping [47].

Several approaches using “on-line metabolite generation™
have been described to increase throughput in early drug
metabolism studies. Recently, researchers have utilized an
electrochemistry-based approach to answer many questions
about a compound’s metabolic behavior [50-52]. Electro-
chemical systems take advantage of the relationship between
oxidation/reduction chemistry and CYP450-mediated oxida-
tive drug metabolism (phase I metabolism) to provide a wide
variety of information on metabolic characteristics. Even
though it is still not possible to simulate the complete spec-
trum of CYP mediated metabolic reactions adequately, and
differences between the electrochemically and enzymatically
generated metabolites occur, this technique has already
shown its potential as a tool that is complementary to exist-
ing techniques [48].

Along these lines, the present review will focus on recent
investigations on pro-drugs, as represented by quinones and
ferrocifens. They will be analyzed in the context of correla-
tions between electrochemical parameters and bioactivities,
oxygen reactivity, drug delivery and bioavailability, and the
electrochemical investigation of supramolecular interactions
with cyclodextrins and lipid bilayers, as related to their solu-
bilization and vectorization.

3. QUINONES
3.1. Introduction

Quinones/hydroquinones (Q/HQ) are a class of proto-
typical redox molecules that play a variety of vital roles in
biology, particularly in electron transfer and energy conser-
vation systems. Research on the electrochemical behavior of
these compounds has been actively pursued for many dec-
ades.

Quinones have an intriguing dual behavior. Depending
on the particular system, they act as an antioxidant and pro-
tect cell homeostasis against reactive oxygen species (ROS)
or they can act as cytotoxic agents, generating toxic species
in an unhealthy cell environment. They represent a class of
toxicological intermediates which can create a variety of
hazardous effects in vivo, including immunotoxicity, car-
cinogenesis and acute cytotoxicity.

The mechanisms by which quinones cause these effects
can be quite complex. Under aerobic conditions, a one-
electron reduction predominates, resulting in semi-quinone
radicals (SQ-) that, in the presence of oxygen, undergo back
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oxidation, releasing ROS, including superoxides, hydrogen
peroxide and the hydroxyl radical [53] (Fig. 2). Production
of ROS can cause severe oxidative stress within cells,
through the formation of oxidized cell components (lipids,
proteins, organelles and DNA), consumption of reducing
equivalents, activation of many signaling pathways, includ-
ing those of protein kinase C and RAS (reticular activating
system) and DNA binding. One of the most important bases
of DNA prone to undergo oxidative damage is guanine,
which forms the 8-oxodeoxyguanosine (8-HOdG). Many
studies suggest that 8-HOdG has been associated with a va-
riety of diseases and undesirable cell events (aging and car-
cinogenesis) [3, 4, 54].

An alternative pathway of activation involves a two-
electron reduction of the quinone function, which may be
followed by its inactivation through subsequent glucuronida-
tion and/or sulfonation or by the conversion of the hydroqui-
none into an alkylating intermediate, the quinone methide
(QM) [3, 4]. Such a pattern is believed to predominate under
anaerobic conditions.

It should also be noted that several antitumor antibiotics
contain quinone groups that bind metal ions [55]. The
formed complexes often play key roles in their biological
activity, as shown in the case of streptonigrin, an aminoqui-
none, whose ability to damage DNA was shown to be de-
pendent on the binding of transition metal ions, such as those
of iron or copper [56] (Fig. 2). Quinones are great Michael
acceptors for endobiotic nucleophiles, and cellular dam-
age/detoxification can occur through alkylation of crucial
cell proteins and/or DNA (Fig. 2).

The damage process that occurs to DNA has an intrinsic
relationship to the chemical structure of the quinone and the
alkylation site, and the cytotoxic consequences are related
not only to quinone structure, but also to the cell environ-

ment [54, 58].

The versatility and functional diversity of quinones are
due primarily to the diverse mid-point potentials that are
sensitive to substituent effects, solvent and medium effects
(hydrophilic/ lipophilic) and interactions with certain mac-
romolecules (e.g., DNA, proteins and enzymes, e.g., topoi-
somerase and protein tyrosine phosphatases). The electronic
properties of quinones are influenced by substituent groups,
hydrogen bonding (H-bonding), hydrophobic and pi-stacking
interactions and conformational effects. These factors act in
tandem to stabilize or destabilize the semi-quinone radical
(SQ%) (under aprotic conditions or during enzymatic one-
electron transfer). They can be correlated to the nature of the
anion radical that is formed in vivo or to the completely re-
duced hydroquinones (H,Q) or modified derivatives, like
quinone methides (QM), through solvolysis or other mecha-
nisms [3, 4].

3.2. Electrochemistry of Naphthoquinones: Recent Ad-
vances

Naphthoquinones account for the largest number of
natural naphthalenes [59], having a number of different
substituents with a variety of structural motifs. They are
considered privileged structures in medicinal chemistry due
to their structural properties and biological activities [60],
especially against tumor cells and pathogenic protozoa.
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Fig. (2). Potential cytotoxic mechanisms of quinones (Q). The scheme shows the molecular pathways related to the bioactivity of quinones. It
covers the generation of oxidative/itrosative stress (OS/NS) (at the bottom of the figure), the most representative reactive species and se-
lected routes for their generation or interconversion, Semi-quinone-like radicals (SQ+) are generated by autoxidation or by enzymatic reduc-
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They act as vital links in the electron transport chains in Redox modulating compounds are able to use such pre-
metabolic pathways and participate in multiple biological existing redox conditions of sick cells, organelles, parasites
oxidative processes [58-68]. The following sections will deal and microorganisms for therapeutic advantage as anticancer
with this class of compounds, coupling bioactivities and drugs [72-75] or parasiticidal and microbial agents.

electrochemical studies and does not intend to be exhaustive,

3 - ; : In general, these compounds catalyze the oxidation of re-
taking only the main recent examples from the literature,

dox-sensitive thiol-containing proteins and enzymes and/or
3.2.1. Correlation Electrochemistry/Biological Activity significantly increase intracellular ROS levels. These fea-
tures relate to subsequent processes that lead to apoptosis,
Quinones belong to this class of compounds, as they are ca-
pable of increasing intracellular ROS levels over a critical
threshold and therefore may induce apoptosis in cancer cells,
The high ROS content in cancer cells, due to their acceler-
ated metabolism renders them more susceptible to oxidative
stress-induced cell death, and can be exploited for selective
Several types of cancer cells exhibit disturbed intracellu- cancer therapy.
lar redox balance, differentiating them from their non-
cancerous counterparts [70, 71]. They have increased ROS
levels compared with normal cells, because of their acceler-
ated metabolism. ROS may act directly on DNA, lipids, and
proteins to induce cell damage. The alkylation of crucial
proteins and nucleic acids can also cause cell damage. Com-
pared to non-cancerous cells, ROS levels are considerably
closer to the critical redox threshold at which cell death is
induced [5, 72]. These biochemical differences between The cytotoxicity and genetic toxicology of nor-f-
healthy and malignant tissues are significant and may be lapachone (1) in human lymphocytes, murine V79 cells, and
used in the design of selective drugs [72]. leukemia HL-60 cells was analyzed, in order to shed some

Various human diseases, including different types of
cancer, are associated with a disturbed intracellular redox
balance and oxidative stress (08) [69]. ROS (Figs. 1 and 2)
are important in regulating normal cellular processes, but
deregulated ROS contribute o the development of various
human diseases, including cancers [2-5].

This mechanism explains the high selectivity of nor-p-
lapachone (1) toward cancer cell lines (Fig. 3), the inferior
homolog of B-lapachone that has been recognized as an im-
portant prototype with activity against cancer [76]. Subse-
quently, this substance has been studied by some of the pre-
sent authors against several cancer cell lines with activity at
concentrations in the range of 0.3-1.75 pM (ICsg) [77].
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Fig. (3). Proposed mechanism by which nor-p-lapachone (1), as a representative of the class of naphthoquinones, causes selective cell death.
Oxidative stress (OS) enhancers favor cell death via the apoptotic process.

light on its selectivity toward cancer cells [78]. As measured
by the MTT test, exposure of V79 cells to nor-B-lapachone
(1) resulted in a weak cytotoxicity (ICso 13.41 puM), and at
concentrations up to 21.9 uM no cytotoxic effect was ob-
served in lymphocytes, while for HL-60 cells, it elicited a
significant cytotoxic response (ICsy 1.89 uM).

Evidence of an OS-based mechanism was acquired
through the analysis of OS biomarkers (TBARS, ni-
trite/nitrate and quantification of thiols), use of antioxidants
(cultures co-exposed with GSH-OEt showed an increased
viability; N-acetyl-L-cysteine (NAC) pre-exposure restored
the redox imbalance of the cells and the concentration levels
of thiols to the control values) and pro-oxidants (GSH de-
pleting agent, 1-bromoheptane). Nor-fi-lapachone (1) (2.5
and 5 pM) failed to induce DNA damage in non-tumor cells,
but at higher concentrations, it induced single and double
DNA strand breaks and increased the frequency of chromo-
somal aberrations. Interestingly, these damages were pre-
vented by NAC pre-treatment or exacerbated by early expo-
sure to a GSH depleting agent, 1-bromoheptane.

In our electrochemical experiments, nor-B-lapachone (1)
at concentrations similar to those used in genotoxic tests did
not damage DNA directly, except at the highest tested con-
centration (200 uM), where a very weak DNA interaction
was observed.

Corroborating the electrochemical data, oxidative modi-
fications of DNA bases, as checked by DNA repair enzymes
Endolll and FPG were observed, reinforcing the indirect
actions promoted by nor-B-lapachone (1) through ROS gen-
eration and not via DNA intercalation. The DNA repair ca-
pacities were higher for non-tumor cells than for leukemia
cells, which may be related to this compound’s selective
cytotoxicity towards cancer cells (Fig. 3).

Our data suggest that ROS plays an important role in nor-
B-lapachone toxicity and its DNA damaging effects appear
only in concentrations several times higher than needed to
exert its anti-proliferative effects on cancer cells (Fig. 3).

Additional examples from our research group came from
the investigation of multifunctional redox catalysts, en-
hancers of OS [64] (Fig. 4), synthesized from nor-lapachol
[77].

Orfho-QPINO,: R, =NO,: R, =R, =H (2)
Meta-QPhNO,: R, =R, = H: R, = NO, (3)
Para-QPhNO,:R, = R, = H: R, =NO, (4

Fig. (4). Structures of 2 2-dimethyl(3H}-3-(N-nitrophenyl-
aminojnaphtho[ | 2-b]furan-4, 5-dione, with the nitro group in dif-
ferent positions (compounds 2 - 4).

Quinones and nitroaromatics carry out many key reac-
tions of biomedical importance, where the underlying and
essential process is electron transfer, coupled with prior or
following chemical reactions.

Relatively simple parameters such as redox potentials
vary. These variations highlight the power of the structural
surroundings of the molecules, and can provide insights into
the modulation of their biological activity.

In this paper [64], the cytotoxicity, genotoxicity and early
generation of ROS of  2,2-dimethyl-(3H)-3-(N-3’-
nitrophenylamino)naphtho[1,2-b]furan-4,5-dione ~ (Fig. 4,
meta-QPhNO,, 3) was investigated and compared with those
of its precursor, nor-beta-lapachone (1) (Fig. 3), with the
main goal of proposing its mechanism for antitumor action.
The results were correlated with those obtained from electro-
chemical experiments held in protic (acetate buffer pH 4.5)
and aprotic (DMF/TBABF,) media, in the presence and ab-
sence of oxygen, with results from ssDNA and dsDNA bio-
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sensors, in solution, which provided evidence of positive in-
teraction with DNA in the case of meta-QPhNO: (3). Com-
pound 3 caused DNA fragmentation, mitochondrial depolari-
zation and induced apoptosis/necrosis in HL-60 cells.

Pre-treatment with NAC partially abolished the observed
effects related to meta-QPhNO, treatment, including those
involving apoptosis induction, indicating a partially redox-
dependent mechanism (Fig. 5).

In the same family of compounds, ertho- and para-
QPhNO; (2 and 4, respectively) (Fig. 4) were also assayed
and showed higher cytotoxicity against tumor cell lines [64]
as well as activity as trypanocidal agents [64, 65].

The selectivity of these compounds towards cancer cells
in comparison to normal cells is dependent on the presence
of the nitro group. In particular, ortho- (2) and para-QPhNO,
(4) (Fig. 4) showed higher selectivity indexes than doxorubi-
cin [67], despite being less selective than their precursor,
nor-B-lapachone (1) (Fig. 3).

On the other hand and concerning trypanocidal activity,
ortho-PhNO, (2) is significantly active (compared with
benznidazole as a reference), which is different than its
meta-isomer (3), which is inactive [65, 66]. These results
suggest that for the latter bioactivity result, the position of
the nitro function becomes very relevant. Molecular elec-
trochemistry, through non-destructive techniques such as
cyclic voltammetry (Fig. 6), has proved to be very useful in
characterizing electron transfers and deciphering mecha-
nisms in which chemical reactions are associated with elec-
tron transfer.

Together with spectroelectrochemical and computational
analyses of these derivatives, this has allowed the molecular-
based understanding of the electrochemical process with
consequences in their above commented specific biological
activities [17, 18, 79].

¢
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Due to the presence of both the electro-active quinone
and nitro-aromatic groups in nor-B-lapachone derivatives
(Fig. 4) (represented by [Q]PENO;), it is not possible to di-
rectly assign the observed signals to a given reaction in the
second electron transfer process, as two possible electrogen-
erated radicals can be formed from the original structure.

In order to discriminate between both possibilities:

[Q IPANO, or|QI1PH NG ], ESR-electrochemical
periments and theoretical descriptions of the corresponding
Fukui functions f«:, and fp’fg (r) and LUMO densities con-
sidering Finite Differences and Frozen Core Approximations
for describing the changes in electron and spin densities of
the system, were performed. The results pointed to the for-
mation of a dianion-biradical in the second process (Fig. 7).

ex-

The comparison electrochemistry-selectivity index (re-
lated to different biological activities) suggests that both the
formation of the stable dianion-biradical species and the sta-
bility of the semi-quinone intermediates during further re-
duction are determining factors in the description of their
biological activity.

A description of the potential relationships in the results
obtained with the experimental selectivity indexes in cyto-
toxicity assays and in trypanocidal activities, suggest that in
the former case, anticancer activities are related to the forma-
tion of stable dianion-biradical species, whereas in the latter,
stability of the semi-quinone intermediates might be the de-
termining factor.

Recent studies correlating electrochemical parameters
and biological activities were published. (Fig. 8A and B)
displays the structures of some of the naphthoquinones sub-
jected to both approaches. In several cases, a positive corre-
lation was obtained [62, 80-87], reinforcing the importance
of joint efforts.

‘%"W‘ﬁ ! ﬁf’mw

7

Fig. (5). Proposed mechanism for the molecular action of meta-QPhNO, (3). After crossing the cell membrane, the quinone is reduced, with
ROS generation and redox signaling, leading to apoptosis. DNA damage was also seen. Electrochemical techniques, using aprotic medium,
in an attempt to mimic the cellular environment, were useful for the analysis of the nature of the electrogenerated intermediate, and for the

measurement of reactivity with oxygen. Adapted from [64].
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1,2,3-Triazole- (compounds 5-12, 14-16, 22-23), ary-
lamino- (2-4, 17-20, 24-25) and thio-substituted (21) naph-
thoquinones (Fig. 8B) were evaluated against several human
cancer cell lines (blood, ovarian, breast, central nervous sys-
tem, colon, prostate cancers and melanoma), showing, for
some of them, ICs, values below 2 pM. The cytotoxic poten-
tial of the tested naphthoquinones was also assayed in non-
tumor cells such as human peripheral blood mononucluear
cells (PBMC) and two murine fibroblast lines (L929 and
V79 cells) [82, 83].

The electrochemical properties of the selected com-
pounds were evaluated in an attempt to correlate them with
antitumor activity. The majority of quinones exhibited quasi-
reversible reduction behavior, which is typical of simple and
well-behaved quinones.

The CV profiles of the other compounds are much more
complex due to the presence of other electroactive groups, as
is the case of compound 24, a para-nitrophenylamine-a-
lapachone (Fig. 9A), with a behavior close to isomeric nitro-
quinones, as shown in (Figs. 6 and 7).

For the thiocompound 21 (Fig. 9B), the most readily re-
duced in the series, and the most selective (ICsy for HL-60
cancer cell line = 2.91 uM), a different electrochemical pro-
file was observed. Besides the first two redox systems typi-
cal of quinones (Ic¢/la, Ilc), in aprotic medium, a third one
(Illc) was observed, which had an irreversible nature, sug-
gestive of a cleavage of the C-S bond (Fig. 9A) [82]. Con-
sidering the selectivity index, this compound has been identi-
fied as a lead compound for further investigation. As previ-
ously shown by Claus Jacob’s group, the use of chalcogens
is a productive approach regards cancer chemotherapy [70,
72, 74] (see thiolates and selenates, compounds 42-52, in
Fig. 8B).

Selenium- and tellurium-based agents turn the oxidizing
redox environment present in certain cancer cells into a le-
thal cocktail of reactive species that push these cells over a
critical redox threshold and ultimately kill them through
apoptosis, as already described in the present review.

Through cyclic voltammetric studies, in buffered medium,
pH 7.4, it was possible to investigate the two redox centers
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(quinones and thiolate/selenate), obtaining valuable informa-
tion about the oxidation and reduction processes such com-
pounds might participate in, both in vitro and in vive [74].
The CV confirmed the presence of the two individual redox
centers, both of which, under pH control (figure not shown).
While the centers influenced each other, via electron with-
drawing effects, no specific interference was evident between
them, explained by the substantial difference between the
chalcogen and quinone redox potentials [74].

Continuing the search for novel trypanocidal compounds,
using assays performed against the infective bloodstream
form of Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas
disease, several quinones were synthesized and some of
them were investigated through electrochemical techniques
(Fig. 8), in an attempt to correlate them with trypanocidal
activity. A trend was seen once more: the more electrophilic
quinones showed higher trypanocidal activity [83], as re-
ported earlier [61].

An interesting example involving platinum complexes of
aminonaphthoquinones was recently reported [87] (com-
pounds 26-28) (Fig. 8B). Three novel platinum (IV) com-
plexes cis,cis, trans-[Pt(HL1-3)CL(OH).] (HL = 2-hydroxy-
3-[(Ri-amino)(pyridin-2-yl)methyl]-1,4-naphthoquinone, Ri
= n-butyl, HL1 (26); n-heptyl, HL2 (27) and n-decyl, HL3
(28)) were obtained from the oxidation of the respective pre-
cursors cis-[Pt(HL1-3)CL].

Cyclic voltammetry studies of the complexes in MeCN
showed the quasi-reversible naphthoquinonate (NQO., i.e.,
L) redox process and irreversible process attributed to the
reduction of the Pt-/Pt- pair, at potentials about 400 mV less
negative than for the cisplatin precursor cis,cis,trans-
[Pt(NH,).C1(OH).]. Hydrogen bond interaction between the
naphthoquinone 2-hydroxyl group and an axially coordinated
hydroxide ligand has been proposed to favor the Pt-/Pt- re-
duction. The cytotoxicity studies against four human cancer
cell lines have shown that in general platinum (IV) and plati-
num (II) derivatives exhibit the same cytotoxic profile and
are all more active than cisplatin [87].

Contributions along this line of thought appear system-
atically in the literature.

@
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Fig. (9). CV of chosen naphthoquinones 21 and 24 (¢ = 1 mM), DMF/TBAP (0.1 M), glassy carbon electrode, vs. Ag/AgCl, CI', cathodic

direction, v =100 mV s™. Adapted from [82].
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3.2.2. Quinones and Oxygen Reactivity

Cyclic voltammetry investigations of quinones in the
presence of oxygen, in aprotic media, have been considered
as a useful tool for studying the interaction of oxygen and
the superoxide anion radical with quinones and their radical
anions [3, 4].

Non-aqueous solvents should provide better models of a
membrane environment in which peroxidation processes take
place, because both the superoxide anion radical and its con-
jugated acid, the hydroperoxyl radical, are unstable in water
and other protic solvents, owing to their fast disproportiona-
tion [3, 4].

Several arylated a- and B-dihydrofuran naphthoquinones
(0-Qfu-Ph and p-Qfu-Ph) (compounds 56-60) were assayed
against 4 human tumor cells lines, HL-60 (leukemia), SF-
295 (CNS), HCT-8 (colon) and MDAMB-435 (melanoma),
and their electrochemical parameters, obtained by cyclic
voltammetry (Figs. 10A and B), in the absence and presence
of oxygen, in comparison with their non-substituted precur-
sors, were obtained [62].

The B-dihydrofuran naphthoquinones (compounds 56-
60), whose structures are displayed in (Fig. 10), were shown
to be highly cytotoxic (Fig. 10), while their positional -
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isomers were considered less active. The level of intracellu-
lar ROS release and first wave redox potentials were also
analyzed and compared with the kinetic constants of the re-
activity of quinones with oxygen (k,,), obtained through
cyclic voltammetry (Figs. 10D and E).

Significantly positive correlations between ROS release
and oxygen reactivity were obtained, while ICsy vs. ROS
release; the value of -Eplc vs. kg, or ROS values correlated
in an inverse manner, i.e, the less negative the potential, the
higher the activity levels (Fig. 10E).

3.2.3. In Vitro Electrochemistry of Quinones

B-Lapachone (compound 1, n = 2, Fig. 8A) has been
widely used for its pharmacological activities, particularly
against cancer. However, its mechanism of action at the cel-
lular level remains unclear. A common major hypothesis
deals with its pro-oxidant properties.

The application of a direct detection method for an oxida-
tive burst at single living cells is interesting because it allows
the stimuli caused by the chosen substances on different cells
to be known, after mechanical depolarization of the mem-
brane.

The exact nature of the electroactive ROS and RNS re-
leased by macrophages under the effect of B-lapachone was
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Fig. (10). (A) Cyclic voltammogram for p-methylphenyl-8-dihydrofuran-1,2-naphthoquinone (compound 60) in DMF/TBAP (0.1 M), glassy

carbon electrode, in presence of different concentrations of Oy; v = 0.05 V st

. Insert: cyclic voltammogram of compound 60, same condi-

tions, in the presence of O, (5.0 mg L™, from 0.5 up to -1.5 V. (B) Linear part of the graph I / Iy vs. O, concentration to obtain the appar-
ent constants of reactivity, k. Insert: Saturation graph for Ig / I, depending on O, concentration. (C) Proposed redox cycling process for
substituted B-dihydrofuran naphthoquinones. (D) Comparison between the electrochemically measured quinone reactivity toward oxygen
(light grey) and ROS release in HL-60 cells (dark grey). (E) Correlation between electrochemical reactivity with oxygen, ROS release in
cells and electrophilic character of the quinones, measured by the first reduction potential in aprotic solvent. Adapted from [62].



Redox Activation of Quinones and Ferrocifens

characterized, and their fluxes quantitatively measured in
terms of the primary O," and NO produced by the cells. In
the first hour, at 10 uM, the decrease of the oxidative burst
mainly involved RNS species while the amount of H,O, was
shown to be higher than for the controls. After longer time
incubation, i.e., 4 hours, at 1 uM, the total amount of
ROS/RNS increased, with significant enhancements of H,O,
and NO.

At the opposite end, &-lapachone, the pharmacologically
inactive para-quinone isomer, was unable to significantly
increase the RONS production by macrophages.

All these effects were rationalized by considering two
different mechanisms featuring opposite of quinone activity
in living cells [43] (Fig. 11).

Thus, amperometry at platinized carbon fiber electrodes
have unraveled the complexity of B-lapachone effects on
cellular oxidative stress nature and intensity [43] (Fig. 11).

The advantages of electrochemical analysis over the
usual biophysical methods include the possible direct detec-
tion of the initial setting up of oxidative stress conditions, the
fast response-time and selectivity of the detection, the possi-
bility of characterizing species that, quickly decay such as
peroxynitrite and NO and, above all, it allows single cell
analysis.

Taking advantage of the artificial synapse configuration
involving a platinized carbon fiber ultramicroelectrode, it
was possible to investigate quantitatively and kinetically the
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effect of B-lapachone on the nature and strength of cellular
oxidative bursts produced by model RAW 264.7 macro-
phages. These fine and minute amperometric measurements
performed on single cells confirmed that 3-lapachone affects
cellular behavior through two main processes (Fig. 11). In
short time periods, the ability of ortho-quinones to chelate
calcium ions decreases the mechanisms of calcium depend-
ent enzymes with the overall result being that an anti-oxidant
effect is observed. Contrastingly, after long periods of incu-
bation, a pro-oxidant effect becomes apparent, most pre-
sumably due to the outcome of redox cycling through which
B-lapachone mediates electron transfer to dioxygen with the
result that lethal quantities of hydrogen peroxide are pro-
duced within the cell. This second mechanism eventually
leads to cell death, as observed previously by several
authors.

In both cases, the ortho configuration provides f3-
lapachone a higher efficiency compared to its para isomer.
This was ascribed to a lesser ability to chelate calcium ions
on the one hand, and to a more negative reduction potential
on the other hand, for the para-quinone (Fig. 11A).

4. FERROCIFENS
4.1. Introduction

The standard reference for endocrine therapy related to
hormone-dependent breast cancer is Tamoxifen (compound
61), a Selective Estrogen Receptor Modulator (SERM)
which was introduced during the early 70’s (Fig. 12).
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Fig. (11). General scheme explaining the dual nature of B-lapachone, evidenced through amperometry at platinized carbon fiber electrodes.
B-lapachone affects cellular behavior through two main processes (Fig. 11A and B). In short time periods, the ability of ortho-quinones to
chelate calcium ions decreases the mechanisms of calcium dependent enzymes with the overall result that an anti-oxidant effect is observed
(Fig. 11A, C and D1). Contrastingly, after long times of incubation, a pro-oxidant effect becomes apparent, most presumably due to the out-
come of redox cycling through which p-lapachone mediates electron transfer to dioxygen with the result that lethal quantities of hydrogen
peroxide are produced within the cell (Fig. 11B, C and D2). This second mechanism eventually leads to cell death, as observed previously by

several authors. Adapted from [43].
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(61) O—(CHz)z-N(CH3)z (62)  O—{CHzl-N(CHaly
Fig. (12}, Structures of tamoxifen (61) and 4-hydroxytamoxifen
(62).

Actually, tamoxifen (61) is effective through its hydroxy-
fated form (compound 62, in Fig. 12) which competitively
binds to the estrogen receptor (ER), therefore repressing es-
tradiol-mediated DNA transcription [88-90]. However, ta-
moxifen remains ineffective against 40% of breast cancers
either because some cancer cells do not express ER (classi-
fied as ER(-)) or because they develop resistance following
prolonged exposure to the drug. Moreover, some worrisome
side-effects of tamoxifen have been established, including a
higher risk of inducing endometrial cancer as well as a risk
of developing blood clots in the lungs [91]. Considering that
breast cancer remains a predominant form of cancer among
western women [92], the quest for efficient drugs exhibiting
anti-estrogenicity and cytotoxicity is of high interest [93,
94].

In this context of drug design/improvement, organomet-
allic compounds have re-gained attention as potent antican-
cer precursors [95]. Accordingly, G. Jaouen’s group devel-
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Fig. (13). Structures of the complexes discussed in the Ferrocifens.
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oped a new family of molecules displaying both a ferrocenyl
unit and a tamoxifen-inspired diphenyl methylene skeleton,
called “ferrocifens” [96-98] (Fig. 13). These compounds
were found to be cytotoxic on both hormone-dependent and -
independent breast cancer cell lines, at a significantly higher
level than tamoxifen [99-102]. The key structural modifica-
tion lays in the replacement of the phenyl ring by a ferrocene
group [98, 103]. Ferrocene by itsell is not particularly toxic
nor plays a significant biological role. However, the ferrice-
nium cation generated upon mono-electronic oxidation of
ferrocene, displayed an anti-proliferative effect on certain
cancer cells [104]. Besides, quinone methides, formed by
oxidation of the 4-hydroxytamoxifen are known o form ad-
ducts with glutathione and nucleobases, inducing severe cell
damages [105]. As previously cited, the molecules currently
used in chemotherapy are known to generate an oxidizing
environment in cells (oxidative stress) and are related to the
excess production of ROS and/or RNS. Accordingly, ferro-
cifens, possessing both a ferrocene group and oxidizable
functions on the diphenyl ethylene backbone, are prone to
undergo oxidation within cancer cells. Therefore, the redox
activation of these molecules is a central issue regards their
metabolism.

Electrochemical techniques appear well-adapted to ex-
plore the oxidation pathway of ferrocifens in vitro. We report
here a general overview of the electrochemical behavior of
ferrocifens, with particular emphasis on a model compound
which allowed the characterization of stable and transient
intermediates along the oxidation sequence. Finally, some

(65)

- P

() (72)



Redox Activation of Quinones and Ferrocifens

redox properties observed in hydrophobic environments (cy-
clodextrins, lipid layers) are discussed with respect to their
administration and vectorization.

4.2, Electrochemical Behavior of Ferrocifens
4.2.1. Ferrociphenols

Ferrociphenols are ferrocifens substituted by one or more
hydroxy groups on their phenyl rings, which display both
anti-estrogenic and cytotoxic activities [106]. The ferrocenyl
analogue of hydroxytamoxifen was found 60 times more
cytotoxic than the parent phenyl hydroxytamoxifen (62 in
Fig. 12), emphasizing the crucial role of the conjugated fer-
rocene group in its cytotoxicity. The oxidative chemistry of
ferrociphenols was first investigated by cyclic voltammetry
in model environments featuring biologically-relevant bases
such as pyridine and imidazole, which have pKa values simi-
lar to those of peptides, or DNA nitrogen intracellular bases.
A seminal work on ferrociphenols highlighted the close rela-
tionship between the cytotoxicity of a given ferrociphenol
and its ability to form a quinone methide (QM) upon oxida-
tion [107]. Accordingly, (Fig. 14) shows the cyclic voltam-
mograms (CVs) obtained from typical cytotoxic and non-
cytotoxic ferrociphenols.

When no base is present, the CVs only display the fer-
rocene reversible oxidation wave at 0.35 V/SCE (peaks
0y/R)). Upon addition of pyridine, the CVs of the non-
phenolic complex 63 and the C-sp® complex 64 remain un-
changed. The addition of pyridine to the solution of complex
65 dramatically affected the CV. First, the intensity of the
ferrocene oxidation wave increased (wave O)), featuring the
passage from a mono-electronic o an apparent bi-electronic
oxidation process upon addition of pyridine. A new oxida-
tion wave is observed on the same CV at 0.5 V/SCE (wave
0;). A comparison of the behavior of the three L'nmph:xcs
suggests that the over-oxidation of 65 observed in the pres-
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ence of pyridine was related to both the presence of the phe-
nol function and to the m-conjugated position of the fer-
rocene in the molecule (not conjugated in complex 64).
Hence, a reaction structurally favored in 65 while impossible
in 63 and 64 may be the intramolecular electron transfer be-
tween the phenol (donor) and the ferricenium center (accep-
tor), through a slight coupling over the conjugated n system.
This hypothesis was supported by the CVs recorded in a
methanol  solution  containing  ferrocene, 1,1-di-p-
hydroxyphenyl- 2-phenylbut-1-ene and pyridine. Under
these conditions, the Fc/Fc™ couple remained reversible,
while an additional wave was observed at ca. 1V/SCE and
ascribed to the direct electrochemical oxidation of the phenol
moiety of 1,1-di-p-hydroxyphenyl- 2-phenylbut-1-ene. That
first series of experiments allowed us to envision an in-
tramolecular electron transfer between the phenol and the
ferricenium for cytotoxic ferrociphenols, which led us to
propose the oxidation sequence displayed in (Fig. 15).

Mechanistically, the oxidation sequence features a base-
promoted electron transfer between the phenol and the fer-
ricenium over the delocalized m system of the molecule,
made possible by the increased acidity of the hydroxy group
(which could structurally be represented by a hydroxyl radi-
cal cation as the species resulting from the intramolecular
electron transfer) [108]. A phenoxy radical is formed which
then evolves to a more stable carbon-centered radical. In the
presence of a base, the oxidation of this radical at O’y yields
a quinone methide (QM), which reversibly oxidizes at O,
(verified with an authentic QM).

Hence, the cytotoxicity of ferrociphenols originates from
the possibility to produce quinone methides in oxidizing en-
vironments, QM being electrophilic which could damage
cells by adduct formation with DNA, GSH (glutathione), or
proteins [105]. Recently, it was also shown that extension of
electronic communication in the generated radical cation
might be of significant relevance for bioactivity [109].
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Fig. (14). Cyclic voltammograms (CVs) of non-cytotoxic (63 and 64) and cytotoxic (65) ferrocifens (2 mM in (01 M BuyNBF/MeOH) in the

absence (straight line) and the presence (dashed line) of 2 M pyridine. Scan rate: 0.5 V.5, Working electrode: Pt, 0.5 mm diameter. Adapted

from [107].
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Fig. (15). Oxidation sequence of complex 65 to the corresponding quinone methide. Adapted from [107].

Thermodynamically, the presence of ferrocene allows the
oxidation of the phenol group to proceed at less positive po-
tential values than that of hydroxytamoxifen, i.e. in biologi-
cally-relevant oxidizing conditions [110].

4.2.2. Ferrocenyl Catechols

Ferrocenyl catechols 67 and 68 were found strongly cyto-
toxic on MDA-MB-231 breast cancer cell lines, with ICs,
values in the 0.48-1.21 uM range [111].

The CVs of 67 and 68 are shown in (Fig. 16). In acetoni-
trile, the CVs of 67 exhibited a reversible oxidation wave at
.42 V/SCE aseribed to the Fe/Fc' couple. In the presence of
imidazole as a base, two oxidation steps appeared, ie. a
nearly 2-electron irreversible oxidation peak appeared, at a
potential strongly dependent on imidazole concentration. At
0.52 V one could observe a l-electron reversible oxidation
wave, its potential being independent of base concentration.
The same general behavior is observed with 68.

The changes observed on the CVs upon addition of imi-
dazole as a base appear more dramatic than those obtained
with phenols (complex 65, Fig. 14), At high imidazole ex-
cesses, the bi-electronic oxidation of the catechols produces
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0.0 02 0.4
E/V{SCE)

06 08

a species which oxidizes at 0.52 V/SCE. The chemical oxi-
dation of 67 and 68 by Ag,O led to the formation of the cor-
responding ortho-quinones (OQ) [111]. Since the base-
dependent electrochemical behavior of ferrocenyl catechols
is very similar to that observed with ferrociphenols and es-
pecially to the one observed with model compound 66 (see
paragraph 3), the formation of ortho-quinones from catech-
ols most likely follows the sequence depicted in (Fig. 17):

In the absence of imidazole, 67 and 68 undergo a reversi-
ble mono-electronic oxidation (step (A)). In the presence of
imidazole, a 2-electron oxidation sequence is triggered (steps
(A) +(B) + (C)). One can notice that the full (A) + (B) +(C)
sequence was fast enough to be seen within the same scan in
the presence of imidazole. Finally, ferrocenyl catechols ap-
pear as potent anti-cancer drug precursors through their fa-
vored OQ conversion under biological conditions [112].

4.2.3. Ferrocenyl Aniline and Acetanilide

Ferrocenyl aniline or acetanilide (compounds 69 and 70)
also exhibit strong cytotoxic activity against hormone-
dependant MCF-7 and hormone independent MDA-MB-231
breast cancer cell lines [113]. Actually, the electrochemical

0.0 0.2

0.4
E/V{SCE)

Fig. (16). CVs of 67 and 68, 1 mM in acetonitrile/BusNBE; ((.1M). Platinum electrode (0.5 mm diameter), scan rate 0.2 V 7, CVs recorded
in the absence (a) and in the presence of 1 molar equivalent (b) and 10 molar equivalents () of imidazole. Adapted from [111].
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Fig. (17). Proposed oxidation sequence of catechols 67 (R=CH3) and 68 (R=Ph). Adapted from [111].

behavior of 69 and 70 showed only a slight dependence on
base concentration, the base being either imidazole (Fig. 18),
or collidine [114, 115].

Complex 69 exhibited two successive oxidation waves as-
cribed to the oxidation of the ferrocene and the amino centers,
respectively. We established that the wave corresponding to
the oxidation of the amino group gradually decreased upon
repeated scans, suggesting that the amine moiety was involved
in the formation of a film at the electrode surface. Electrolysis
performed at the potential value of the second wave led to the
covalent grafting of 69 onto the electrode surface.

As already reported, the electrochemical oxidation of the
amino groups produces a cation radical which deprotonates
to form an aminyl radical that reacts with the electrode sur-
face [116-118]. Actually, the grafting of 69 also occurred
when electrolysis was carried out at the potential value of the
first wave (corresponding to ferrocene oxidation). Therefore,
over a relatively large timescale, an intra-molecular electron
transfer from the amino group to the ferrocenyl center took
place (Fig. 19) just like for the ferrociphenols.

Considering the similar oxidation routes for ferrociphe-
nols and ferrocenyl amines/amides, the cytotoxicity of com-
pounds 69 and 70 may be ascribed to the intermediate forma-
tion of imino methides (IM) (Fig. 19), a family of molecules
involved in several cytotoxic processes [119-124]. Contrary
to acetylated quinone imines which are important toxic com-
pounds (e.g. tolcapone in Parkinson’s disease [125]), acety-
lated imino methides, which could be envisioned as the ulti-
mate oxidized species for 70, have been identified as tran-
sient intermediates species [126]. The instability of these
compounds is probably due to the electron withdrawing ef-
fect of the acetyl group, which favors the quinoid form over
the aromatic form [127].

4.2.4. Ferrocenophanes

A family of complexes possessing a constrained ring
structure including the ferrocene moiety wereprepared,
considering that more rigid structures could enhance the
cytotoxicity of ferrociphenols. In this series, two fer-
rocenophanes (71 and 72) were investigated electrochemi-
cally [128].
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Fig. (18), CVs for 69 and 70, at | mM and 0.5 mM respectively in DMF, Working electrode : Pt (005 mm diameter), scan rate = {).] Vsl A,
A% CVs recorded without imidazole, B: 10 molar equivalents of imidazole added; B": 50 molar equivalents of inidazole added: C: > 500
molar equivalents of imidazole added; C™: 25 molar equivalents of imidazole added. Adapted from [113].
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Fig. (19). Oxidation pathways of complex 69. Adapted from [114].

The classical mono-electronic oxidation of the ferrocene
group was observed at 0.46 V (71) and 0.48 V (72) on the
CVs (Fig. 20). Upon addition of large excesses of imidazole,
the current intensity of these oxidation processes increased,
suggesting that the oxidation sequence depicted for ferroci-
phenols still applies to these complexes.

However, larger base excesses (with respect to ferroci-
phenols) are required to trigger the oxidation sequence. For
71, an intra-molecular electron transfer from the phenol to
the ferricenium may still be envisioned, since the conjugated
structure allows a delocalization of electrons. For unconju-
gated 72, an intermediate o-methylene radical (such a-
methylene ferricenium molecules which possess acidic pro-
tons) is most likely involved [129], which may undergo an
additional oxidation step to form the quinone methide. Com-
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plex 72 exhibited an ICs, of 0.96 uM, a value comparable to
that of 65. Surprisingly, compound 71 possessed an ICsq
value of 0.09 uM, far the lowest value of all ferrocifens pre-
sented in this article [128]. Such an exceptional cytotoxicity
does not directly correlate with the energetics of the oxida-
tion sequence, considering that easier-to-oxidize ferrociphe-
nols like 65 are less cytotoxic. Therefore, if an oxidizable
group is necessary to induce an anti-proliferative effect, it
cannot be anticipated from the kinetics and thermodynamics
of the oxidation sequence.

4.3. Oxidative Metabolism of a Model Ferrociphenol

In order to further explore the oxidation mechanism of
ferrociphenols, we focused on the electrochemical behavior
of complex 66 [130]. We expected the inductive effect of the

1] 0.1 0.2 05 06 07

03 04
E/V (5CE)

Fig. (20). CVs of 71 (1 mM, scan rate 100 mV s, left) and 72 (0.3 mM, scan rate 50 mV s, right) in the presence of increasing concentra-

tions of imidazole. Adapted from [128].
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ortho-methy! substituents to stabilize the radical intermedi-
ates. Accordingly, the phenoxyl radicals of cresols and re-
sorcinols are known to form at enthalpies ca. 40 kJ.mol”
more negative than that of unsubstituted phenoxyl radicals
[131]. The base-dependent electrochemical behavior of 66 is
shown in (Fig. 21).

E/V [SCE)
0.4 v v - v -
0 0,1 0,2 03 04 05 0,6 0,7 08
Fig. (21). CVs of 66 (0.9 mM) in acetonitrile/TBABF, (0.1 M) with
increasing concentrations of imidazole: a) 0, b) 0.9, ¢) 4.5, d) 18, )
90, and 1) 560 mM. Electrode: P1. 0.5 mm diameter; scan rate 100
mV.s", Adapted from [130].

In the absence of base, complex 66 exhibited the reversi-
ble one-electron ferrocene oxidation wave (0,). The addition
of imidazole gave rise to several changes on the CVs : the
intensity of the oxidation wave dramatically increased and
shifted to more negative potential values (O’}), the CVs fi-
nally displaying two distinct peaks at large imidazole ex-
cesses (O’ and O,). O’ was ascribed to the direct bi-
electronic formation of the QM noted as 66d, while O, cor-
responded to the mono-electronic ferrocene oxidation of the
QM (producing 66d"), an hypothesis supported by the de-
termination of the absolute number of electrons involved at
O, (found to involve a total of ca. 3 electrons), compared to
the same determination in the absence of imidazole at O,
(found to involve 1 electron).

Preparative electrolyses monitored by stationary voltam-
metry allowed the characterization of the intermediate par-
amagnetic species by EPR (i.e. the Fe(IlI) intermediates and
the organic radical species). The stationary voltammograms
are shown in (Fig. 22).

The electrolysis of 66 carried out in the absence of imi-
dazole generates a stable ferricenium species 66 which re-
duces at 0.38 V (curve II, ferricenium species detected by
EPR at the end of the electrolysis). The addition of imidazole
to that ferricenium species triggers a chemical sequence
leading to a solution corresponding to curve III, i.e. a glob-
ally bi-electronic oxidation wave. Actually, the addition of
imidazole generates a transient EPR signal ascribed to a car-
bon-centered organic radical 66b°, which decomposes upon
heating and/or with time.

We have recorded CVs at higher scan rates in order to
track the signature of transient redox species formed during
the oxidation of 66 to its QM (Fig. 23).
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Fig. (22). Linear sweep voltammetry in acetonitrile + TBABF, (.1

M solutions containing (1) a solution of 66 at 5 mM, (I) after a
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Fig. (23). CVs of 66 (0.9 mM) in acetonitrile/TBABF, (0.1 M) with
increasing concentrations of imidazole: a) 0, b) 0.9, ¢) 4.5, d) 18, e)
90, and f) 760 mM. Electrode: Pt, 0.5 mm diameter; scan rate 75
Vst Adapted from [130].

At 75 V.s'l, the CVs of 66 exhibited the evolution already
described at low scan rates in (Fig. 21), except that a new
reduction wave appears at 0.22V during the backward scans.
This new wave was only observed between 5 and 100 molar
equivalents of base. This behavior was consistent with the
reduction of a transient intermediate whose concentration
was both time- and base-dependent. This result suggested
that the new reduction wave corresponded to the reduction of
the carbocation 66¢" obtained after the one-electron oxida-
tion of the organic carbon-centered radical 66b°. At large
base excesses and/or large time frames, this cation is fully
deprotonated to yield the quinone methide although its re-
duction may not be observed. Conversely, at fast scan rates
(short time frames) and/or a low base concentration range, it
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is not yet produced by the oxidation of 66. Intermediate base
concentrations and/or time-frames allowed its observation
during the backward voltammetric scan. The overall oxida-
tion sequence of 66 is shown in (Fig. 24).

The formation of quinone methide 66d was achieved un-
der biological conditions by rat liver microsomes [132]. Fur-
thermore, the biologically-synthesized QM was found toxic
against MDA-MB-231 cells, making quinone methides the
active metabolites responsible for the anti-proliferative effect
observed. Finally, thorough mechanistic exploration we were
allowed to determine the species found along the oxidation
pathway of ferrociphenols. Quinone methides appear to be
the stable metabolites obtained in vivo, in agreement with the
oxidizing environment encountered in many cancer cells
[133].

4.4. An Electrochemical Contribution to the Study of
Drug Delivery

4.4.1. Solubilization

Several strategies have been envisioned for the admini-
stration of ferrocifens, including nanoparticles, lipid nano-
capsules, or cyclodextrins [134-137]. In this context, electro-
chemistry has been used to monitor the behaviors of the elec-
troactive species formed along the oxidative metabolism
pathway of ferrocifens in the presence of cyclodextrins
(CDs) or lipid bilayers as well as the possible modifications
of the oxidation sequence in the presence of supramolecular
interactions between ferrocifens and their host. This allowed
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an interesting perspective regards the general question linked
to vectorization of ferrocifen drugs.

The electrochemical behavior of ferrociphenol 65 in the
presence of CDs (Me-f-CD and B-CD) was first investigated
in a MeOH/H,O (v/v = 1/1) mixture (Fig. 25). Comparison
of the CVs obtained in the absence and the presence of CDs,
indicated the inclusion of complex 65 in the Me-f-CD cavity
very likely via its apolar ferrocene moiety.

The addition of CDs leads to a potential shift of wave O,
(Fig. 25 (A)) towards more positive values as well as a de-
crease in the peak current of wave O, which tended to adopt
a sigmoidal shape. These concomitant behaviors indicate the
involvement of a consecutive chemical-electrochemical (CE)
mechanism in which the oxidation process is limited by the
dissociation step of the complex formed between the CD and
the ferrocifen. Indeed, an electroactive species cannot un-
dergo any direct electrochemical reactions if it forms a stable
host-guest inclusion complex with a CD [138-142]. Under
these conditions, the complex must dissociate and release the
electroactive species. The thermodynamic stability of the
[65.Me-B-CD] complex was evaluated in MeOH and
MeOH/H,O (1:1) by plotting the variation of the half-wave
potential of O, in the presence of CD with respect to the
half-wave potential in the absence of CD as a function of the
total concentration of Me-f3-CD [137]. The inclusion con-
stant of the [65.Me-B-CD] complex was found equal to 80
M (in MeOH) and 825 M"' (in MeOH/H,O (1:1)) in agree-
ment with the polarity medium. Interestingly, the inclusion
of 65 in the CD cavity also depends on the CD polarity.
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Fig. (24). Detailed oxidation sequence of ferrociphenal 66. Adapted from [130].
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Fig. (25). A) CVs of 65 (1 mM) in the absence of and presence of Me-f-CD (5 equiv). v = 200 mV 5. B) CVs of 59 (1 mM) at a scan rate of
50 mV s, (a) in the absence of CD or (b), (¢) in the presence of 10 eqgs. of f-CD and Me-$-CD, respectively. Conditions: MeOH/H,O (1:1) +
TBABF, (0.1 M) at a glassy carbon electrode (3 mm diameter). Adapted from [137].

Comparison of the cyclic voltammograms obtained for the
same concentration of 65 in MeOH/H,O (1:1) in the absence
of and the presence of 10 molar equivalents of either Me-f3-
CD or native B-CD shows that both the decrease in Io; and
the shift in Eg, are greater in the presence of Me-f-CD than
of B-CD, indicating a stronger complexation in the former
case. This can be explained by strong hydrophobic interac-
tions between the cyclopentadienyl and/or the aromatic rings
and the methoxy groups of the partially methylated CD.

Importantly, the inclusion complexes formed between ei-
ther Me-B-CD or $-CD and ferrocifens are soluble in pure
water without the adjunction of any organic solvent demon-
strating that CDs can be used to deliver these biologically
active molecules. In (Fig. 26), the CVs obtained after com-
plete solubilization of ferrocifen 65 in the presence of either
B-CD or Me-p-CD, are displayed.

In both cases, the oxidation of 65 occurred at a more
positive potential, with respect to the studies performed in
less polar media such as MeOH and MeOH / H,O, in agree-
ment with the high polarity of water. Under these conditions,
the oxidation wave also exhibited a pronounced plateau
shape in accordance with a fully developed CE process pro-
ceeding under pure kinetic control. Conversely, the reduction
wave, observed on the backward scan, exhibited a peak
rather than a plateau shape, demonstrating that the electro-
generated charged and polar ferricenium species was not
complexed by the cyclodextrin. As observed in the presence
of alcohol, the shift in Eq, is greater in the presence of Me-f3-
CD than of B-CD, showing, here again, a stronger complexa-
tion of 65 with Me-3-CD than with §-CD. However, the
peak current of the oxidation wave was higher in the pres-
ence of Me-f3-CD, a larger amount of 65 being solubilized in
that case.

E /V (SCE)

0.1 0 0.1 02 03 04 05

Fig. (26). Cyclic voltammograms of 65 (I mM) in H,O + Na,SO,
(0.1 M), recorded at a glassy carbon electrode (3 mm diameter) and
in the presence (A) of B-CD or (B) Me-p-CD (20 egs.). v =50 mV
s, Adapted from [137].

Moreover, it was shown that the structure of ferrocifens
affects both their solubility and their complexation dynamics
[137]. For instance, the presence of phenol groups is of great
importance for solubilizing the ferrocifen-CD adducts. Simi-
larly, the absence of the apolar ethyl-vinyl fragment in 64
increases the solubility of the complex in water and the com-
plexation dynamics becomes faster.

The use of CDs clearly appeared to be a possible way to
overcome the poor water-solubility of ferrocifens. In such a
context, it was of great interest to investigate the reactivity of
oxidized ferrocifens, in water and in the presence of CDs, to
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examine whether or not the presence of CD affected the re-
activity of the initially formed ferricenium cations. This was
performed in a model environment in the presence of pyri-
dine.

The addition of an excess of pyridine to a 65/ Me-3-CD
solution led to an approximately threefold increase of the
peak current of O; and a pronounced change in the wave
shape, with a loss of reversibility suggesting an EC sequence
(Fig. 27).
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Fig. (27). CVs of 65 (1 mM) in H,0 + Na,SO, (0.1 M), recorded at
a glassy carbon electrode (3 mm diameter) in the presence of Me-f3-
CD (20 equivs.) and a) in the absence of or b), ¢) in the presence of
0.1 and 0.2 M, respectively, of pyridine. v = 50 mV s, Adapted
from [137].

Considering the initial sluggish one-electron CE process
current, it was inferred that the maximum current value ob-

+ Py / -PyH*
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tained in the presence of pyridine corresponded roughly to a
three electron process. This behavior showed that the pres-
ence of pyridine kinetically favored the dissociation of the
65/CD complex and opened a subsequent two-electron
pathway after the initial formation of the ferricenium deriva-
tive. This appeared fully consistent with the former investi-
gation of pyridine-induced effects on the voltammetry of 65
in apolar medium [107]. This also indicates that the overall
mechanism previously depicted for oxidation of 65 in the
presence of a base (see Fig. 15) still prevails when 65 is ini-
tially complexed by CD. This implies that oxidation of [65,
CD] produces an uncomplexed 65 (EC mechanism) or that
65 is oxidized after decomplexation (a CEC mechanism).
Under these conditions, a three electron oxidation sequence
is most likely triggered in the presence of pyridine, irrespec-
tive of the fact that 65 is borne initially by CD. The corre-
sponding mechanism is displayed in (Fig. 28).

In this mechanism the third electron transfer most likely
corresponds to a further oxidation of the ferrocene moiety in
the quinone methide structure. Also, the passage from a one-
electron plateau shape to a three-electron peak-shape for
wave O; observed in the presence of both CD and pyridine
(Fig. 27) shows that the base kinetically favors the dissocia-
tion of the ferrocifen-CD complex (by interaction with the
phenolic group), but does not affect the follow-up reactivity
of the electrogenerated ferricenium cation which leads to the
corresponding quinone methide as reported in the absence of
CD

The in-vitro effect of organometallic complexes 64 and
65, alone or encapsulated in Me-B-CD, was then investigated
in the presence of hormone-independent breast cancer cell
lines (MDA-MB-231) to evaluate whether or not the pres-
ence of CD affects the bio-availability of ferrocifens. In (Fig.
29), the anti-proliferative effects obtained after culturing the
mixtures for four days are summarized [137].

Fig. (28). Proposed mechanism for the oxidation of 65 in the presence of CD and pyridine. Adapted from [137].
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Fig. (30). Electrode modifications to investigate the interactions of ferrocifens with various hydrophobic molecular architectures: cyclodex-
trins (a), alkyl chains (b), and a planar bilayer of 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) (¢). Adapted from [145] and [146].

100
h
E
€
H
2
50 L
2
o
&
s
o
& A
& >
| J
1
DH
>
J-{_
~'-'.}V {f. k! -
&
= oH

Fig. (29). Comparison of the anti-proliferative effect of ferrocenyl
complexes 65 and 64 (0.5 or 1 uM) alone or encapsulated in Me-fi-
cyclodextrin (20 pM) on hormone-independent breast
lines (MDA-MB231) after culturing for 96 h. Results are the aver-
age value of two independent experiments. Adapted from [137].

No significant difference could be observed between the
free and CD-complexed ferrocifens, with their anti-
proliferative activities being identical within the precision of
their determinations [106, 143]. A similar result was also
observed with tamoxifen citrate $-cyclodextrin nanoparticles
[144]. Tt is worth noting that with respect to the association
constant determined in MeOH / H,O, one may also consider
that complexes are most likely dissociated at such low con-
centrations although the polarity (and therefore the associa-
tion constant) is much higher in pure water. However, since
ferrocifens may be delivered intravenously at much more
significant doses thanks to the higher solubility of their in-
clusion complexes compared to the uncomplexed com-

pounds, this opens encouraging routes for more effective
formulas of ferrocifens as anti-carcinogenic therapies.

3.2. Interaction with Lipid Bilayers

Our knowledge of the ferrocifen oxidation sequence and
the research done on their solubility in aqueous media
prompted us to tackle the question of their transportation.
Although it is now known that cytotoxic species (quinone
methide, quinone imine, ortho-quinone) are formed inside
the tumor cell, how do ferrocifens cross the bilipidic cellular
membrane? In this context, we started to investigate the in-
teractions of ferrocifens with various hydrophobic molecular
architectures (CD cavities, unsubstituted n-alkane chains,
and lipid bilayers) according to three different approaches
(Fig. 30).

The first one consisted of preparing a self-assembled
monolayer of a mixture of synthesized per-6-thio-f-CD and
pentanethiol chains at a gold electrode. In the second one,
the gold electrode surface was modified only with alkane
thiol monolayers having various lengths. In the third ap-
proach, a glassy carbon electrode was modified with a Tipid
bilayer film (Fig. 30).

The first two approaches clearly showed that ferrocifens
strongly interact with non-polar molecular architectures such
as the cavity of a cyclodextrin or alkane chains [145]. In the
latter case. it was notably shown that the presence of two
aromatic rings in the ferrocenyl structure favored its facile
penetration through short alkyl chains (C,Happ, n < 5).

In the presence of DMPC, it was clearly established that
the affinity of the starting neutral ferrocifen derivatives to-
wards the lipid bilayer depends on both their size and their
polarity [146]. Conversely, the electrogenerated ferricenium
derivatives were expulsed reversibly from the bilayer owing
to their positive charge. This led to an unsymmetrical redox
processes reflecting a different partition of the species be-
tween the lipid film and the solution. This typical behavior is
illustrated in (Fig. 31) for complex 66. This figure also dis-
plays the accumulation of 66 in the DMPC-modified glassy
carbon electrode as a function of time. The corresponding
apparent coverage of the electrode was investigated by moni-
toring the oxidation peak growth as a function of time. As
observed in (Fig. 31), compounds 63 and 66 exhibited ex-
tremely distinct kinetic features towards their incorporation
within the lipid film. Possible favorable interactions between
the phenolic hydroxyl group in compound 66 and the polar
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Fig. (31). (A) Cyclic voltammograms of 66 (0.2 mM) recorded at a glassy carbon electrode (3 mm diameter) modified with DMPC film as a
function of the equilibration time (0, 45, 90, 150, and 210 minutes) in H,O + EtOH (20 %) + KC1 (0.1 M); v = 100 mV s (B) Evolution of
the apparent coverage of the DMPC modified GCE electrode for 66 and 63 (0.2 mM each in EtOH (8/2) + KCI (0.1 M)) as a function of the
time of incubation in the corresponding ferrocifen solution. I*: normalized current, I* = I(pA) / C (mM). (C) Schematic representation of the

lipid bilayer disorganization. Adapted from [146].

extremities of the lipid molecules may explain the faster in-
corporation of 66 with respect to 63.

On the other hand, considering the 5.10"° mol.cm™ cov-
erage of a surface as a reference for a close-packed layer of
comparable ferrocene molecules in SAMs [147], the satura-
tion observed at ca. 3.10"° mol.em™ for compound 66 shows
that the loading of 66 in the bilipid film is certainly large
enough to drastically disorganize the original bilayer struc-
ture. The presence of small molecules such as anesthetics
(chloroform for instance) is well known to induce a strong
re-organization, viz. typically by swelling of membranes
[148]. This swelling is in fact at the origin of the anesthetic
effect, through increased pressure created on ion-channels
crossing the nerves outer membrane. So, a similar behavior
cannot be ruled out with ferrocifens.

Interestingly, these results established that within limit,
DMPC is a sufficiently correct model of a cell membrane,
where large delivery fluxes of ferrocifens are expected to
disrupt cell membranes. This may be an important factor to
consider in view of side-toxicity of these species at suffi-
ciently high concentrations.

5. FINAL CONSIDERATIONS

Analytical and preparative electrochemical methods ap-
pear to provide both qualitatively and quantitatively power-
ful information (such as thermodynamic and kinetic pa-
rameters) that are extremely useful to address the mecha-
nisms involved in biological electron-transfer processes
and may be used to help drug design as well as for screen-

ing natural biologically active compounds. The high versa-
tility of electrochemical methodologies allows the mimick-
ing of a large spectrum of biological environments, since
the experimental conditions can be widely varied in the
attempt to resemble them. The recent advances of in vitro
and in vivo electrochemistry will provide a strong back-
ground for the mimicking processes, allowing the design of
better models.

In electrochemistry, considerable progress has recently
been made in the development of new and rather sophisti-
cated techniques. For instance, the patch-clamp principle was
very recently combined with amperometric detection for
monitoring fluxes of redox-tagged molecular species across
suspended real and model cell membranes [149].

The interface between Electrochemistry and the Life Sci-
ences, naturally, is taking advantage of this progress. The
examples herein confirm the potentialities of this interfaced
work. However, despite the fact that some interesting con-
cepts have been developed and tried in recent years, most of
these approaches and applications are still under considera-
tion and may face some difficulties or limitations in the fu-
ture. This creates a stimulus to keep working on this inter-
face, and we expect that this review furnished enough infor-
mation to congregate researchers of different areas to work
together on these fascinating topics.
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In our continued search for novel trypanocidal compounds, twenty-six derivatives of para- and ortho-
naphthoquinones coupled to 1,2,3-triazoles were synthesized, These compounds were evaluated against
the infective blood: form of Tryp cruzi, the etiological agent of Chagas disease. Compounds
17-24, 28-30 and 36-38 are described herein for the first time, Three of these novel compounds (28-30)
were found to be more potent than the standard drug benznidazole, with 1C55/24 h values between 6.8
and 80.8 pM. Analysis of the roxicity to heart muscle cells led to LCsp(24 h of <125, 63.1 and 281.6 uM
for 28, 29 and 30, respectively. Displaying a selectivity index of 34.3, compound 30 will be further eval-
uated in vivo. The electrochemical properties of selected compounds were evaluated in an attempt to find
correlations with trypanocidal activity, and it was observed that more electrophilic quinones were gen-
erally more potent.

Trypomastigote
Click chemistry
Electrochemical parameters

1. Introduction

Chagas disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma
cruzi and affects approximately eight million individuals in Latin
America. Approximately 30-40% of these patients have, or will de-
velop, cardiomyopathy, digestive mega-syndromes, or both.'
Although vectorial ( Triatoma infestans) and transfusional transmis-
sion of CD have declined steadily as a result of multinational iniria-
tives,” this disease can also be orally transmitted through the
ingestion of food or liquid contaminated with T. cruzi. This route
of transmission is the cause of regional outbreaks of acute infection
in areas devoid of domiciled insect vectors.’ Several outbreaks of
severe acute CD, each numbering in the hundreds of cases, have
been reported in the Amazon Region in recent decades.’ Most of
these outbreaks were the result of oral transmission, The emer-

* Corresponding author. Tel.: +55 31 34095720; fax: +55 31 34095700,
E-mail address: eufranio@ufmg br (EN. da Silva Jdnior).
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gence of CD in non-endemic areas, such as North America and
Europe, is another major concern. This development is due to the
immigration of infected individuals and subsequent transmission
via the blood, organ transplantation and congenital routes.”” Other
challenges remaining to be overcome in the fight against CD in-
clude the development of sustainable public health policies, vector
control strategies and educational approaches.”®

CD is characterized by a short acute phase defined by patent
parasitemia followed by a long and progressive chronic phase.
Up to 40-50% of chronically infected patients develop progressive
cardiomyopathy, motility disturbances of the esophagus and colon,
or all of these symptoms. CD is the most severe parasitic infection
of the heart, which is the organ most often affected in chronic
patients. The available chemotherapy for CD is not satisfactory
and depends on two nitroheterocyclic agents: the S-nitrofuran nif-
urtimox and the 2-nitroimidazole benznidazole. These compounds
are effective against acute infections, but they show poor activity
in the later chronic phase. These drugs also cause severe off-target
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effects, have limited efficacy against different parasite isolates and
must be applied in long-term therapy. These drawbacks justify the
urgent effort to identify better drugs for the treatment of CD."'"
Nearly all current drug development efforts for CD are in the pre-
clinical research phase, although Phase Il clinical trials with the
antifungal drug posaconazole are underway in Latin America and
Spain. A ravuconazole prodrug is also undergoing Phase Il studies
in Bolivia.''

Plants represent a vast reservoir of phytoconstituents and sec-
ondary metabolites that can be used as templates for the design
of semi-synthetic or synthetic compounds. This approach can lead
to the discovery of new candidates for the treatment of neglected
tropical diseases with high therapeutic indices. Naphthoguinones
account for the majority of naturally occurring naphthalenes,'” dis-
playing an assortment of substituents over a variety of structural
motifs. They act as vital links in the electron transport chains of
metabolic pathways and participate in multiple biologically rele-
vant oxidative processes.’

Naphthoqui are ed privileged scaffolds in
medicinal chemistry due to their structural properties and biolog-
ical activities,'"* especially against tumor cells and pathogenic
protozoa.' We have recently described the synthesis and trypan-
ocidal and leishmanicidal activities of 1.2,3-triazoles based on
the lapachone scaffold.'™'™ Modification of the prototype [
lapachone, as shown in Scheme 1, is a relevant strategy for the
development of novel bioactive compounds. The C-ring was
maodified to afford nor-f-lapachone and p-lapachone derivatives
with pronounced activity against trypomastigote forms of
T. cruzi.'® Other derivatives can be prepared by modification of
the redox centre and the C-ring, as described in Scheme 1: arylami-
no derivatives of nor-fi-lapachone, imidazoles and oxiranes are
important examples of this strategy.'"'® Recently, nor-a-lapach-
one and =«-lapachone derivatives were also prepared and shown
to have potent activity against promastigote forms of
antimony-sensitive and -resistant strains of Leishmania infantum
(syn. L. chagasi) and L. amazonensis.'™

Several studies have investigated and reported the electro-
chemical behavior of quinones. Some correlation has been demon-
strated between electrochemical parameters and disease states,'”
The quinone/semiquinone/hydroquinone (Q/SQ[H.Q) triad is an
impartant component of many redox systems in biology. It is
a vital Iinkn'm the transfer of electrons through cells and tissues
(Egs. 1-3).7

Possess
trypanccidal activity
Ref. 16a

Q+e- ==850" (1)
sd” +e +2H == HO0
Net @+ 2" + 2H' == Ho ()

Electrochemical techniques have been used extensively to
provide excellent insights into the modes of action of various
drugs, and these results can inspire the design of next-generation
therapeutics. This approach is particularly suitable for diseases
associated with cellular oxidative stress, which is a hallmark of
cancer.'” "' Electrochemistry experiments can provide data on
the fundamental thermodynamic and kinetic properties associated
with the reactions of quinones and reduced intermediates.

The versatility and functional diversity of quinones are due
primarily to the diverse mid-point potentials that are sensitive to
substituent effects, solvent and medium effects (hydrophilic/
lipophilic) and interactions with certain macromolecules (e.g.,
DNA and proteins). The electronic properties of quinones are influ-
enced by substituent groups, hydrogen bonding (H-bonding),
hydrophobic and m-stacking interactions and conformational
effects. These factors act in tandem to stabilize or destabilize the
semiquinone radical (under aprotic conditions er during enzymatic
one-electron transfer). They can be correlated to the nature of the
anion radical that is formed in vivo or to the completely reduced
species (hydroguinones or modified derivatives).'""*!

In this context, we herein describe the synthesis of para- and
ortho- naphthoguinones bearing 1,2,3-triazole substituents, as well
as 1,2,3-triazoles derived from z-lapachone and nor-2-lapachone.
These compounds were evaluated for activity against trypo-
mastigote forms of T. cruzi. Electrochemical studies of selected
compounds are also presented,

Our synthetic rationale was to combine para and ortho quinoi-
dal moieties with heterocycles (Schemes 2-4). Derivatives of
N-phthalimide have been shown to have biological significance,
including antibacterial,”® antiviral”’ anticancer’™ and anti-
hepatitis activity.”” Based on the pharmacological importance of
phthalimide analogues, we synthesized hybrids of 1,4-naphthoqui-
none and N-phthalimide conjugated through an aminomethyl-
triazole linkage. The introduction of a second quinoidal moiety
was also accomplished (Scheme 4) in a hybrid approach to
duplicate the effect of the quinone. Finally, the importance of the
redox centre was analyzed by modifying the structure of

Possess
Irypanocidal activity
Rel. 16b

'O modification

Possess
trypanccidal activity
Rel. 18a-c

C-ring modification, Insertion of
Insertion of 1.2,3-triazole 1,2, 3-trfazole group

aroup Insertion of arylamino
P-lapachane and group
- nar-fi-Hapachane Possess
1—0!  Redoxcente trypanockislactdty

R = Electron donating and
withdrawing groups

Scheme 1. Structural modification of the prototype f-lapachone and nor-fi-lapachone.
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nor-fi-lapachone-based 1,2,3-triazole to generate compounds sim- P e of benzoyl peroxide, to provide 4-bromo-u-lapachone.

ilar to phenazine derivatives (Scheme 5).

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

a-Lapachone and nor-a-lapachone-derived 1,2.3-triazoles were
synthesized as described previously (Scheme 2).'7* Lapachol (1)
was used to prepare a-lapachone (2), which was subsequently
treated with N-bromosuccinimide in carbon tetrachloride, in the

This bromide was reacted with sodium azide to yield 4-azido-a-
lapachone (3). The 1,2,3-triazoles 4-6 were then obtained from
Cu(l)-catalyzed reactions with the appropriate alkynes, following
the methodology described by Sharpless and co-workers
(Scheme 2).'7

Lapachol (1) was used to prepare nor-lapachol in two steps as
described previously.”” This derivative was treated with HClj/AcOH
to provide nor-z-lapachone (7). Conversion to 3-bromo-nor-a-
lapachone and reaction with sodium azide in dichloromethane
gave the corresponding azide B, as described previously.'™ Triazole
derivatives 9-12 were synthesized from quinone 8 (Scheme 2).
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Scheme 4. Nor-f-lapachone-derived 1,2, 3-triazoles 28-35, (a) Ref. 16a,d.
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Scheme 5. Preparation of 1,.2,3-triazoles 36-38 derived from nor-fi-lapachone based on compound 31.

A previously described methodology'™7 was used to prepare

para-naphthoquinones  13-26  (Scheme  3). A series of
N-phthalimidoalkylazides was initially prepared for the synthesis
of compounds 13-22. These intermediates were used in click
chemistry reactions with substituted 2-(prop-2-yn-1-ylamine)-
naphthoquinone to obtain the respective triazole compounds in
high yields. Compounds 23 and 24 were prepared by the click reac-
tion among the respective quinone and 1-azido-3-nitrobenzene.
Final compounds were typically isolated as crystalline solids, and
all spectroscopic data were in accordance with the proposed struc-
tures shown in Scheme 3. Compounds 17-24 are described herein
for the first time.

The last set of naphthoguinoidal compounds was synthesized
from the intermediate azide 27 that we have described previ-
ously."™ Naphthoquinones substituted with a terminal alkyne
had been synthesized previously. These compounds were sub-
jected to click chemistry conditions' ™ to prepare novel derivatives
28-30 as shown in Scheme 4. Nor-fi-lapachone derivatives 28-30
were isolated in moderate yields as yellow and orange solids.
Known compounds 31-35,"%" shown in Scheme 4, were included

to study their electrochemical properties in comparison with their
trypanocidal activity (vide infra).

Cu-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition (CuAAC) is a well
established methodology using Cu(1) as source of catalysis.”” Here-
in, we described the synthesis of quinone-based 1,2.3-triazoles
using two reaction conditions, the most common using aqueous
conditions employing CuS0,4 5Hz0 and sodium ascorbate as reduc-
ing agent and copper(1) lodide in acetonitrile. As recently described
by Meldal and Tornee™ there is no obvious correlation between
method used and yield of reaction. In general, CuS04.5H:0 and so-
dium ascorbate is preferred due to ease of workup, while, in other
reactions, the copper(l) iodide can be used to improve the rate of
reaction. In this manuscript the classical methodology published
by Sharpless and co-workers'™ was used preferentially. In the case
of low yields and long reaction time, copper{l) indide in acetonitrile
or the same condition under ultrasound energy were used.

The phenyl substituted 1,2.3-triazole  derived from
nor-fi-lapachone (31) was described previously and was shown
to be sixfold more potent than the standard drug benznidazole
against trypomastigote forms of T. cruzi.'™ Herein we describe
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Figure 1. Cyclic of nap q 4.6,9, 16,25, 26, 28,30-35 (r= 1 « 10" mol L™}, DMF/TBAP (0.1 mol L~"). glassy carbon electrode, cathodic direction,

v=50mV.

the synthesis of three novel derivatives synthesized from 31 pronounced activity against T. cruzi.'” Compound 31 was obtained
(Scheme 5). Our strategy was based on modifying the redox centre in five steps, in good overall yield, starting from lapachol (1).'*
of 31. We selected modification reactions from previously pub- Intermediate 31 reacted smoothly with ethane-1_2-diamine or
lished studies on related fHapachone derivatives, which showed ortho-phenylenediamine in acetic acid™ to furnish compounds
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Fig. 1 (continued}

36 and 37 in excellent yields. Oxime 38 was prepared by reaction
of 31 with hydroxylamine in ethanol in the presence of TEA
(5cheme 5)."'

The structures of novel compounds 17-24, 28-30 and 36-38
were determined by 'H, "*C NMR, and IR. The structures were fur-
ther characterized by comparing their spectroscopic data with
those of similar compounds known in the literature,'®'7' Elec-
trospray ionization mass spectra and combustion analysis data

were also obtained. Crystals of 38 suitable for X-ray analysis were
obtained, and the structure was solved. ORTEP-3 projections are
shown in Figure 2, and these reveal the Z-stereochemistry.

2.2. Electrochemistry

In a typical measurement, cyclic voltammograms (CV) were re-
corded first in aprotic medium (DMF + TBAP, 0.1 mol L '), at a scan
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Figure 2, ORTEP-3 projection of compound 38 showing atom labeling and
displacement ellipsoids drawn at the 50% probability level.

Table 1
Major electrochemical parameters of the quinones {c=1» 10 "mol L"), in DMF/
TBAP, 0.1 mol L', v=50mV s~

Compound Epci (V) Ereaox (V) Epc2 (V) Additional waves (V)
4 0.630 0.586 1.143 -

B -0.623 -0.581 -L110 -

16 -0.807 -0.761 -1348 -1.993, -2.436
25 -0.286 -0244 -0.930 -

26 -0.291 -0.252 ~0.940 -

28 -0511 ~-0.467 0.799 0.965, -1.311
30 -0.521 -0475 -0.648 -0.999, -1.216
n -0.535 -0.472 -1.055 -

32 ~-0.515 ~0.454 ~0.950 -

33 0.510 0464 0925 -

34 -0.493 -0.444 -1.001 1441

35 -0.506 -0457 -0935 —

rate of 50 mV s ', This enabled determination of the electrochem-
ical reduction behavior of each compound. Initial cathodic and
anodic peak currents were also determined for each compound.

Table 2
Crystal dara and structure refinement for compound 38
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It was not feasible to study all of the quinones in the present
work. Representative compounds were selected to cover each of
the structural classes (Schemes 2-4).

As has been noted, the compounds described here can be di-
vided among three structural classes: dihydropyran-para-naphtho-
quinones (4 and 6), para-naphthoquinone derivatives (16, 25 and
26), and ortho-dihydrofuranones (28, 30-35).

Figure 1 shows the cyclic voltammograms of compounds 4, 6,
16, 25, 26, 28, and 30-35. All of the quinones exhibited quasi-
reversible reduction behavior (Fig. 1). The major electrochemical
parameters for each compound are listed in Table 1.

The relative ease of reduction among the compounds was estab-
lished by comparison of their first reduction potentials
(Epcl, Table 1, column 2). The relative reduction potential of the
compounds is as follows: 25 > 26> 34> 35> 33> 28 - 32 ~ 30>
31>6~4>16.

The values of E, .. were obtained from the equation (Epcl +
Epal)/2 and are shown in Table 1. As was expected for quinonoid
compounds, the overall CV profiles are similar to those reported
for other guinones. The characteristic profile shows two couples
of cathodic and anodic peaks, represented by diffusional (Eplc o
v!/2) quasi-reversible systems.'""* The first pair is related to the
formation of a radical anion (5Q#+", Eq. (1)). The second pair of
peaks is broader and ill-defined, as has been observed previ-
ously.'™ This broadening may be due to possible disproportion-
ation or comproportionation reactions.'™

As shown in Table 1, compounds 25 and 26 (Fig. 1d and e) are
most easily reduced. The direct attachment of the electron-with-
drawing triazole affects the electrochemical behavior of the para-
quinones in a way that facilitates electron transfer. On the other
hand, the presence of an electron-donating amine group increases
the barrier to reduction of compound 16 (Fig. 1c). This compound
presents two additional waves at more negative potentials (Epc3
and Eped, Fig. 1c, Table 1, column 4). A full description of the
electrodic mechanism is beyond the scope of the present paper
and will be described elsewhere. It is noticeable that nor-fi-lapach-
one ortho-quinones derivatives (31-35, Fig. 1h-1) are more easily
reduced than are the w-lapachone-derived 1,2,3-triazoles (4 and
6, Fig. 1a and b), as has been shown previously."”" The CV of com-
pound 34, which shows the lowest negative potential in this series,

Empirical formula

Formula weight
Temperature

Wavelength

Crystal system, space group
Unit cell dimensions

Volume

Z, Calculated density

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection

Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections

Completeness to theta = 26.32°

Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data/restraints/parameters

Goodness-of-fit on F*

Final R § indices [ >20(1)]

R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

CaaHiaNa0s

386.41

15002} K

071073 A

Monoclinic, P2

a=56099(2) A
b=11.3548(5) A
c=14.5658(7) A

921.61(7) A°

2,1.392 mg/m’

0.095 mm~'

404

0.087 x 0.170 x 0.188 mm?
2.28-29.42°

~7<=h<=7, ~14<=k<=14, ~19<=I<=18
4789

3346 [R(int) = 0.0275]

99.95%

Semi-empirical from equivalents
1and 0.93

Full-matrix least-squares on F*
3346/1/272

1.107

Ry =0.0465, wR, = 0.1163

Ry =0.0598, wR, = 0.1342
0.292 and —0315eA™?

o =807
fi=96.641(4F
¥=90°
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Table 3 Table 4
Intermalecular interaction parameters (A, °) for compound 38 Activity of comp ds against the tryp tigote form of T. cruz
A-H B diA-B) dlA-H) d{H. . -A) <(DHA] Compound 1C50/24 h' (UM}
C18'-H18" N3 3.364(4) 0.963(3) 2665(2) 129.82) Lapachal (1)' 41084535
C19%-H19% - N2 3.297(4) 0.977(3) 2.588(2) 12951(19) a-Lapachone (2} 4800
C13-H13.-.02 3477(3) 0.584(3) 2.527(2) 162.24(19) 4-Azido-a-lapachone (3) 3182 +31.8
Symmetry operators: (1) —x, —05+y,2 —2;{2)1 -2, -05+y,2 -z (3) -1 +x, 1.2 : :ig
[ >500
Nor-2-lapachone (7) *4800
3-Azido-nor-s-lapachone (8)' 1793120
displayed additional waves that can be attributed to an additional 9 >1500
electron-withdrawing nitro group (Fig. 1k). The behavior of this :'l] ::%
compound is characterized by three waves, The first wave arises 12 24000
from single electron transfer to the quinone system. The second 13 =4000
is attributable to a combined system, with two close electron 14 =4000
transfers: one to the semiquinone and the other to the nitroaro- 15 *4000
matic group, generating a nitro radical anion, The third wave is re- ,}g Z:g
lated to further reduction of the nitroaromatic system. 18 4000
The presence of two quinone systems in 28 and 30 19 >4000
(Fig. 1f and g) leads to CV curves displaying considerably more 19 >4000
complex features. These curves show at least four cathodic waves :‘: :ﬁ
and corresponding anodic waves. It is clear from comparison with 2 +4000
the CV of compound 16 that the first wave is related to the 23 >4000
reduction of the ortho-quinone, 24 >4000
25" 109+18
+
2.3. X-ray analysis fﬁndo-nor-n«laparhune (27y ;32 ; :.;
28 80B£65
The Ortep-3 diagram of 38 is shown in Figure 2, and Table 2 29 68+07
lists the major crystallographic parameters. Compound 38 crys- 30 82107
tallizes in the non-centrosymmetric space group P2,, with one :; ::;-: 3f-g
molecule in the asymmetric unit. The bond lengths and angles b 15&1,22 T
are in good agreement with expected values, based on each 14 218431
atomic type. Although the statistical and structural parameters 35 39.6 £ 4.0
indicate that the structure is well solved, the Flack parameter 36 *4000
indicates that the absolute structure cannot be resolved from :: z;gﬁ
this analysis. The crystal structure reveals one intramolecular Benznidazole’ 1036 £ 06
hydrogen bond (01-H10-..02) that forms a six-membered ring. Crystal violet' 536.0£3.0
Three main planes may be defined through the molecule. Plane . :
1 is formed by the quinoidal ring (atoms C1 to C10, as 01, 02 5 r:?;;nmar feast three inlependent experiments.
and N4). It is interesting to note that atoms C11 and 03 of the ° Ref. 16a.
furan ring are close to plane 1 (distances equal to 0.059(4) A @ Ref. 16d.

0.044(4) A), while atom C12 is more distant from this plane
{0.238(5) A). Plane 2 is formed by atoms N1, N2, N3, C13 and
C14. Nitrogen N1 of this plane is bonded to the chiral C11 atom
of plane 1. The distance between C11 and plane 2 is equal to
0.018(5) A, indicating that these atoms belong to both planes.
Plane 3 is defined through the benzene ring (atoms C15-C20).
The angle between planes 1 and 2 is equal to 85.75(7)°, while
the angle between planes 2 and 3 is equal to 18.91(18). This
suggests that the phenyl ring and the triazole group are approx-
imately coplanar. The crystal packing is stabilized by intermolec-
ular C-H:--N and C-H---O interactions, involving atoms C13, N2
and N2 of the triazole ring (Table 3).

2.4. Biological activity

‘We have recently described the introduction of 1,2,3-triazole
and arylamino groups into naphthoquineidal structures; some of
these substances were identified as potent trypanocidal com-
pounds.'™ In that work, we demonstrated that 1,4-naphthoqui-
nones and f-lapachones derivatized with a 1,2,3-triazole had
efficacy as novel trypanocidal compounds.

In the present study, we have evaluated four classes of com-
pounds for activity against T. cruzi. These include w-(4-6) and
nor-a-lapachone-derived  1.2,3-triazoles (9-12), aminomethyl-
naphthoguinones conjugated to N-phthalimide via triazole

linkers (13-22), nor-fi-lapachone-derived 1,2 3-triazole-conjugated
aminoguinones {28-30) and derivatives of nor-f-lapachone bearing
phenazine and oxime moieties (36-38). Previously published data
are included in Table 4 and the associated footnote to enable
comparison,'®4

The first class of compounds, 2-lapachenes linked to 1,2,3-tria-
zoles (pare-quinones, Scheme 2), was synthesized from w-lapach-
one (2) and nor-a-lapachone (7). We sought to evaluate the
effect of the 1,2.3-triazole ring on the trypanocidal activity of these
compounds. This strategy had previously been shown to be effec-
tive for derivatives of nor-p-lapachone (ortho-quinones). Unfortu-
nately, compounds 4-6 and 9-12 were inactive against
trypomastigote forms of T. cruzi, with 1Csp/24 h values greater than
500 uM for all derivatives (Table 4).

The hybrids of 1,4-naphthoquinone and N-phthalimide (13-22)
were prepared from brominated, chlorinated or unsubstituted
quinenes with spacers of one, two or three carbon atoms between
the 1,2,3-triazole ring and the N-phthalimido group (Scheme 3).
Compounds 13-22 were inactive against T. cruzi, as all showed
ICs0/24 h values greater than 4000 uM. Compounds 23 and 24
were also inactive (Table 4).

The last class of naphthoguinoidal compounds described herein
was designed to couple ortho-quinone to para-quinoidal structures
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(Scheme 4). Compounds 28-30 were isolated in moderate yields as
yellow and orange crystalline solids. Our approach proved to be
effective, and 28, 29 and 30 showed Csp/24 h values of 80.8, 6.8
and 8.2 uM, respectively (Table 4). The compounds 29 and 30 were
about 15 times more potent than benznidazole, the drug used for
the treatment of Chagas disease. A hypothesis for the potent try-
panocidal activity is that the union of ortho- and para-quinoidal
moieties can generate high concentrations of reactive oxygen spe-
cies, in general related to activity of this class of compounds. Anal-
ysis of the toxicity to heart muscle cells gave the LCso/24 h values
of <125, 63.1 and 281.6 pM for 28, 29 and 30, respectively, corre-
sponding to selectivity indexes (S} of <1.5,9.3 and 34.3, As precon-
ized in the workshop ‘Experimental Models in Drug Screening and
Development for Chagas Disease’ organized by Fiocruz and Drugs
for Neglected Diseases Initiative (DNDi)" establishing a protocol
for drug screening, compound 30 will be submitted to in vivo
experiments using T. cruzi-infected mice. These results highlight
the potential of these compounds as novel trypanocidal agents.

To evaluate the importance of redox centers primarily as releas-
ers of ROS, we prepared a series of compounds by modifying the
scaffold of the previously described trypanocidal nor-p-lapachone
derivative 31 (Scheme 5).'%* Compounds 36-38 were evaluated
against trypomastigote forms of T. cruzi, but none were found to
be active (Table 4).

A comparison of the data in Tables 1 and 4 (Fig. 3) reveals a
trend: more electrophilic quinones, that is, those with less negative
values for Epcl, (Epcl >-0.6 V vs Ag/AgCl, Table 1) were more po-
tent trypanocidal compounds. Compound 33 was the lone excep-
tion to this trend.

Electrochemical experiments (analytical and preparative) and
electrochemical (thermodynamic and kinetic) parameters are
useful in biomedical chemistry, particularly in elucidating the
mechanisms of biological electron-transfer processes. Such anal-
yses can be useful in the design of putatively bioactive lead
compounds for which the mechanism of action is based on redox
reactions leading to oxidative stress?!?

3. Conclusions

We evaluated twenty-six compounds, and three were identified
as potent trypanocidal agents. These compounds were more active
than the anti-T. cruzi drug benznidazole, the current therapeutic
standard. As compound 30 was 12-fold more active than benzni-
dazole, it is a promising candidate for further investigation. The
electrochemical properties of selected compounds were studied,
and important correlations were found with trypanocidal activity.

4. Experimental section
4.1, Chemistry

Melting points were obtained on Thomas Hoover and are
uncorrected. Analytical grade solvents were used. Column chroma-
tography was performed on silica gel (SiliaFlash G60 UltraPure—
60-200 pm, G0 A). Infrared spectra were recorded on an FTIR
spectrometer IR Prestige-21—Shimadzu. 'H and "*C NMR were
recorded at room temperature using a Bruker AVANCE DRX200,
Varian Mercury 300 and Varian Mercury 400 MHz, in the solvents
indicated, with TMS as internal reference. Chemical shifts () are
given in ppm and coupling constants (f) in Hertz. High resolution
mass spectra (electrospray ionization) were obtained using a
MicroTOFlc—BrukerDaltonics, Elemental analysis was performed
using a CE Instruments (Thermo-Fisher) EA 1110 CHNS-O elemen-
tal analyzer. All the compounds were nominated using the
program CS ChemDraw Ultra version 10.0.

4.2. General procedure for the synthesis of compounds 17-24

Method A: In a flask containing 3 mL acetonitrile, it was added
0.5 mmol of the appropriate azides, followed by 0.6 mmol of the
appropriate alkynes and finally 11 mg (0.06 mmol) of copper{l) io-
dide, The reaction was left under magnetic stirring at 28 °C under
argon atmosphere, for a reaction time ranging from 19 to 24 h.
The end of the reaction was monitored by TLC with dichlorometh-
ane as eluent. The solvent was then removed under reduced
pressure and the reaction mixture was purified on a silica gel
column as a gradient mixture of hexane/ethyl acetate or dichloro-
methanefethyl acetate with increasing polarity. Method B: In a flask
containing 2 mL of DMF, it was added 0.5 mmol of the appropriate
azides, followed by 0.6 mmol of the appropriate alkynes, 11 mg
(0.06 mmol) of copper(l) iodide and finally 1 drop of EtsN. The
reaction was left under ultrasound energy at 28°C, during
30 min. After the end of the reaction monitored by TLC with
dichloromethane, the mixture was purified as described in method
A. Method C: The same procedures described in Method A, but 2 mL
DMF, one drop Et;N were added and the reaction was left under
magnetic stirring for 60 min as monitored by TLC. Method D: The
same procedures described in method A, 2 mL of DMF were added,
and the reaction was left under magnetic stirring for 60 min as
monitored by TLC.

4.2.1. 2-((4-(((3-Chloro-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)isoindoline-1,3-
dione (17)

Using method D, compound 17 was obtained as an orange solid
(200 mg, 0.44 mmol, 87% yield); mp 170-172°C. IR vyay (cm ',
KBr): 3324, 3140, 2955, 1775, 1712, 1672, 1605, 1573, 1507,
1403, 1363, 1330, 1293, 1136, 1048, 953, 717. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) o: 8.12 (dd, 1H, J=1.2 and 8.0 Hz), 8.01 (dd,
1H, /=1.2 and 8.0 Hz), 7.91-7.89 (m, 3H), 7.78-7.76 (m, 2H),
7.70 (td, 1H, J = 1.6 and 7.3 Hz), 7.61 (td, 1H, J = 1.6 and 7.3 Hz),
6.41 (br s, 1H, NH), 6.20 (s, 2H), 5.14 (d, 2H, J = 6.4 Hz). 'C NMR
(100 MHz, CDCl3) o: 177.6, 174.1, 163.8, 142.4, 1414, 1324,
132.1, 132.0, 128.8, 1274, 124.2, 124.1, 121.6, 121.4, 1205,
120.3, 47.2, 37.6. Anal. Caled for CpH4CIN5O, 0.3 x H,0: C,
58.30; H, 3.25; N, 15.45. Found: C, 58.48; H, 3.21; N, 15.24.

4.2.2. 2-(2-(4-(((3-Chloro-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)ethyl)isoindoline-1,3-
dione (18)

Using method D, compound 18 was obtained as a red solid
(200 mg, 0.44 mmol, 71% yield); mp 197-199 °C. IR Vpax (cm ',
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KBr): 3313, 3141, 1774, 1715, 1678, 1605, 1572, 1525, 1425, 1391,
1356, 1298, 1139, 1049, 943, 720. 'H NMR (400 MHz, CDCls) o:
8.15 (d, 1H, ] =7.6 Hz), 8.04 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 7.79-7.61 (m, 7H),
6.41 (br s, 1H, NH), 5.13 (d, 2H, | = 5.6 Hz), 4.69 (t, 2H, | = 6.4 Hz),
4.15 (t, 2H, J = 6.0 Hz). *C NMR (100 MHz, CDCl5) 6: 180.3, 167.5,
134.8,134.3, 132.6, 131.7, 126.8, 123.6, 48.2, 40.3, 37.7. Anal. Calcd
for C;3H;6CIN5O4 0.35 x H,0: C, 59.01; H, 3.49; N, 15.16. Found: C,
59.38; H, 3.64; N, 14.56.

4.2.3. 2-(3-(4-(((3-Chloro-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propyl)isoindoline-1,3-
dione (19)

Using method D, compound 19 was obtained as a red solid
(200 mg, 0.44 mmol, 94% yield); mp 179-181°C. IR vy (cm™?,
KBr): 3313, 3141, 1774, 1712, 1678, 1602, 1571, 1525, 1435,
1293, 1139, 1049, 716. 'H NMR (400 MHz, acetone-dg) &: 7.93-
7.60 (m, 2H), 7.70-7.61 (m, 7H), 6.94 (br s, 1H, NH), 5.01 (d, 2H,
J=5.9Hz), 437 (t, 2H, J= 7.0 Hz), 3.59 (t, 2H, J = 6.7 Hz), 2.18 (qt,
2H, J=7.0 Hz). '3C NMR (100 MHz, acetone-ds) 6: 181.7, 175.2,
167.3, 143.9, 134.1, 1334, 131.9, 125.9, 122.2, 121.9, 46.9, 39.6,
34.3. Anal. Calcd for Cy4H;3CINsO4: C, 60.57; H, 3.81; N, 14.72.
Found: C, 60.38; H, 3.69; N, 14.45.

4.2.4. 2-((4-(((3-Bromo-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)isoindoline-1,3-
dione (20)

Using method C, compound 20 was obtained as a red solid
(200 mg, 0.40 mmol, 88% yield); mp 155-157 °C. IR Vpax (cm ™',
KBr): 3250, 3123, 1778, 1725, 1675, 1596, 1567, 1401, 1361,
1329, 1292, 1132, 1045, 783, 737. "H NMR (400 MHz, acetone-de)
é: 8.13 (s, 1H), 8.07-7.65 (m, 8H), 7.02 (br s, 1H, NH), 6.25 (s,
2H), 5.20 (d, 2H, J=5.1 Hz). '*C NMR (100 MHz, acetone-dg) d:
179.4, 174.9, 165.9, 144.6, 1344, 134.2, 1319, 131.1, 130.9,
125.9, 122.9, 122.6, 49.4, 39.8. Anal. Calcd for C5;H14BrNsO4: C,
53.68; H, 2.87; N, 14.23. Found: C, 53.62; H, 2.97; N, 13.86.

4.2.5. 2-(2-(4-(((3-Bromo-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)ethyl)isoindoline-1,3-
dione (21)

Using method A, compound 21 was obtained as a red solid
(200 mg, 0.40 mmol, 90% yield); mp 169-170°C. IR V., (cm !,
KBr): 3314, 3274, 3129, 1772, 1714, 1591, 1565, 1397, 1286,
1124, 1024, 939, 722. 'H NMR (300 MHz, CDCl;) 4: 8.14 (dd, 1H,
J=15 and 7.5 Hz), 8.03 (dd, 1H, /= 1.5 and 7.5 Hz), 7.79-7.77 (m,
2H), 7.76 (s, 1H), 7.72-7.61 (m, 4H), 6.48 (br s, 1H, NH), 5.14 (br
s, 2H), 4.70 (t, 2H, J=5.9 Hz), 4.15 (t, 2H, J=5.9 Hz). '*C NMR
(100 MHz, CDCl3) é: 180.0, 176.5, 167.6, 146.2, 144.8, 134.7,
134.3, 132.5, 132.2, 131.6, 130.0, 127.0, 126.9, 123.6, 122.5, 48.2,
40.6, 37.7. Anal. Calcd for Cy3H6BrNsO4: C, 54.56; H, 3.19; N,
13.85. Found: C, 54.46; N, 3.58; H, 13.48.

4.2.6. 2-(3-(4-(((3-Bromo-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propyl)isoindoline-1,3-
dione (22)

Using method C, compound 22 was obtained as a red solid
(200 mg, 0.40 mmol, 70% yield); mp 168-170°C. IR V., (cm ™,
KBr): 3219, 3137, 1770, 1711, 1680, 1600, 1566, 1389, 1290,
1131, 1054, 715. 'H NMR (300 MHz, CDCl;) &: 8.13 (dd, 1H,
J=0.9 and 6.9 Hz), 8.04 (dd, 1H, J=1.2 and 7.5 Hz), 7.85-7.80 (m,
3H), 7.76-7.60 (m, 4H), 6.57 (br s, 1H, NH), 5.17 (d, 2H,
J=5.1Hz), 441 (t, 2H, | = 6.6 Hz), 3.74 (t, 2H, = 6.9 Hz), 2.35 (qt,
2H, J=6.3 Hz). "*C NMR (100 MHz, CDCl5) &: 180.2, 176.8, 168.6,
146.5, 135.0, 134.5, 132.8, 1324, 132.1, 130.2, 127.3, 1272,
123.7, 482, 40.9, 35.2, 29.6. Anal. Calcd for Cp4H;sBrNsO4: C,
55.40, H, 3.49, N, 13.46. Found: C, 55.61, H, 3.82, N, 13.37.

4.2.7. 2-(((1-(3-Nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)
amino)naphthalene-1,4-dione (23)

Using method B, compound 23 was obtained as an orange solid
(200 mg, 0.54 mmol, 78% yield); mp 234-235 °C. IR Vpax (cm ',
KBr): 3298, 3132, 1673, 1640, 1590, 1526, 1350, 1260, 1046, 804,
721. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 8.94 (s, 1H), 8.68 (br s, 1H,
NH), 8.38 (dd, 1H, J=2.0 and 8.0 Hz), 8.30 (dd, 1H, J=2.0 and
8.4 Hz), 8.02-7.71 (m, 6H), 5.80 (s, 1H), 4.62 (d, 2H, ] = 4.8 Hz).
3C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &: 181.4, 181.3, 148.4, 148.1,
144.7, 137.0, 1346, 1329, 132.1, 131.3, 1303, 125.9, 125.7,
125.2, 1228, 121.7, 1145, 1006, 37.3. Anal. Calcd for
C19H,3Ns04: C, 60.80; H, 3.49; N, 18.66. Found: C, 60.83, H, 3.84,
N, 18.86.

4.2.8. 2-Bromo-3-(((1-(3-nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amino)naphthalene-1,4-dione (24)

Using method A, compound 24 was obtained as an orange solid
(200 mg, 0.44 mmol, 86% yield); mp 175-176 °C. IR Vpax (em™ !,
KBr): 3298, 3132, 1673, 1640, 1590, 1526, 1350, 1260, 1046, 804,
721. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 8.91 (s, 1H), 8.68 (br s, 1H,
NH), 8.37 (d, 1H, /= 8.0 Hz), 8.29 (d, 1H, J= 8.4 Hz), 7.99 (d, 1H,
J=7.6Hz), 7.88-7.74 (m, 5H), 5.16 (d, 2H, J = 6.4 Hz). '*C NMR
(100 MHz, DMSO-dg) o: 179.6, 175.3, 148.4, 147.4, 147.0, 137.1,
134.6, 132.6, 1314, 131.3, 130.1, 126.5, 126.0, 125.8, 122.8,
121.3, 114.5. Anal. Calcd for Cy9H;2BrNsO4, 0.45 x Hy0: C, 49.36;
H, 2.81; N, 15.15. Found: C, 49.72; H, 3.18, N, 14.78.

4.2.9. 3-(4-(((1,4-Dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)amino)
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-dimethyl-2,3-
dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione (28)

Using method A, compound 28 was obtained as a yellow solid
(220 mg, 0.7 mmol, 65% yield); mp 218-220°C. IR Vpax (cm !,
KBr): 3352 (NH), 1671 (C=0), 1654 (C=0), 1605 (C=0), 1565
(C=0). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.26 (s, 1H), 8.02 (d, 1H,
J=734Hz), 7.97-7.93 (m, 1H), 7.92-7.86 (m, 2H), 7.84-7.76 (m,
3H), 7.76-7.67 (m, 2H), 6.01 (s, 1H), 5.68 (s, 1H), 4.45 (d, 2H,
J=5.98Hz), 1.65 (s, 3H), 0.97 (s, 3H). **C NMR (100 MHz, DMSO-
dg) 6: 181.9, 180.1, 174.9, 170.1, 148.6, 143.4, 135.2, 135.1, 133 .4,
133.3, 132.7, 132.1, 130.7, 129.1, 126.9, 126.3, 125.7, 1254,
123.9, 111.6, 101.0, 95.6, 66.5, 38.0, 27.3, 21.0. EI-HRMS (m/z)
[M+H]*; 481.1424. Calcd for [Co7HN4OsH]*: 481.1512.

4.2.10. 3-(4-(((3-Bromo-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-dimethyl-2,3-
dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione (29)

Using method A, compound 29 was obtained as an orange solid
196 mg, 0.5 mmol, 70% yield); mp 167-168 °C. IR Vypax (cm !, KBr):
3348 (NH), 1671 (C=0), 1651 (C=0), 1608 (C=0), 1565 (C=0). 'H
NMR (400 MHz, DMSO-dg) é: 8.21 (s, 1H), 8.01 (d, 1H, J = 7.26 Hz),
7.94-7.88 (m, 2H), 7.84-7.75 (m, 3H), 7.74-7.68 (m, 3H), 5.99 (s,
1H), 4.99 (d, 2H, J = 6.36 Hz), 1.65 (s, 3H), 0.97 (s, 3H). '3C NMR
(100 MHz, DMSO-dg) ¢: 180.1, 175.8, 174.9, 170.2, 168.7, 147.2,
145.6 135.1, 133.4, 133.1, 132.1, 131.8, 1304, 129.1, 127.0, 126.4,
1254, 123.4, 123.3, 111.7, 95.6, 40.3, 27.3, 21.0. EI-HRMS (m/z)
[M+H]*: 559.0532. Calcd for [Cz7H;9BrN4OsH]": 559.0617.

4.2.11. 3-(4-(((3-Chloro-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
yl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-dimethyl-2,3-
dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione (30)

Using method A, compound 30 was obtained as an orange solid
(211 mg, 0.5 mmol, 82% yield); mp 194-195°C. IR Vpax (cm',
KBr): 3355 (NH), 1671 (C=0), 1615 (C=0), 1605 (C=0), 1565
(C=0). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) J: 8.24 (s, 1H), 8.02 (d, 1H,
J=6.94Hz), 7.95-7.90 (m, 2H), 7.86-7.76 (m, 4H), 7.76-7.70 (m,
2H), 6.02 (s, 1H), 4.98 (d, 2H, J=6.65Hz), 1.67 (s, 3H), 0.99 (s,
3H). *C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 5: 180.4, 180.2, 175.9, 174.9,
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170.1, 145.8, 135.3, 135.1, 133.4, 133.2, 132.1, 132.1, 130.3, 129.1,
127.0, 126.9, 126.2, 125.4,123.3, 111.7, 95.6, 66.5, 40.3, 27.3, 21.0.
EI-HRMS (m/fz) [M+H]": 515.1022. Calcd for [Cp7H;9CIN4OsH]":
515.1122.

4.2.12. 2,2-Dimethyl-3-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,3-
dihydrobenzo|[f]furo[2,3-h]quinoxaline (36)
Nor-B-lapachone-based 1,2,3-triazole 31 (200 mg, 0.54 mmol)
was reacted with an excess of ethylenediamine (65 mg,
1.08 mmol) in 30 mL toluene. The reaction was stirred under reflux
in a Dean-Stark apparatus till the total consumption of the re-
agents as monitored by TLC. The solvent was evaporated under re-
duced pressure. The residue obtained was purified by column
chromatography on silica gel using an increasing polarity mixture
of hexane/ethyl acetate as eluent. Compound 36 was obtained as a
yellow solid (162 mg, 0.41 mmeol, 77% yield, mp 235-238 °C); IR
(KBr) 1595 (C=N), 1346 (C=C), 1070 (C-0), 767 (C-H) cm '. 'H
NMR (400 MHz, CDCl5) 6: 9.28 (dd, 1H, /=8.11 and 0.73 Hz), 8.74
(d, 1H, f=2.16 Hz), 8.67 (d, 1H, f=2.16 Hz), 8.25 (dd, 1H, /=7.86
and 0.89 Hz), 7.95-7.84 (m, 2H), 7.71-7.67 (m, 2H), 7.34-7.28
(m, 2H), 7.26-7.22 (m, 2H), 6.63 (s, 1H), 1.80 (5, 3H), 1.34 (s, 3H).
3C NMR (100 MHz, CDCly) 4: 158.1, 146.1, 144.9, 141.0, 1406,
138.2, 1323, 130.3, 129.6, 129.5, 129.0, 128.8, 1279, 1252,
125.1, 124.7,122.6, 122.5, 121.5, 109.8, 92.2, 67.7, 27.0, 21.1.

4.2.13. 2,2-Dimethyl-1-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-y1)-1,2-
dihydrobenzo[a]furo[2,3-c]phenazine (37)

Nor-p-lapachone-based 1,2,3-triazole 31 (150 mg, 0.4 mmol)
was reacted with ortho-phenylenediamine (41 mg, 0.44 mmaol)
and sodium acetate (62 mg, 0.76 mmol) in 25 mL glacial acetic
acid. The reaction was stirred at room temperature for 2 h. The
reaction was shed over cold water and the precipitate filtered using
Buchner funnel. The solid obtained was purified by column chro-
matography on silica gel using an increasing polarity mixture of
hexane/ethyl acetate as eluent. Compound 37 was obtained as a
yellow solid (195 mg, 0.44 mmaol, 82% yield, mp 224-227 °C); IR
(KBr) 1597 (C=N), 1346 (C=C), 1049 (C-0), 763 (C-H) cm "'H
NMR (400 MHz, CDCly) 6: 9.48 (d, 1H, ] =8.16 Hz), 8.31-8.26 (m,
1H), 8.26-8.21 (m, 1H), 8.06-8.01 {m, 1H), 7.98-7.93 (m, 1H),
7.92-7.86 (m, 1H), 7.78-7.72 (m, 2H), 7.70-7.66 (m, 2H), 7.31-
7.25 (m, 3H), 7.24-7.18 (m, 1H), 6.73 (s, 1H), 1.83 (s, 3H), 1.36 (s,
3H). '*C NMR (100 MHz, DMS0-ds) 4: 160.2, 146.6, 142.2, 142.2,
141.1, 1399, 1329, 131.2, 131.0, 130.8, 1305, 1298, 1296,
129.2, 129.1, 129.1, 128.6, 126.1, 125.5, 1254, 124.3, 123.5,
121.8, 105.4, 93.1, 68.2, 27.5, 21.6.

4.2.14. (Z)-5-(Hydroxyi )-2,2-dimethyl-3-(4-phenyl-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)-2,3-dihydronaphtho[1,2-b]furan-4(5H)-one
(38)

Nor-p-lapachone-based 1,2,3-triazole 31 (200 mg, 0.54 mmol)
was reacted with hydroxylamine hydrochloride (120 mg,
1.68 mmol), sodium acetate (89 mg, 1.08 mmol) and catalytic tri-
ethylamine in 30 mL methanol. The reaction was stirred under re-
flux overnight. The solvent was evaporated under reduced
pressure. The residue obtained was purified by column chromatog-
raphy on silica gel using an increasing polarity mixture of hexane/
ethyl acetate as eluent. Compound 38 was obtained as a yellow so-
lid (129 mg, 0.33 mmol, 62% yield, mp 222-225 °C); IR (KBr) 3449
(OH), 1609 (C=0), 1524 (C=N), 972 (N-0) cm'. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) & 841 (d, 1H, J=8.09Hz), 7.90 (d, 1H,
J=7.75Hz), 7.81 (d, 2H, J=7.55Hz), 7.73 (t, 1H, J=7.67 Hz),
7.66-7.58 (m, 2H), 7.40 (t, 2H, J=7.53Hz), 732 (t, 1H,
J=7.53Hz), 6.10 (s, 1H), 1.78 (s, 3H), 1.27 (s, 3H). *C NMR
(100 MHz, CDCl3) ¢: 202.5, 170.9, 149.4, 147.0, 131.7, 129.7,
129.6, 1289, 12838, 1285, 126.2, 126.0, 125.1, 123.3, 1233,
123.1,118.7,103.0, 89.9, 60.3, 23.1, 23.1.

4.4. Trypanocidal activity

Stock solutions of the compounds were prepared in dimethyl
sulfoxide (DMSQ), with the final concentration of the latter in the
experiments never exceeding 0.1%. Preliminary experiments
showed that concentrations of up to 0.5%, DMSO have no deleteri-
ous effect on the parasites. Bloodstream trypomastigotes of the Y
strain were obtained at the peak of parasitaemia from infected al-
bino mice, isolated by differential centrifugation and resuspended
in Dulbecco’s modified Eagle medium (DME) to a parasite concen-
tration of 107 cells/mL in the presence of 10% of mouse blood. This
suspension (100 pL) was added in the same volume of each com-
pound previously prepared at twice the desired final concentra-
tions. Cell counts were performed in Neubauer chamber and the
trypanocidal activity was expressed as 1Csp, corresponding to the
concentration that leads to lysis of 50% of the parasites.

4.5. Toxicity to heart muscle cells

The cytotoxicity assays were performed using primary cultures
of heart muscle cells (HMC). Briefly, hearts of 18-day-old mouse
embryos were fragmented and dissociated with trypsin and colla-
genase in phosphate buffered saline (PBS pH 7.2), as previously
established.” For these experiments, 6 » 10* cardiomyocytes in
100 mL of RPMI-1640 medium (pH 7.2) plus 10% foetal bovine ser-
um and 2 mM glutamine were added to each well of a 96-well
microtiter plate and incubated for 24 h at 37 °C. The treatment
with 28-30 was performed in fresh supplemented medium with-
out phenol red (200 pL/well) for 24 h at 37 °C. After this period,
110 pL of the medium was discarded and 10 pL of PrestoBlue
(Invitrogen) was added to complete the final volume of 100 pL
Thus, the plate was incubated for 5 h and the measurement was
performed at 570 and 600 nm, as recommended by the manufac-
turer. The results were expressed as the difference in the percent-
age of reduction between treated and untreated cells being the
LCsq value, corresponds to the concentration that leads to damage
of 50% of the mammalian cells.

4.6. X-ray analysis

X-ray data were collected at 150 K using MoKz (0.71073 A) on
an Agilent—Gemini diffractometer equipped with a CCD area
detector. The CrysAlisPro software package' was used for data col-
lection and data reduction. The data were corrected empirically for
absorption using spherical harmonics using the SCALE3 ABSPACK™
scaling algorithm. The structure was solved by direct methods
using sHexs-97°" and refined by full-matrix least squares on F*
using suea-97."7 All non-hydrogen atoms were successfully re-
fined using anisotropic displacement parameters. Hydrogen atoms
were found in the Fourier difference synthesis and fixed, Crystallo-
graphic data for the structure were deposited in the Cambridge
Crystallographic Data Centre, with number CCDC 926844.

4.7. Electrochemical studies

Cyclic voltammetry (CV) experiments were performed with a
conventional undivided three electrode cell using an Autolab
PGSTAT-30 potentiostat (Echo Chemie, Utrecht, the Netherlands)
coupled to a microcomputer, interfaced by GPES 4.9 software.
Glassy carbon (GC) (diameter = 3 mm) as the working electrode,
a Pt wire as the counter electrode and the reference electrode an
Ag|AgCl, C1™ (saturated) were used. The GC electrode was cleaned
up by polishing with alumina on a polishing felt (BAS polishing
kit). The solvent used in aprotic media studies, DMF, was distilled
under reduced pressure after stirring with anhydrous copper sul-
fate. In CV experiments, the scan rate varied from 10 to 500 mV
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5. All experiments were conducted at room temperature (25 +
2°C) and purging an inert gas (Argon). Electrochemical reduction
in aprotic media (DMF + TBAP 0.1 mol L) was performed in the
absence of oxygen. Each compound (1 = 10~* mol L~') was added
to the supporting electrolyte and the solution was deoxygenated
with argon before the measurements by cyclic voltammetry.

4.8. Statistical analysis

The comparison between the ICsp values for T. cruzi was per-
formed by ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls and
Mann-Whitney tests (p <0.05).
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