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RESUMO

Este trabalho versa sobre a investigacao eletroquimica, a correlagdo dos potenciais
do primeiro pico catédico com a atividade giardicida, assim como a reatividade frente
ao DNA do metronidazol (MTZ) e seus analogos modificados na cadeia lateral, o
fluorado (F-MTZ), o clorado (CI-MTZ), com azido (N3-MTZ), o bromado (Br-MTZ), o
iodado (I-MT2Z), o mesilado (Ms-MTZ) e o tosilado (Ts-MTZ). O estudo foi realizado
nos meios aprotico (DMF + TBAPFg) e protico (tampéao fosfato pH 7,2 com 20% de
etanol), utilizando eletrodos de carbono vitreo (ECV) (d = 1 mm), por meio de
técnicas eletroguimicas como voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso
diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ). O mecanismo de reducao
para o padrdo MTZ e seus derivados F-MTZ, CI-MTZ, N3-MTZ a 0,100 V s, em
meio aprotico, € tipico de nitroarométicos, ocorrendo em duas etapas, sendo a
primeira de natureza reversivel e monoeletrénica, correspondente a formacéo do
anion radical nitro, seguida por uma onda mais pronunciada em potenciais mais
negativos, irreversivel e multi-eletrébnica, que leva, provavelmente, a formacédo de
derivados nitrosos entre outros produtos de reducdo estendida. Os analogos
Br-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ, com grupos de natureza fortemente
abandonadora apresentam o primeiro pico de reducdo sem o0 seu correspondente
anadico. O perfil voltamétrico é tipico de processos eletroquimicos que ocorrem com
transferéncia de elétrons dissociativa, um processo eletroquimico, seguido de
reacao quimica acoplada irreversivel (EC). Neste meio, a facilidade de reducéo dos
oito compostos representada pelo potencial de reducdo da primeira onda (Eplc),
segue a ordem: I-MTZ > CI-MTZ > Ts-MTZ > Br-MTZ > Ms-MTZ > N3-MTZ > F-MTZ
> MTZ que mostra uma tendéncia de reducdo mais facil para derivados com grupos
fortemente abandonadores. Esta tendéncia correlaciona-se as atividades biolégicas
dos mesmos, principalmente contra Giardia lamblia. Em meio prético, 0 mecanismo
de reducédo, conforme esperado, € totalmente diferente, caracterizando-se por um
Unico pico de reducao irreversivel e bem definido em potenciais menos catédicos
gue em meio aprotico e correspondente a formacéo de hidroxilaminas ao consumir-
se 4 e/4 H'. O MTZ mostrou interagir, apenas, sutimente com o DNA por
espectroscopia UV-Vis em tampao fosfato pH 7,2 com 20% de etanol. Por VPD, em
ECV (d = 3 mm), numa solugcdo tampéo acetato pH 4.5 com 20% de etanol verificou-
se nao ter havido qualquer interacédo entre os oito compostos com o filme de dsDNA,
mas quando se fez a aplicacdo de potencial de reducdo caracteristico dos mesmos,
por tempos definidos, formaram-se produtos de reducdo que interagiram com o filme
de dsDNA, com evidéncia em VPD, de picos anddicos em potenciais de oxidagao
tipicos das bases guanina e adenina. Diferentemente do filme de dsDNA, em
solucdo de ssDNA, os oito compostos mostraram-se ativos, mesmo sem se executar
a etapa de pré-condicionamento redutivo, entretanto, quando se aplica o potencial
de reducdo, a interacdo € mais significativa para a maioria dos compostos. Nessa
interac&o, ocorre a diminuigdo da corrente de oxidacao e deslocamentos do pico de
potencial das bases constituintes para valores mais positivos. Estes fatos sugerem
gque o DNA pode ser um alvo potencial no mecanismo de agcao molecular destes
compostos.

Palavras-chave: Metronidazol e derivados. Bioeletroquimica de
nitroaromaticos. Transferéncia de elétrons dissociativa. dsDNA. ssDNA. Mecanismo
molecular de agao.



ABSTRACT

This work investigates the electrochemical behavior, the correlation between the
potential of the first reduction peak with giardicidal activity, as well as the interaction
with DNA of metronidazole (MTZ) and its derivatives, modified in the lateral chain by
fluoride (F-MTZ), chloride (CI-MTZ), azide (N3-MTZ), bromide (Br-MTZ), iodide (I-
MTZ), mesyl (Ms-MTZ) and tosyl (Ts-MTZ) groups. The study was performed in
aprotic (DMF + TBAPFg) and in aqueous media (phosphate buffer solution pH 7.2
with 20% ethanol) using glassy carbon (GCE) (d = 1 mm) electrode, using
electrochemical techniques such as cyclic voltammetry (CV), differential pulse
voltammetry (DPV) and square wave voltammetry (SWV). The mechanism for the
reduction of MTZ and its derivatives F-MTZ, CI-MTZ, N3-MTZ, at 0.100 V s is typical
of nitroaromatic compounds and occurs in two stages, the first is monoelectronic,
with a reversible nature, corresponding to the nitro anion radical formation, followed
by a more pronounced wave at more negative potential, irreversible and multi-
electronic which probably leads to the formation of nitroso derivative and other
products with extended reduction. The analogues Br-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ and Ts-
MTZ, with strong leaving groups, present the first reduction peaks without their
anodic counterparts, which are more intense than the second ones, a typical
behavior of dissociative electron transfer, an EC process (electron transfer followed
by a irreversible chemical reaction). In this medium, the facility of reduction of the
eight substrates represented by the reduction potential of the first wave (Eplc) follows
the order: I-MTZ > CI-MTZ > Ts-MTZ > Br-MTZ > Ms-MTZ > N3-MTZ > F-MTZ > MTZ
showing an easier redution for derivatives with strong leaving groups. This finding
shows correlation with biological activity, mainly against Giardia lamblia. In protic
medium, the reduction mechanism is, as expected, entirely different, being
characterized by only one irreversible well-defined reduction peak at less cathodic
potentials than in aprotic medium, which corresponds to the formation of
hydroxylamine when 4 e /4 H* are consumed. We also investigated the interaction of
the compounds with DNA. MTZ showed a slight interaction with dsDNA by UV-Vis
spectroscopy in phosphate buffer pH 7.2 with 20% ethanol. Using DPV at a GCE (d =
3 mm), in acetate buffer, pH 4.5, with 20% ethanol, it was found that practically no
interaction occurs between the eight compounds with the film of dsDNA. After
electrochemical reduction of the compounds, at adequate cathodic potentials,
interaction with the dsDNA film was evidenced, with the presence of the diagnostic
anodic peaks at potentials typical of guanine and adenine bases. A different behavior
was evidenced in ssDNA solution. All the nitrocompounds interact with ssDNA, even
without the step of reductive pre-conditioning, however, the interaction is more
intense after reduction. Decrease and shifts of the peak potential of sSDNA towards
more positive values are observed. These facts suggest that DNA might be a
potential target for these biologically active compounds.

Keywords: Metronidazole and derivatives. Bioelectrochemistry of
nitroaromatics. Dissociative electron transfer. dsDNA. ssDNA. Molecular mechanism
of action.
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1 INTRODUCAO

Do ponto de vista biolégico, os nitroaromaticos formam uma classe
importante de compostos biologicamente ativos (ANDRES; ECMANN; SMITH 2013),
fomentando, dessa forma, forte interesse na investigacdo da sua acdo molecular
como farmacos e/ou candidatos a farmacos, utilizando diversos métodos de analise.

A eletroquimica e os seus métodos sdo ferramentas Uteis na investigacao e
percepcdo do comportamento dos farmacos e/ou pro-fArmacos, principalmente
quanto a elucidacdo dos mecanismos de transferéncia de elétrons, com reacdes
acopladas bem como na investigacdo da interacdo de intermediarios de reducao
com macromoléculas especificas nos organismos vivos (ANDRES; ECMANN;
SMITH, 2013).

Estes estudos sdo desenvolvidos em diferentes meios, aprotico, misto
(organico/aquoso) e puramente aquoso, tendo como resultados, diferentes
comportamentos eletroquimicos. Na correlacdo com atividades bioldgicas, ha
necessidade de mimetizar os varios ambientes celulares, em organelas e outros.

Estes ambientes podem ser hidrofilicos ou lipofilicos e os processos redox
podem ser realizados em meios nao aquosos, assemelhando-se a situacdo em
sistemas lipofilicos (em membranas, sitios ativos de proteinas, etc.) ou em meios
aguosos correspondendo as situacées em muitos fluidos citoplasmaticos biolégicos
(CAVALCANTI et al, 2004; De PAIVA et al, 2012). Estudos em meio aprotico
revelam-se importantes, objetivando a correlagdo dos potenciais redox com as
atividades bioldgicas, porque isto também permite a obtencdo de potenciais
relacionados as transferéncias mono-eletronicas (CAVALCANTI et al, 2004).

O interesse dos eletroquimicos pelos compostos nitrados data de longa data
(1900), quando Haber revelou as etapas de reducdo do nitrobenzeno. O interesse
por essa classe de compostos tem crescido, uma vez que sao sintetizados para
usos farmacéuticos e, consequentemente, eles sdo administrados em células vivas
onde sdo frequentemente metabolizados por meio de processos do tipo redox
(SQUELLA; BOLLO; NUNEZ-VERGARA, 2005). Os nitrocompostos s&o
extensivamente utilizados como agentes antimicrobianos e anticancerigenos
(MANDAL, 2004). Nitroimidazois sdo nitro-heterociclos utilizados amplamente no

tratamento de doencas infecciosas, quer nas terapias humanas assim como nao
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humanas (CARBAJO et al, 2002; BOLLO et al, 2010), especificamente como
farmacos radiossensibilizadores, antibacterianos e antiprotozoarios (SQUELLA et al,
2006; AHMED et al, 2012). Presume-se que sua acdo antimicrobiana resida na
reducdo do grupo nitro nos microrganismos patogénicos, com formacdo de
metabdlitos reduzidos, os quais interagem com o DNA, causando, assim, danos na
estrutura microbiana e dificultando sua reproducdo (CARBAJO, 2002; MANDAL,
2004; BOLLO et al, 2010)

O metronidazol (MTZ) é um nitroimidazol amplamente usado como
antimicrobiano (CAVALCANTI et al, 2004; BUSATTI et al, 2013). Entretanto,
particularmente para a atividade giardicida, verifica-se que a Giardia lamblia tem
desenvolvido resisténcia contra muitos farmacos incluindo o MTZ, havendo
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos. Analogos do MTZ
desenvolvidos pela substituicdo da posicao lateral foram testados em diversos
microrganismos, tendo-se mostrado eficazes contra a giardiase, tricomoniase e
amebiase (BUSATTI et al, 2013).

O presente trabalho apresenta resultados obtidos no estudo do
comportamento eletroquimico de reducdo do grupo nitro e a correlacdo dos
potenciais do primeiro pico catédico com a atividade giardicida ja descrita na
literatura, para o MTZ e seus derivados halogenados (F-MTZ, CI-MTZ; Br-MTZ e I-
MTZ), substituidos por azido (N3-MTZ), mesila (Ms-MTZ) e tosila (Ts-MTZ). Faz-se a
comparacao dos potenciais dos picos catédicos e anddicos em todos 0s compostos,
a definicdo do mecanismo envolvido no processo eletroquimico, assim como a
andlise da interatividade dos mesmos frente ao dsDNA e ssDNa. Para as analises,
usaram-se técnicas eletroanaliticas como a Voltametria Ciclica (VC), a Voltametria
de Onda Quadrada (VOQ) e a Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), nos meios

aprotico e protico.

11 Compostos biologicamente ativos
1.1.1 Nitrocompostos

Os nitrocompostos tém uma aplicacdo diversificada, constituindo matéria
prima para a sintese de medicamentos, corantes, perfumes, fertilizantes, plasticos e
explosivos, entre outros (BADGUDJAR et al, 2007). O maior interesse nessa classe

de compostos fundamenta-se na dualidade da sua acéo biologica (ANDRES;
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ECMANN; SMITH 2013), pois, por um lado sao avaliados como compostos nocivos e
por outro lado como compostos com acao medicinal, atraindo assim atengdo ao
longo de décadas.

Muitos sdo mutagénicos e alguns sdo cancerigenos (PUROHIT; BASU,
2000; KOVACIC; SOMANATHA, 2014); outros sado medicamentos importantes
(ANDRES; ECMANN; SMITH, 2013; KOVACIC; SOMANATHA, 2014) e ainda séao
avaliados em relacéo a poluicao e toxicidade (KOVACIC; SOMANATHA, 2014). Em
particular, varios nitroaromaticos (alguns exemplos na figura 1) sdo amplamente
utilizados como agentes antimicrobianos para o tratamento de infeccdes
protozodrias anaerobias potencialmente graves como tricomoniase, amebiase,
giardiase, doencas de chagas, etc., e infec¢cdes bacterianas anaerobias causadas
por espécies de bacteroides, fusobactérias e Clostridium difficile, (TOCHER, 1997,
VALDEZ, et al, 2009; LOFMARK et al, 2010; SANCHEZ-SANCHO, 2010; ANDRES;
ECMANN; SMITH, 2013).

A introducdo de compostos nitro-heterociclicos (NHs) como farmacos nos
finais de 1950 e 1960 configurou-se em uma nova era no tratamento de bactérias
gram-negativas e gram-positivas e uma variedade de protozoarios patogénicos. A
aplicacdo destes farmacos tem aumentado desde entdo e sao atualmente utilizados
amplamente para o tratamento contra agentes patogénicos anaerobios (TOWNSON
et al 1994; LI et al, 2007; VALDEZ et al, 2009; BUSCHINI et al, 2009; BUSATTI et al,
2013)

Figura 1 - Estruturas Quimicas de Nitrocompostos (alguns exemplos de compostos
medicinalmente ativos) (continua).
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Figura 1 - Estruturas Quimicas de Nitrocompostos (alguns exemplos de compostos
medicinalmente ativos) (concluséo)
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Fonte: ESPOSITO et al, 2005; CARVALHO et al, 2011; ANDRES; ECMANN; SMITH 2013),
adaptado.

Numa visdo ampla, as diversas classes de compostos nitroaromaticos
apresentam vias metabolicas bem delineadas envolvendo um mecanismo de
transferéncia de elétrons catalisado por enzimas redutases que leva a formacéo de
produtos de reducdo sequencial como anion radical nitro (Ar-NO, ), nitroso (Ar-NO),
hidroxilamina (Ar-NHOH) e amina (Ar-NH;), os quais apresentam diversas acgbes
fisiologicas (LEITSCD et al, 2009; PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009; ANDRES;
ECMANN; SMITH, 2013; KOVACIC; SOMANATHA, 2014).

A transferéncia de elétrons (TE), geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e o estresse oxidativo (EO), constituem o principal modo de acgédo dos
mesmos (KOVACIC; SOMANATHA, 2014). Ha indicios de que os intermediarios

reativos formados em meio anaerdbio como Ar-NO, . Ar-NHOH e anion radical nitro

protonado (Ar-NO,H"), podem interagir com o DNA celular, provocando danos
(CARBAJO, 2002; MANDAL, 2004; PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009; BOLLO et
al, 2010; ANDRES; ECMANN; SMITH 2013). A figura 2, representa a eletroquimica

de reducé&o do grupo nitro nos varios ambientes celulares.
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Figura 2 - Mecanismo geral de oxido-reducéao biolégica de nitrocompostos nos meios
protico e aprotico.
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Fonte: (TOCHER, 1997; LA-SCALEA, 1998; SQUELLA et al, 2005; GOULART et al, 2006;
PAULA et al, 2009).

Varios mecanismos de transferéncia de elétrons (TE) para a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo possiveis. Esta bem estabelecido que
ArNHOH pode originar um ciclo redox com ArNO, dando origem ao estresse

oxidativo (EO) (KOVACIC; SOMANATHA, 2014), assim como o intermediario Ar-

NO,~ em condi¢Bes aerdbias pode reduzir o oxigénio com consequente formacéo do

anion radical superdxido (O, ") que, por acdo da superdxido dismutase (SOD), forma
outras espécies reativas de oxigénio (H,0;) que sao téxicas as células bacterianas e
parasitarias.

Compostos azo e azoxi, provavelmente formados a partir de reacbes de
protonacéo e condensacéo que envolvem ArNO, ArNHOH e ArNH,, podem também
levar a geracao de EO, apos biotransformacdo. Esses exibem potenciais de reducéo
na faixa susceptivel para TE in vivo. (KOVACIC; SOMANATHA, 2014).

Para ambas as familias de NHs, o grupo nitro € reduzido dos farmacos
originais (nitroimidazois e/ou nitrofuranos) aos radicais nitro semelhantes, contudo o
potencial de reducdo de cada familia é diferente, sendo assim, sua atividade

biolégica pode variar. Presume-se que nos nitroimidazéis, estas vias dependem da
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reducgé&o por ferredoxina ou flavodoxina enquanto os nitrofuranos requerem atividade
da nitroredutase, mas o substrato natural destas enzimas ndo foi identificado
(TOWNSON et al, 1994; SISSON, 2002; HRDY et al, 2005).

Os nitroso-arenos (Ar-NO) agem como aceptores de grupos tidis de enzimas
destoxificantes, reagindo assim de forma complexa com tidis (EYER, 1994; De
SOUZA, 2011), sendo que a formacdo dos produtos depende de fatores como
concentracdo de tiois, pH e efeito do substituinte (EYER, 1994). Isto leva a uma
deplecdo consideravel nas concentracdes intracelulares de tidis (MULCAHY et al,
1989; BERUBE et al, 1991), tanto quanto a formacdo de adutos com as proteinas
através da ligacdo a residuos de cisteina (EYER, 1994; EYER; LIERHEIMER,;
SCHNELLER, 1984; MULCAHY et al, 1989). Deste modo, para além da hipétese de
DNA, a morte celular é provocada pela desativacdo de enzimas-chave devido a
formacdo de adutos entre tidis e nitrosos e/ou pela ruptura do equilibrio redox da
célula através da deplecdo dos niveis de concentracdo de tidis intracelulares (De
SOUZA, 2011; ANDRES; ECMANN; SMITH, 2013).

As nitroredutases catalisam a ativacdo dos farmacos (interacdo de enzimas
redutoras e pré-farmaco) pelo mecanismo de ping-pong®. Um exemplo de reacdo
desta natureza é a reducdo de BNZ (figura 3) por nitro-redutase conduzindo a
formacao de metabdlitos altamente reativos (HALL; WILKINSON, 2012; KOVACIC;
SOMANATHA, 2014).

3 E um mecanismo em que as enzimas podem apresentar dois estados: a conformac¢&o normal (E) e
a conformacéo modificada quimicamente (E*) ou conformacéo intermediaria, onde, o substrato A une-
se a enzima E, que passa a um estado intermediario E*, por exemplo, por transferéncia de um grupo
quimico ao centro ativo da enzima, podendo j& ser libertado na forma de produto P. Apenas quando o
substrato A foi ja libertado do centro ativo da enzima, pode-se unir ao substrato B, que devolve a
enzima modificada E* ao seu estado original E, e liberta-lo em forma de produto Q.
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Figura 3 - Proposta da ativacdo de um nitroaroméatico (Benznidazol) por nitroredutases
que conduz aos metabolitos redutivos, os quais podem causar efeitos nocivos,
incluindo danos ao DNA e deplecdo de tidis. Esta via ocorre durante a reducéo
anaerodbia de 2-nitroimidazoéis, em sistemas de mamiferos.
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Fonte: HALL, & WILKINSON, 2012; KOVACIC & SOMANATHA, 2014, adaptado.

Os métodos eletroquimicos constituem uma ferramenta importante para a
elucidagdo dos mecanismos envolvidos na reatividade dos pro-farmacos
nitroaromaticos, ou seja, para se entender as propriedades redox destes, assim
como a reatividade dos seus intermediérios reduzidos com macromoléculas alvo
como DNA e tidis (ANDRES; ECMANN; SMITH, 2013).

A mudanca na proporcdo de corrente de pico da onda monoeletronica
ArNO2/ArNO, "~ do voltamograma ciclico pode ser usada como um meio para
quantificar e comparar a reatividade relativa de diferentes substancias (DNA, Tidis,
etc.) com os farmacos reduzidos (TOCHER; EDWARDS, 1992; TOCHER;
EDWARDS, 1994; NUNEZ-VERGARA et al, 1996; NUNEZ-VERGARA et al, 1998;
ANDRES; ECMANN; SMITH, 2013), tendo-se sempre o cuidado de evitar a

interferéncia de protons na analise. E util enfatizar que alguns trabalhos da literatura
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nao fizeram a devida correcdo do efeito do préton e, portanto, ndo estdo corretos e
ndo devem ser considerados, quando em meio aprético, com adicdo de tidis
(GOULART et al, 2007)

A reducdo dos compostos nitroaromaticos em solucdes aguosas é realizada
em uma Unica etapa irreversivel de 4 elétrons e quatro prétons, levando a
hidroxilamina, contrariamente ao que acontece em meios mistos, em que esta
reducdo ocorre em etapas separadas: uma primeira onda de 1 elétron quasi-
reversivel ao anion radical nitro, seguida por uma nova reducdo em potenciais mais
negativos para a hidroxilamina, refletindo uma limitacdo cinética imposta pela
protonacdo termodinamicamente desfavoravel do anion radical, enquanto em
solventes aproéticos puros, a segunda reducdo corresponde a um processo
totalmente irreversivel que leva a formacdo do anion radical nitroso, entre outros
produtos, sem no entanto evidéncias da formacg&do da hidroxilamina (ADRES;
ECMANN; SMITH, 2013).

1.1.2 Nitroimidazois
Nitroimidazois sao nitro-heterociclos muito importantes. Eles séo utilizados

extensivamente no tratamento de infeccBes anaerdbias e estdo sob investigacao
continua em relagdo a sua utilizacdo como citotoxinas de células hipoxicas
(BUSCHIMI, et al, 2009), mas também sdo suspeitadas de serem cancerigenos
(KOVACIC; SOMANATHA, 2014). Em um estudo com Salmonella, avaliou-se o
potencial citotoxico e genotoxico dos farmacos nifurtimox (NFX), benznidazol (BNZ)
e metronidazol (MTZ), tendo o mesmo relevado que NFX e BNZ sdo mais
mutagénicos que MTZ. Os efeitos da MTZ, que mostra o potencial de reducao
relativamente baixo, parecem ser estritamente dependentes das condicbes
anaerobias/hipéxias. Ambos, NFX e BNZ, podem néo sé levar a danos celulares,
mas também podem interagir com o DNA, causando danos significativos
(BUSCHINI, 2009; KOVACIC; SOMANATHA, 2014).

Postula-se que, para os compostos nitroimidazoélicos e nitrofuranicos, o
mecanismo molecular de acéo reside na formacdo de espécies radicalares ativas
gue podem infligir danos significativos ao DNA do micrébio alvo, provocando assim a
morte celular (EHLHARDT; BIAULIU; GOLDMAN, 1988; ANDRES; ECMANN;

SMITH, 2013). No entanto, outras pesquisas sugerem que a espécie ativa é o
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derivado nitroso, produto de reducdo de dois (2) elétrons (EHLHARDT; BIAULIU;
GOLDMAN, 1988; LEITSCD, et al, 2009).

Os 5-nitroimidazéis sado agora largamente usados para a profilaxia contra a
septicemia poés-operatéria e no tratamento de Ulceras gastricas causadas por
Helicobacter pylori* (EDWARDS, 1993; SISSON, 2002; MORETH, M et al, 2010;
LEITSCH, 2011). Estes compostos apresentam uma larga gama de efeitos
bioldgicos, sendo que alguns deles sdo usados amplamente em terapia (PUROHIT;
BASU, 2000). Apresentam acdo farmacologica ativa contra infec¢cdes por
protozodrios e bactérias e como agentes antitumorais (OLIVEIRA, 2004).

Os nitroimidazéis mais importantes (figura 4) apresentam o0 nudcleo 5-
nitroimidazélico com substituintes na posicdo N; do anel heterociclico aromatico,
como o metronidazol (1-B-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol, MTZ) e ndlcleo 2-

nitroimidazélico, como o misonidazol [1-metoxi-3-(2-nitroimidazol-1-il) propan-2-ol].

Figura 4 - Estruturas quimicas de Nitroimidazdis (5-Nitroimidazdis, Metronidazol e 2-
Nitroimidazéis, Misonidazol).

HO HO oO—

O . L
Metronidazol (5-Nitroimidazol) Misonidazol (2-Nitroimidazol)

Fonte: KAPOOR, V. K et al, 2003; ANDRES, ECMANN & SMITH, 2013, adaptado

Para as bactérias, as lesbes ao DNA derivam da formacgdo de adutos
covalentes quanto das quebras nas fitas simples e duplas da macromolécula
(DOBIAS et al, 1994, PUROHIT; BASU, 2000; BUSCHINI et al, 2009). Uma vez que
na espécie humana, o MTZ é metabolizado fundamentalmente por enzimas ou
citrocromo P450 de forma a gerar metabdlitos oxidativos de acido acético e hidroxila,

acredita-se que a subfamilia P450 IA seja a principal responsavel, ndo obstante a

* Helicobacter pylori é um microrganismo que contribui para o desenvolvimento de Clceras
gastricas e duodenais e cancer gastrico [CAVALCANTI et al, 2004].
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contribuicdo das subfamilias IIB, IIC e llIA (PUROHIT; BASU, 2000). Em condi¢des
aerdbias, o MTZ pode ser regenerado apés sua reducdo ao anion radical nitro em
microssomas de figado, produzindo o anion superoéxido. Entretanto, em condicfes
anaerobias, os radicais gerados sofrem reducdes subsequentes que podem levar a
formacdo de derivados nitroso, N-hidroxila e amina (PEREZ-REYES;
KALYANARAMAN; MASON, 1980; PAULA, SERRANO; TAVARES, 2009;
KOVACIC; SOMANATHA, 2014).

1.1.3 Metronidazol e seus derivados

O MTZ é um antibidtico altamente versétil (VALDEZ et al 2009), devido a sua
“eficacia”, ao seu perfil de baixo custo e sua seguranca (BUSATTI et al 2007). A

tabela 1 mostra diversos agentes protozoarios e bacterianos alvos do MTZ

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana do metronidazol

Atividade biolégica Agentes susceptiveis Referéncias
Giardia lamblia ANDRES; ECMANN; SMITH, 2013;
Anti-protozoaria Trichomonas vaginalis UPCROFT; UPCROFT, 2001;
Entamoeba histolytica KAAKOUSH; MENDZ, 2005; BUSATTI et

al 2007; DUNN, 2010.
Anti-bacteriana Clostridium difficile TOCHER, 1997; VALDEZ et al, 2009;
Helicobacter pylori, LOFMARK et al 2010, SANCHEZ-
Bacteroides fragilis, SANCHO, 2010; ANDRES; ECMANN;
fusobactérias SMITH, 2013.

Fonte: Autor, 2015

O MTZ é rapidamente e quase completamente assimilado pelo intestino,
apresentando picos de niveis séricos em torno de 14 ug/mL apés a administracao de
500 mg para adultos (TOWMSON et al, 1994). Pode também ser administrado em
500-750 mg trés vezes por dia durante 10 dias para adultos e 35-50 mg/kg/dia, trés
vezes por dia, durante 10 dias, em criancas (NAGATTA et al, 2012).

O MTZ pode ser administrado por diversas vias. Em voluntarios saudaveis, a
sua administracdo oral € bem eficiente, apresentando pouco tempo para atingir a
concentracdo maxima no soro em pouco tempo. Sua conversdo ocorre no figado
(TSAI; CHEN, 2003) e é prontamente absorvido na mucosa intestinal (BENDESKY;
MENENDEZ; OSTROSKY-WEGMAN, 2002). Ele pode penetrar bem no fluido

cérebro espinhal-sangue e barreira hematoencefalica (TSAI; CHEN, 2003;
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BENDESKY; MENENDEZ; OSTROSKY-WEGMAN, 2002). A média de meia-vida
para sua eliminacdo a partir do plasma € de 14.4 horas (TSAI; CHEN, 2003). A

tabela 2 resume informac@es farmacocinéticas sobre o MTZ.

Tabela 2 - Dados farmacocinéticos do Metronidazol

Modo de Concentracdo  Tempo Disponibilidade/ Metabdlitos Referéncia
Administracdo maxima no Absorcéao
S0ro
Oral 8-14 ug/mL apés 30-60 > 90% TSAI; CHEN,
Gnica dose de minutos 2003;
500 mg Hidroxilados e TOWMSON
Intravenosa --- acetilados et al, 1994,
Vaginal - 8-12 Baixa BENDESKY;
horas MENENDEZ;
Retal Baixa OSTROSKY-
WEGMAN,
2002

Fonte: Autor, 2015

Efeitos adversos do MTZ tém sido relatados e incluem nauseas, vomitos,
sabor metélico, anorexia e diarreia. Em reacdes colaterais mais significativas, ele
afeta o sistema nervoso central, causando, especificamente, ataxia, tonturas, dores
de cabeca, insbnia, confusdo e neuropatia periférica. Convulsbes raramente
acontecem em tratamentos prolongados (GERDING, 1987; NAGATTA et al, 2012).
Ocorre comprometimento do ritmo cardiaco, devido a quelacdo de MTZ com ions de
calcio, o que também induz alguns tumores em roedores e € mutagénico a bactérias
(GOMEZ-ARROYO, 2004). As pesquisas ndo apontam risco cancerigeno ou
mutagénico para os seres humanos, apos administracdo de doses normais de MTZ,
por periodos de tempo prescrito (HAGER; RAPP, 1992; MORETH et al, 2010). No
entanto, os produtos intermediarios instaveis resultantes da redugcdo de MTZ
aparecem na urina de alguns modelos animais em quantidades suficientes para dar

origem ao Teste de Ames® positivo em Salmonella sp (TOWMSON et al, 1994) e,

5 . ., ™ ;. .
Teste de Ames é um método amplamente utilizado que usa bactérias para testar se um determinado produto
guimico pode causar cancer. Mais formalmente, é um ensaio bioldgico para avaliar o potencial mutagénico de

compostos quimicos [MORTELMANS & ZEIGER, 2000]
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também pelo teste de Ames estudos in vitro mostram mutagenicidade em
Salmonella typhimurium (MORETH et al, 2010).

Apesar de mais de 45 anos de uso intensivo, o MTZ continua a ser o
farmaco padrdo para a gestdo e profilaxia de infeccdes anaerdbicas (LOFMARK et
al, 2010). Atualmente, o uso de MTZ é indiscutivel, destacando-se entre os 100
medicamentos de maior prescricdo nos EEUU e faz parte da lista de medicamentos
essenciais da Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization)
(BENDESKY; MENENDEZ; OSTROSKY-WEGMAN, 2002; CAVALCANTI et al,
2004; OLIVEIRA, 2004).

Apesar de sua eficacia, alguns microrganismos anaerébios tém desenvolvido
resisténcia ao MTZ, criando assim interesse no desenvolvimento de novos farmacos
gue possam superar a resisténcia causada por ele. Falhas no tratamento com MTZ e
resisténcia clinica de giardiases tém sido documentados em diversos experimentos
(LEMEE, 2000; UPCROFT; UPCROFT, 2001). Ensaios com 5-nitroimidazdis
modificados na posi¢cdo 1 revelaram maior eficacia contra T. vaginalis (LEITSCH,
2011).

Derivados do MTZ podem ser obtidos por modificacdo da cadeia lateral na
posicdo 1 do anel 5-imidazdlico e alguns analogos de 5-nitroimidazois desenvolvidos
mostram eficacia que pode estar relacionada com o0s seus potenciais de reducéo
(BUSATTI et al, 2007). Townson e colaboradores (1994) afirmam que o potencial de
reducdo do grupo nitroimidazol desempenha um papel importante na atividade
giardicida.

Busatti e colaboradores, 2007, avaliaram o feito citotoxico do MTZ e seus
derivados e nenhum efeito citotéxico foi observado em células de mamiferos (tabela
3).

Tabela 3 - Avaliagao citotéxica do MTZ e seus analogos

Compostos Faixa de Grupo avaliado Efeito citotéxico Referéncia
avaliados concentracao

MTZ Células mononucleares  Nao ha efeito BUSATTI et
Br-MTZ do sangue periférico inibitério sobre a al, 2007
I-MTZ 0,2-6,4 uyM humano (PBMC) de proliferacédo de

Ns-MTZ sete (7) doadores linfécitos induzida

Ms-MTZ diferentes por PHA (fito-

hemaglutinina)

Fonte: Autor, 2015
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1.1.4 Técnicas eletroquimicas

A eletroquimica tem se mostrado util em quimica medicinal. Muitos dos
processos fisiolégicos consistem em cadeias oxido-redutivas, envolvendo
numerosos processos catalisados por enzimas (OLIVEIRA, 2004). Os processos
biologicos e eletroquimicos exibem diversas similaridades, pois, ocorrem com
transferéncia de elétrons (TE), de natureza heterogénea e tanto podem ocorrer em
meio aquoso assim como ndo-aquoso (BRETT; BRETT, 1996).

Um dos parametros avaliados em processos de TE € o potencial de reducdo,
o qual fornece informag@es Uteis sobre a viabilidade dos processos de transferéncia
de elétrons in vivo, quantificando a energética desses processos. Informacdes
disponiveis na literatura estabelecem correlagbes entre Epc (potencial de reducao
ou de pico catddico) e atividades biolégicas, demonstrando a relevancia dos estudos
eletroquimicos como ferramentas na elucidagdo de mecanismos de acao de varios
farmacos contra diversas doencas, na previsdo e planejamento de compostos
biologicamente ativos (BRETT, 1996; De ABREU, 2002).

Os potenciais de meia onda (E12) da reacéo de transferéncia monoeletronica
inicial indicam a facilidade de reducédo, podendo explicar a atividade biol6gica
relacionada a cada um deles (VALDEZ et al, 2009). Parametros como E° (Epc +
Epa)/2 (para sistemas reversiveis) ou Epc - Epc (para sistemas irreversiveis), a

funcdo corrente (Ip/v*?

) x C e Ipa/lpc sdo normalmente empregados na avaliagéo
dos mecanismos eletroquimicos (WARDMAN, 1990).

A reducdo eletroquimica de nitroimidazéis e particularmente do MTZ tem
sido estudada nos diferentes meios, usando-se diversos solventes, principalmente,

dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO) e acetonitrila.

1.1.4.1 Técnicas de Varredura de Potencial

As técnicas de varredura de potencial sdo as mais utilizadas, principalmente
por ndo eletroquimicos para o estudo de diversos processos eletronicos (BRETT,
BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 1944). Consistem na aplicagdo de um potencial
variando continuamente em funcéo de tempo para o eletrodo de trabalho (BRETT,;
BRETT, 1993) o que resulta na ocorréncia de reacfes de oxidacdo ou reducdo de

espécies eletroativas na solucdo (reacoes faradaicas), possivelmente adsorcao de
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espécies de acordo com o potencial, e uma corrente capacitiva, devido a dupla
camada elétrica.

A principal aplicacédo das técnicas de varredura de potencial é o diagnéstico
mecanistico de reacfes eletroquimicas, identificacdo de espécies presentes na
solugdo assim como para a andlise semi-quantitativa da velocidade de reacao
(BRETT; BRETT, 1993).

Voltametria Ciclica (VC)

Em muitos casos, a VC constitui 0 primeiro experimento realizado em um
estudo eletroanalitico, proporcionando particularmente uma localizacdo rapida dos
potenciais redox das espécies eletroativas em analise, e avaliacdo conveniente do
efeito dos meios no processo redox (WANG, 2006). Ela € uma técnica de inversao e
€ 0 equivalente a varredura de potencial na cronoamperometria de salto duplo de
potencial (BARD; FAULKNER, 1944).

A VC tornou-se uma técnica muito popular para estudos eletroquimicos
iniciais de novos sistemas e provou ser muito Util na obtencdo de informacdes
qualitativas sobre reacdes de eletrodo bastante complicadas (BARD; FAULKNER,
1944; WANG, 2006). O seu poder resulta de sua capacidade em fornecer
rapidamente informacdes consideraveis sobre a termodinamica de processos redox
bem como da cinética de reacdes de transferéncia de elétrons heterogéneas em
reacdes quimicas acopladas ou processe adsorcao (WANG, 2006).

Tecnicamente, a VC consiste em varrer o potencial linearmente de um
eletrodo de trabalho estacionario (em uma solucdo sem agitacdo), utilizando uma
forma de onda de potencial triangular (figura 5). Dependendo da informacé&o pedida,
ciclos simples ou multiplos podem ser utilizados. Durante a varredura de potencial, o

potenciostato mede a corrente resultante do potencial aplicado (WANG, 2006).
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Figura 5 - Sinal de excitacdo em forma de onda triangular potencial-tempo em um
experimento voltamétrico ciclico.
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Fonte: WANG, 2006, adaptado.

Figura 6 - Voltamograma ciclico tipico para um processo redox reversivel O +ne” = R
Esta € uma resposta esperada de um par redox reversivel durante um unico ciclo de

potencial.
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Fonte: WANG, 2006, adaptado.

A figura 6 ilustra a resposta esperada de um par redox reversivel durante um

anico ciclo de potencial. Inicialmente, assume-se que apenas a forma oxidada, O

esta presente, uma varredura de potencial indo para a reducéo (valores negativos) é

escolhida para a primeira metade do ciclo, a partir de um valor em que ocorre

qualquer reducdo. Quando o potencial aplicado se aproxima do E° caracteristico

para o sistema redox, uma corrente de reducdo aparece e aumenta, até que um

maximo de corrente é atingido. Atravessada a regido de potencial de reducéo (pelo
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menos 90/n mV para além do pico), inverte-se a dire¢cdo da varredura de potencial.
No scan reverso, as espécies reduzidas, R (geradas no meio, no ciclo direto, e
acumuladas perto da superficie) sdo re-oxidadas de volta para O, resultando num
pico anodico (WANG, 2006).

Uma vez que na VC, a correcdo para a corrente de carregamento (resultante
de processos ndo faradaicos) é tipicamente incerta, observa-se uma imprecisdo na
medicdo de correntes de pico. Para o pico de inversdo, a imprecisdo € aumentada
ainda mais, porque nado se pode facilmente definir a resposta faradaica dobrada para
0 processo direto de modo a utilizar como uma referéncia para a medi¢do (BARD;
FAULKNER, 1944). Assim, a técnica de VC néo € ideal para a avaliagdo quantitativa
das propriedades do sistema que tem de ser derivado a partir de alturas de pico, tal
como a concentracdo de uma espécie eletroativa ou a constante de velocidade de
uma reacdo homogénea acoplada. O poder do método reside na sua forca de
diagnostico, o qual é derivado a partir da facilidade de interpretacdo do
comportamento qualitativo ou semi-quantitativo. Outros métodos sdo, muitas vezes,
mais adequados para a avaliacdo exata dos parametros (BARD; FAULKNER, 1944).

Varios parametros importantes caracterizam o voltamograma ciclico, quatro
destes observaveis, os dois picos de corrente e dois potenciais de pico, fornecem a
base para o diagnéstico desenvolvido por Nicholson e Shain para analisar a
resposta voltamétrica ciclica (WANG, 2006).

Em sistemas Nernstianos, a diferenca entre Ep, e Ep,, geralmente
simbolizada por AE, € um teste de diagnostico Util de uma reagéo nernstiana.
Embora AE, seja uma fungdo de E, (potencial de comutagéo) esta € sempre perto de
2,3 RT/nF (ou 59/n mV a 25 °C) (BARD; FAULKNER, 1944; WANG, 2006). Em
sistemas reversiveis, a corrente de pico para um par reversivel (a 25°C) é dada pela
equagdo de Randles-Sevcik i, = (2,69 X 10°) n¥?> ACD"%'?, onde n é o nimero de
elétrons; A area do eletrodo (em cm?), C a concentracdo (em mol/dm?), D o
coeficiente de difusdo (em cm?/s) e v a velocidade de varredura do potencial (em
V/s). Assim, a corrente € diretamente proporcional a concentragdo e aumenta com a
raiz quadrada da velocidade de varredura. Tal dependéncia da taxa de varredura é
indicativa de reagao do eletrodo controlada por transporte de massa (difuséo linear
semi-infinita). (WANG, 2006).

Dois parametros medidos de interesse nas curvas i-E (voltamogramas

ciclicos) sdo a razdo das correntes de pico (pico direto e reverso ou anddico e
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catodico), ipd/lpr OU ipallpe, € a separagéo dos potenciais de pico, Epa — Epc = AEp. Para
uma onda Nernstiana ou sistema reversivel com produto estavel, ipaflpe = 1
independentemente da velocidade de varredura (BARD; FAULKNER, 1944; WANG,
2006). Assim, a separacao de pico pode ser utilizada para determinar o nUmero de
elétrons transferidos, e como um critério para um comportamento Nernstiano
(WANG, 2006). Por conseguinte, um processo mono-eletrénico rapido apresenta
uma AEp de cerca de 59 mV. Ambos os potenciais de pico catédicos e anddicos sdo
independentes da velocidade de varredura. A 25 °C, a diferenca em potencial entre o

potencial na metade da altura do pico, Ep/2c (I = Ipc/2) e o potencial do pico, Epc é

RT _ 56.6

dada pela equacao: |EpC—E£|=2.ZE mV (BRETT; BRETT, 1993). Esta
2c

T n
equacdao pode ser aplicada para a determinacdo do numero de elétrons do processo
envolvido.

E possivel relacionar o potencial de meio-pico (Ep2, onde a corrente é

metade da corrente de pico) para o potencial de meia-onda polarogréafica, Eip:

Er = E1 + % V (o sinal é positivo para o processo de reducédo (WANG, 2006).

2 2
Para processos de transferéncia multieletrbnica (reversiveis), o
voltamograma ciclico consiste de varios picos distintos, se os valores E° para etapas
individuais sdo sucessivamente mais elevados e sao bem separados (WANG, 2006).
Para processos irreversiveis (aqueles com troca de elétrons lenta), os picos
individuais sédo reduzidos em tamanho e amplamente separados (figura 7, curva A).
Sistemas totalmente irreversiveis sdo caracterizados por uma mudanca do potencial

de pico com velocidade de varredura:

° 1/2
E,=Eo- T |078-1n K +1n[°‘”aF")
on, F D2 RT

onde, a é o coeficiente de transferéncia e ny € 0 nimero de elétrons envolvidos em
cada etapa de transferéncia (WANG, 2006). O potencial de pico e o potencial de
meio pico (a 25°C) serao diferentes por 48/an mV. Assim, o voltamograma torna-se
mais inclinado, quando an diminui. A corrente de pico, dada por i, = (2,69 X 10°)
n(ana)*? ACDY? v Y2 ainda é proporcional ao gradiente de concentracdo, mas sera
mais baixa em altura (WANG, 2006).
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Figura 7 - Voltamograma ciclico para processos redox irreversivel (curva A) e quase-
reversivel (curva B)

i

E° E
Fonte: Wang, 2006

Para sistemas quase-reversiveis (com 10" > k° > 10™ cm/s), a corrente é
controlada tanto pela transferéncia de carga e transporte de massa. A forma do
voltamograma ciclico é uma funcéo de K°/v/maD (onde a = nFv/RT). A medida que
K°/\maD aumenta, o processo se aproxima do caso reversivel. Para pequenos
valores K°/+/maD (isto €, em v muito rapidas), o sistema exibe um comportamento
irreversivel. Em geral, os voltamogramas de um sistema quase-reversivel sdo mais
prolongados e apresentam uma maior separacdo dos picos de potenciais em

comparacao com um sistema reversivel (figura 7, curva B).

1.1.4.2 Técnicas de salto de Potencial

a) Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

A VPD constitui uma técnica extremamente comum para determinacées em
niveis de traco de espécies orgéanicas e inorganicas (WANG, 2006). Nesta técnica,
aplica-se no eletrodo de trabalho pulsos superpostos de igual amplitude em uma
rampa linear de potencial, sendo que a corrente € amostrada duas vezes, um pouco
antes da aplicacdo dos pulsos e no final da aplicagdo dos mesmos, quando a
corrente da carga se tenha decomposto (SOUZA et al, 2003; WANG, 2006;
VALENTE, 2010).

A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da segunda (jA que a

primeira tem contribuicdo capacitiva enquanto a segunda é faradaica, tornando a
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técnica mais sensivel, pela correcédo eficaz da corrente de carregamento de fundo,
desprezando-a - (SOUZA et al, 2003; WANG, 2006; VALENTE, 2010). A sua
diferenca (Ai = i(ty) — i(t1)) é plotada contra o potencial de rampa linear aplicado e o
voltamograma de VPD resultante (com a forma de uma curva gaussiana) consiste de
picos de corrente em que sua altura é diretamente proporcional & concentracao dos
analitos correspondentes (WANG, 2006). A resposta em forma de pico de medi¢bes
de pulso diferencial resulta também em melhorar a resolucdo entre duas espécies
com potencial redox préximo. Em varias situacdes, picos separados por 0,05 V
podem ser medidos, contrariamente a voltametria de pulso normal que requer uma
diferenca de potencial na ordem de 0.2V (WANG, 2006; VALENTE, 2010). Tais
qguantificacbes ndo s6 dependem dos potenciais de pico correspondentes, mas

também das larguras de pico (nha meia altura) que se encontram
estequiometricamente relacionados pela seguinte equagao: W, = 3.52:-; (BRETT;

BRETT, 1993; BARD; BARD; FAULKNER, 1944; WANG, 2006). Devido a
minimizag&o da corrente de carregamento de fundo, a VPD torna-se uma técnica de
sensibilidade apreciavel, permitindo medicBes em concentracdes tdo baixas quanto
10® mol L™ (cerca de 1 p/L) (WANG, 2006; VALENTE, 2010).

b) Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

A voltametria de onda quadrada (VOQ), do inglés “Square Wave
Voltammetry (SWV)”, constitui uma das técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas
e sensiveis. Seus limites de deteccdo podem ser comparados aos das técnicas
cromatograficas e espectroscopicas. Além disso, a analise dos parametros
caracteristicos desta técnica também possibilita a avaliagdo cinética e mecanistica
do processo eletrédico em estudo (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). A
sensibilidade desta técnica € maior em relagcdo a outras técnicas, particularmente
para sistemas reversiveis e quase-reversiveis, dado que a corrente de pico € a soma
das contribuicBes da direta e da reversa, e é proporcional a velocidade de varredura
(BORMAN, 1982).

Tal como foi visto para a VPD, usando voltametria de onda quadrada, &

possivel determinar o nUmero de elétrons trocados por uma analise matematica de
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pico da VOQ, onde a meia largura do pico (Wis,) esta correlacionada com o numero

de elétrons trocados pela seguinte relacdo (Ramalay; Kraus, apud OATAO, 2011).

Wy, =3 SZRT

Um dos parametros importantes por se analisar na SWV é a frequéncia com
que sdo aplicados os pulsos, pois, para além de ser usada para questbes de
diagnéstico do mecanismo eletrédico, a frequéncia é fundamental tanto na melhoria
da sensibilidade da analise, quanto na determinacdo do numero de elétrons
envolvidos na transferéncia eletronica (CABRAL et al, 2003).

Para um processo de oxirreducdo reversivel, a corrente de pico varia
linearmente com a raiz quadrada da frequéncia. Ja, para um processo irreversivel, a
corrente varia linearmente com a frequéncia, e para um processo quase-reversivel, a
corrente de pico aumenta, porém ndo possui nenhuma relacdo linear com a
frequéncia (PUC-Rio — Certificacao Digital N° 0212140/CA).

Para reacdes reversiveis, o potencial de pico apresenta uma relacao linear
com o logaritmo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial, apresentando
uma inclinacdo de: AE/Alog(f) = —2,3RT/2nF (SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003).

1.1.5 Eletroquimica do Metronidazol e seus derivados

Diversas técnicas eletroquimicas, principalmente as voltamétricas tém sido
usadas intensamente na investigacdo dos compostos da série dos nitroimidazois
guer em termos analiticos, quer em formulacfes farmacéuticas, tanto quanto na
determinacdo do grau de sua interatividade com biomoléculas, uma vez que o0s
potenciais redox revelam grande importancia para a compreensao da sua atividade
bioldgica (BARETY et al, 1984). Assim, as propriedades redox sdo o cerne para sua
atividade, seletividade e mecanismo de resisténcia das bactérias (CAVALCANTI et
al, 2004), sendo que os potenciais de reducdo dos NHs fornecem informacdes
quanto a possibilidade de transferéncia de um elétron in vivo.

A facilidade de reducdo de um farmaco € um fator importante para a
reatividade e, para alguns farmacos quimicamente relacionadas com as estruturas
guimicas de NHs ou precursores foi descrita uma correlacdo entre 0os potenciais de
reducdo e a eficacia farmacolégica ou de toxicidade (LIVERTOUX; LAGRANGE;

MINN, 1996).
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O modo de acdo do MTZ é bem estabelecido em organismos anaerobios.
Tal como outros 5-nitroimidazois, sua ativagcdo ocorre por meio de reducdo
enzimatica (SCARPIGNATO, 2004; LEITSCH, 2011), eliminando assim agentes
patogénicos susceptiveis. Esta propriedade torna-o eficaz contra microrganismos de
baixo estado redox intracelular, tais como as bactérias anaerbbias e protozoarias,
bem como alguns microaerofilos®, como Campylobacter spp. e Helicobacter pylori
(KAAKOUSH; MENDZ, 2005). O potencial redox do MTZ € mais negativo do que 0s
sistemas redox presentes em células de mamiferos, o que se acredita ser a base
para a sua especificidade elevada e baixa toxicidade (VALDEZ et al, 2009; MORETH
et al, 2010).

O MTZ entra nas células via difusdo, porém, devido ao seu baixo potencial
redox (potencial redox muito negativo), a formacdo de metabdlitos reduzidos é
limitada as células que tenham doadores eletrénicos com um potencial redox
suficientemente negativo e um potencial redox intracelular satisfatério (JORGENSEN
et al, 1998; KAAKOUSH; MENDZ, 2005).

Estudos de ressonancia de spin eletrénico e bioquimicos em Trichomonas
vaginalis e Trichomonas feto revelaram que piruvato: ferredoxina oxidorredutase
(PFOR) e, em menor medida hidrogenase, reduzem ferredoxina (Fd) que por sua
vez pode ser oxidada por MTZ (TOWNSON et al 1994; HRDY et al, 2005). Em G.
lamblia, T. vaginalis e E. histolytica, a ativacdo (estado toxico radicalar) foi proposta
para ocorrer via reducéo por par eletrénico de baixo potencial, PFOR e Fd (figura 8)
(MULLER 1983; EDWARDS, 1993; TOWNSON, UPCROFT; UPCROFT, 1996).
Neste processo, a Fd é em si reduzida pela enzima chave metabdlica, PFOR em
Giardia (VALDEZ, et al, 2009). Esta proposta foi recentemente desafiada por
trabalhos de Leitsch e colaboradores (2009), pois, estes revelam que a reducéo do
MTZ nos anaerdbios Trichomonas vaginalis e Entamoeba histolytica € via flavina
(FAD) e NADPH redutase, dependente da tiorredoxina redutase (TrxR), que age
diretamente sobre o MTZ como uma nitroredutase (LEITSCH, 2011) (figura 9).

Em ensaios sem células, mas contendo piruvato e cofator acetil coenzima A
(CoASH), a PFOR purificada a partir da Giardia juntamente com Fd foi capaz de
reduzir o MTZ (TOWNSON; UPCROFT; UPCROFT, 1996). Julga-se que durante

esse processo, a PFOR purificada doa elétrons para a ferredoxina da Giardia (Fd 1)

® Organismos que crescem em meios com quantidade de oxigénio muito pequena e em meios com
quantidades de oxigénio normais ndo conseguem crescer.
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com concomitante redugdo do MTZ, observando-se uma diminuigdo da absorbancia
a 320 nm que pode ser usada para seguir a redugcéo do MTZ, e sob condi¢des ideais
a reducédo é completa (TOWNSON, 1994).

Esta informacdo tem dado crédito a ideia iniciada por Edwards (1993)
segundo a qual o par PFOR/Fd é o unico com um baixo potencial redox capaz de
reduzir o MTZ em microrganismos anaerébios, enquanto os aerébios sdo incapazes
de reduzir o MTZ, porque nao possuem um par redox com um potencial redox baixo
suficiente (LEITSCH et al, 2011). Nao obstante, relativamente pouco se sabe quanto
a eletroquimica de muitos 5-NIs, dificultando assim tecer conclusdes
pormenorizadas referentes a importancia do baixo potencial redox para a sua
atividade antimicrobiana, seletividade e mecanismos de acdo (UPCROFT,;

UPCROFT; 2001; VALDEZ et al, 2009).

Figura 8 - Reducédo de compostos 5-Nitroimidazois (5-NIs) a partir do par PFOR/Fd. A
reducdo ocorre em anaerébicos como Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis e
Entamoeba histolytica. Durante descarboxilacdo oxidativa do piruvato, a ferredoxina
(Fd) é em si reduzida pela enzima piruvato: ferredoxina oxidorredutase (PFOR), ao
receber elétrons dela, sendo que depois doa um (1) elétron que reduz o grupo nitro

(R-NOy) dos 5-NIs.
;
N
NO
N
Fd(oxaq)

Piruvato + CoSAH PFOR (oxq) J
Acetil-CoA + CO, PFOR(redXFd( d) )\\
re
CoSAH = Acetil coenzima A;
Hy = Hidrogenase
Oy . H0; Hy0,, e m
+

H, 2H

H

Fonte: Modificado de LEITSCH, et al 2011; JOHNSON, 1993.

Conforme a figura 8, os elétrons liberados na oxidacdo do piruvato séo
transferidos a ferrodoxina (reduzindo-se) ou flavodoxina, donde podem ser

capturados pelo MTZ que se reduz formando o anion radical nitro (intermediario com
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curto tempo de vida) e outros compostos produzidos, inclusive os derivados nitrosos
e hidroxilaminicos, podem reagir com o DNA (dos micrébios alvo, mas ndo as
células de mamiferos (VALDEZ et al 2009), causando quebra das ligacfes e rapida
morte subsequente (CAVALCANTI et al, 2004; OLIVEIRA, 2004). Bactérias
anaerobias e protozoarios desenvolvem resisténcia ao MTZ, ao reduzir ou abolir a
atividade de componentes desta série de reacfBes de transporte eletrdnico,
resultando em uma taxa insuficiente de acumulacdo de metabdlitos reduzidos
(JORGENSEIN et al, 1998).

Figura 9 - Proposta recente para a redugdo do MTZ em anaer6bios Trichomonas
vaginalis e Entamoeba histolytica. Esta reducédo ocorre via flavina (FAD) e (NADPH)-
redutase, dependente da tiorredoxina redutase (TrxR), que age diretamente sobre
metronidazol como uma nitroredutase.

NO,
NADPH + H" FAD \&,\{

Trx

NADP* FADH, 2

Fonte: Modificado de LEITSCH, et al, 2011

Estudo eletroquimico em ECV (d = 3 mm) dos derivados Br-MTZ e I-MTZ
revelou potencial de reducdo menos catédico em relagdo ao padrdo MTZ
(CAVALCANTI et al, 2004). Estes resultados destacam o potencial de reducdo dos
compostos como uma propriedade eletroquimica relevante para a atividade
giardicida destes compostos (BUSATTI et al, 2013). A respeito do derivado fluorado
(F-MTZ) ndo se encontram relatados na literatura informagbes sobre as
propriedades redox concernentes a sua atividade, seletividade, sensibilidade
biorredutiva, bem como seu mecanismo de reducéo eletrodico.

A figura 10 descreve resumidamente a atuagdo dos nitroaromaticos, sua
dualidade funcional, mecanismos de bioativacdo, bem como as macromoléculas

alvos com as quais interagem os intermediarios reduzidos dos nitroaromaticos.



Figura 10 - Esquema resumido da atua¢&do dos nitrocompostos
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1.1.7 Processo de grafting

No campo da eletroguimica, o carbono vitreo € considerado por muitos
eletroquimicos um material eletrédico “inerte” (ha décadas atras), universal e barato
com larga janela de potencial, tanto catodica, quanto anddica, para a execucao de
andlises (POIZOT et al, 2012; LORCY et al, 2013). No entanto, para os substratos
de carbono vitreo desenvolvidos atualmente é importante reconsiderar a sua
reatividade especifica em adicionar radicais livres covalentemente na sua superficie,
gerados quimica ou eletroguimicamente (MORITA et al, 2011; POIZOT et al, 2012).

Embora seja um assunto de controvérsia, o carbono por apresentar uma
estrutura bastante complexa é julgado um material que nao sofre o processo de
grafting. Atualmente ha uma tendéncia de se aceitar que os carbonos vitreos, nos
seus diferentes designs ou configuracbes dependendo da forma de sintese,
apresentam ligacdes duplas entre os atomos de carbono provavelmente organizados
em agrupamentos/fitas sp?> como folhas de grafite intercaladas com outras regiées
de carbono amorfo ou em microestruturas relacionadas com fluoreno (POIZOT et al,
2012; LORCY et al, 2013) e a adicdo de radicais arila e alquila na superficie de
carbono vitreo leva a (re)considerar que esta superficie estd embebida por
compadsitos nanoparticuladas que mantém sua reatividade quimica, como a grafite e
os fluorenos (SIMONE, 2013).

O processo de grafting esta relacionado com o mecanismo de transferéncia
eletrbnica dissociativa. Neste mecanismo, 0s sistemas quimicos estao susceptiveis a
sofrer quebra da ligagdo sigma (MARAN; WORKENTIN, 2002), que segue 0

esquema da figura 11.

Figura 11 - Mecanismo hipotético de transferéncia de elétrons dissociativa

R-X'_

N

R-X + 1€ » R+ X~

Fonte: MARAN; WORKENTIN, 2002.

Estudos eletroquimicos recentes relatam quebras redutivas de halogenetos

organicos, por exemplo, os alquilicos, os brometos benzilicos, 9-bromofluorenos,
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haloacetonitrilas de chumbo, etc.. Tal comportamento conduz a quebra
eletroquimica que leva a formacédo de radicais livres capazes de enxertarem ou
ancorarem-se na superficie do grafite ou carbono vitreo (POIZOT et al, 2012;
LORCY et al, 2013). Este processo de grafting pode ser levado a cabo por radicais
livres (por exemplo, iodetos alilicos priméarios) na faixa de potencial onde estejam
eletroquimicamente estaveis (entre -1,6 V e -1,0 V) e a reatividade do carbono vitreo
pode ser percebida sob polarizagdo catddica na faixa de potencial (E) < -1,7 vs.
Ag/AgCl, isto €, em potenciais significativamente catddicos, onde se sugere a
formacao de espécies nucleofilicas capazes de produzir em ampla faixa reacdes
interfaciais (LORCY et al, 2013).

Certos haletos insaturados ou aromaticos contendo grupos eletroatraentes
sofrem facilmente reacfes de reducdo. O mecanismo envolvido nessas reacdes de
transferéncia de elétrons (ilustracdo na figura 12), leva a uma adicao inicial de
elétrons ao sistema pi () no grupo eletroatraente, formando-se o anion radical que
seguidamente promove uma transferéncia eletronica intramolecular ao sistema
sigma (o) R-X (por exemplo, aril-nacleo do atomo a abandonar) por interacdo de
orbitais, levando a uma quebra da ligacdo C-X e consequente desalogenacao
(ALVAREZ-GRIERA; GALLARDO; GUIRADO, 2009).

Figura 12 - Mecanismo de transferéncia de elétrons do sistema pi do grupo
eletroatraente ao sistema sigma ortogonal C-X e consequente quebra.

GER ‘GER
+1& .
CH,—x CH% X
EO
K
GER
GER = Grupo Eletro-retirador . _
X = Halogenio CH, + X

Fonte: ALVAREZ-GRIERA; GALLARDO; GUIRADO, 2009; adaptado
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1.1.8 Biossensor de DNA

O desenvolvimento de biossensores tém impactado uma grande variedade
de areas de interesse cientifico e tecnolégico, como por exemplo no campo da
medicina ou saude, andlise de alimentos, defesa/aplicacbes ambientais (RADKE;
ALOCILJA, 2005; KROGER; LAW, 2005; WANG, 2006; De OLIVEIRA; COSTA; Da
FONSECA, 2006; TUDORACHE; BALA, 2007; MASCINI; TOMBELLI, 2008,
GASTER et al, 2009, SHARMA et al, 2013), investiga¢gOes forenses (WANG 1998;
REDSHAW 2007; SINGH et al, 2014, RADKE; ALOCILJA, 2005).

A aplicacdo da biotecnologia em medicina tem sido relevante nos ultimos
tempos, pois, ela pode levar a descoberta de novas formas de diagnosticar, tratar e
prevenir uma variedade de doencas. Técnicas desenvolvidas como anticorpos
monoclonais, biossensores, sondas de DNA, chips de DNA, etc., constituem
ferramentas Uteis com possibilidades de serem usadas no diagnéstico (De
OLIVEIRA; COSTA; Da FONSECA, 2006). No campo da Biotecnologia destaca-se o
uso de biossensores eletroquimicos.

Um biossensor € um dispositivo de analise que combina a especificidade de
um elemento sensor biolégico com um transdutor para produzir um sinal elétrico,
Otico proporcional a concentracdo do analito alvo (IUNI-IUI; HONG; RUIFU, 1997,
DICULESCU; PAQUIM; BRETT, 2005; WANG, 2006).

Os biossensores eletroquimicos combinam o poder analitico de métodos
eletroquimicos com a especificidade do processo de reconhecimento biol6gico
(PALECEK et al, 1998). Eles sdo classificados em amperométricos, condutimétricos
e potenciométricos (De OLIVEIRA; COSTA; Da FONSECA, 2006), desenvolvidos
com o intuito de diagnosticar as diversas doencas.

Uma das biomoléculas mais importantes é sem duavida o acido
desoxirribonucléico (DNA). Ele desempenha um papel fundamental no processo
vital. E responsavel pela informacdo hereditaria, coordena a sintese biologica de
proteinas e enzimas através de processos de transcricdo e replicacdo da informacao
genética em células vivas (RAUF et al, 2005). Esta capacidade é garantida pela
manutencdo especifica das suas bases purinas (guanina e adeninia) e pirimidinas
(citosina e timina) (BRETT, 2004). Watson e Crick foram os primeiros cientistas a
formular uma descricdo exata da estrutura helicoidal complexa da molécula de DNA

(PRAY, 2008), Nessa descricdo, as duas cadeias de DNA s&o mantidas juntas
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principalmente por ligagdes de hidrogénio, onde a adenina (A) forma duas ligacdes
de hidrogénio com a timina (T) enquanto a citosina (C) forma trés ligacdes de
hidrogénio com a guanina (G) (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Sob diversas condicbes as moléculas de DNA sdo propensas a varios
danos, fundamentalmente ao interagirem com algumas moléculas levando a
alteracdo na sequéncia especifica das bases 0 que provoca perturbacdes
moleculares para a maquinaria genética, que levam ao mau funcionamento da célula
e alteragBGes patoldgicas nos organismos vivos (BRETT, 2004; YOLA; OZALTIN,
2011). Os radicais livres e exposicdo a radiacdo ionizante provoca danos oxidativos
ao DNA gerando varios produtos na estrutura da dupla hélice tais como 8-
oxoguanine, 2,8-oxoadenine, etc., que sdo mutagénicos (BRETT, 2004).

A molécula de DNA é o alvo biolégico de muitos farmacos que atualmente
encontram-se em uso clinico ou em ensaios clinicos avangados (SIRAJUDDIN; ALl,
BADSHAH, 2013). O interesse na concepcao da ligacdo do DNA com pequenas
moléculas para o planejamento e construcdo de novos farmacos, mais eficientes e
mais direcionadas ao DNA tem crescido muito atualmente (YOLA; OZALTIN, 2011;
SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

O interesse em investigacao eletroquimica da interacdo entre o farmaco e o
DNA também tem ascendido (KALANUR; KATRAHALLI; SEETHARAMAPPA, 2009),
e, 0s eletrodos solidos a base de biossensores de DNA tém demonstrado grande
utilidade para se obter uma quantificacdo rapida, sensivel e seletiva de acidos
nucléicos (PEDANO; RIVA, 2003). Os eletrodos de mercurio ou de carbono, tanto no
modo convencional voltamétrico ou como biossensores eletroquimicos baseados em
DNA, tém sido utilizados nos estudos das modificagbes mais sutis no DNA
resultantes de danos no DNA e/ou as interagdes de DNA com potenciais agentes
prejudiciais do mesmo, por exemplo, cancerigenos ou farmacos anti-cancerigenos.
A figura 13 apresenta um breve resumo de muitos processos descritos na literatura

relacionados ao DNA.



Figura 13 - Esquema resumo dos processos envolvendo o DNA.

Fonte: Autor, 2015
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A interacdo do DNA com certos farmacos, entre eles, os citostaticos’ pode
levar a formacdo de adutos covalentes de DNA com sinais eletroquimicos
caracteristicos. Alguns destes sinais foram observados apos interacdo do DNA com
mitomicina C (um farmaco anticancer que interage diretamente com residuos da
guanina formando adutos covalentes apds ativacao redutiva quimica induzida ou
acida na superficie do eletrodo gotejante de mercurio (HMDE)), onde ocorre um
decréscimo no pico da corrente (PALECEK et al, 1998). Wang e seus colaboradores
(1997) verificaram um aumento na onda de pico de oxidacdo da guanina apos
interacao do farmaco daunomicina em baixas concentra¢des na superficie confinada
de DNA, sugerindo deformacao ou flexdo da dupla hélice de DNA.

Brabec e Koudelka, utilizando a voltametria de pulso diferencial e de
varredura linear estudaram o comportamento eletroquimico de DNA em eletrodos de
carbono e divulgaram que as correntes de oxidacdo sdo maiores para as moléculas
de DNA menores, sendo que os componentes de baixo peso molecular de DNA
presentes em amostras de DNA podem influenciar a eletroxidacdo do DNA
(PEDANO; RIVA, 2003). Brett e colaboradores relataram a utilizacdo bem sucedida
de carbono vitreo como um substrato para a preparacdo de eletrodos modificados
de DNA com capacidade de avaliar o comportamento voltamétrico de nitroimidazois
(PEDANO; RIVA, 2003).

Existem vérias possibilidades pelas quais moléculas pequenas ou farmacos
podem seletivamente se ligar ao DNA, destacando-se a intercalacdo; ligacdo em
fendas maiores e/ou menores; alquilacdo, etc. (PINDUR; JANSEN; LEMSTER,
2005). Na intercalacdo, a substancia € inserida entre os pares (fitas) do DNA,
ocorrendo simultaneamente o desenrolamento e alongamento da dupla hélice
enquanto a ligacdo em fendas ocorre covalentemente ou por interacbes
eletrostaticas sem perturbar a estrutura dupla de DNA em grande extensdo (De
ABREU, 2008).

Utilizando biossensor de DNA € possivel investigar o mecanismo de reducéo
de nitroimidazois. A partir do DNA imobilizado sobre a superficie de eletrodo se
estudou a reducao e oxidacdo com formacéo sequencial de hidroxilamina, derivado
nitroso; reacado de condensacdo desses derivados para formar azoxi-compostos
assim como sua interagdo com o DNA (DICULESCU; PAQUIM; BRETT, 2005).

" Os citostaticos sao genotoxicos e ndo completamente seletivos para as células neoplésicas,
podendo afetar o genoma das células normais [SUSPIRO & PRISTA, 2012]
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Genericamente, dos trabalhos realizados pelos eletroquimicos sobre
reacOes eletroquimicas dos &cidos nucléicos, apenas as bases guanina (G) e
adenina (D) mostraram sofrer oxidacdo na superficie do eletrodo, cujo mecanismo
segue dois passos envolvendo a perda total de quatro elétrons e quatro protons para
a guanina e seis elétrons e seis prétons para a adenina (figura 14) (WANG; LIU;
DONG, 2001).

Figura 14 - Mecanismo de oxidacao para as bases, (a) guanina e (b) adenina
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Fonte: WANG, LIU & DONG, 2001.

Muitos compostos ligam-se e interagem com o DNA provocando mudancas
na estrutura e/ou na sequéncia de bases. As ligagdes de hidrogénio que mantém as
fitas do DNA unidas podem ser rompidas ao interagir com um analito (farmaco, pro-
farmaco ou intermediario gerado in situ), o que resultara na fissura do dsDNA

expondo as bases constituintes. Os métodos voltamétricos podem ser usados para
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monitorar a oxidacdo das bases expostas, avaliando-se assim a alteragdo causada
no DNA (De ABREU, 2008).

Disculesceu e colaboradores (2005) investigaram por VPD, in situ, a
perturbacdo causada pela quercetina oxidada a estrutura da dupla hélice de DNA,
tendo observado que esta (nas suas formas radicalares) causa modificacdo na
conformacdo do dsDNA, expondo as bases, e com visualizacdo dos picos de
oxidacdo da guanina em Epa =+ 1,02 V e adenina em Epa = +1,28 V.

A partir de técnicas eletroquimicas assim como as espectroscopicas pode-se
estudar a interacdo de alguns nitrocompostos com a molécula de DNA. Alguns
exemplos mostrando essa interatividade estdo na tabela 4.
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Tabela 4 - Sensores eletroquimicos de DNA empregados para a andlise de interagcdo com diferentes nitrocompostos (continua).
Sensor de MD Eletrodo Interacbes Compostos pH/meio de Referéncia Observacfes
DNA estudo e/ou
Constante de
ligacdo (L mol™)
dsDNA/(Fe VC ECV Reducéo Acido p- Solugdes acidas CHEN; CHEN, Investigar a eletroquimica de Fe(2-
(4 -TMPyYP)) eletrocatalitica nitrobenzédico fortes, fracas e 2003 TMPyP), and Fe(4-TMPyP) a partir da
neutras interacdo com eletrodos modificados
dsDNA/(Fe vC ECV Reducéo p-Nitrofenol Solugdes acidase ~ CHEN; CHEN, COm dsDNA e verificar a atividade
(2 -TMPyP)) eletrocatalitica basicas 2003 eletrocatalitica de dsDNA/(Fe (4 -
TMPyP)) na reducdo do &cido p-
nitrobenzéico e p-nitrofenol
dsDNA VC ECV Intercalagéo Dibutil-estanho (1V) 10% de DMSO SIRAJUDDIN; Compreender o tipo de interacdo de
bis (4-nitrofenil aquoso com 0,1 M ALI; dsDNA com farmacos que séo
etanoato) TBAFB/ 3.25 10° BADSHAH, potencialmente de interesse
2013 farmacéutico, bem como determinagéo
dsDNA E-UV- Por intercalago N- (2- SIRAJUDDIN; dek.
Vis hidroxibenzilideno ALlI;
hidrazida férmica BADSHAH,
2013
dsDNA E-UV- ——- 4- Solugéo SIRAJUDDIN;
Vis Nitrofenilferroceno ligeiramente 4cida  ALI;BADSHAH
, 2013
dsDNA VC, HMDE Por intercalagdo  Nitrofurantoina {1- Solucgéo neutra/ YOLA; Detectar a interacdo de nitrofuratoina
VPD e (amino-hidantoin 5- 8,22 (+0,05) x10° OZALTIN, a partir do comportamento
E-UV- nitro-2-furfurilideno} 2011 eletroquimico em HMDE,
Vis particularmente as mudancas
espectroscoépicas (tipo de interacéo)
dsDNA VC ECV Por intercalacéo 1-Nitro-4- (3- (4- Solucéo JANJUA et al, Percenber a interacéo de
nitrofenoxi) propoxi) moderadamente 2014 bisnitrocompostos semelhantes, mas
benzeno, N3 acida / 3.3x10* com diferentes separadores —CH,-
dsDNA vc ECV Por intercalagdo  1-Nitro-4- (4- (4- Solugdo com o DNA. A forca da interacéo
nitrofenoxi) butoxi) moderadamente depende do comprimento do grupo

benzeno, N4

acida / 5.1x10*

separador —CH,-
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Tabela 4 - Sensores eletroquimicos de DNA empregados para a analise de interacdo com diferentes nitrocompostos (concluséo)
dsDNA vc ECV Por 1-Nitro-4- (5- (4- Solucéo JANJUA et al,
intercalacdo nitrofenoxi) moderadamente 2014
pentiloxi) acida/ 7.3x10*
benzeno, N5
dsDNA VC ECV Por intercalacéo 1-Nitro-4- (6- (4- Solugéo
nitrofenoxi) moderadamente
hexiloxi) benzeno, acida/ 1.0x10°
N6
dsDNA VPD ECV Niclosamida (2',5- Solugéo ABREU,; Usa bhiossensor eletroquimico de DNA
dicloro-4'-nitro moderadamente GOULART; para detectar a alteracdo causada ao
salicilanilida) acida BRETT, 2002 DNA pela niclosamida

*MD = método de detec¢do; VPD = Voltametria de Pulso Diferencial; VC = voltametria ciclica; E-UV-Vis = espectroscopia no ultravioleta e visivel; HMDE =
eletrodo gotejante de mercdario; (Fe (n -TMPyP)) = porfirinas de ferro sollveis em agua (n = 2 e 4);

Fonte: Autor, 2015.
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O primeiro passo necessario para a atividade cancerigena e mutagénica de
agentes cancerigenos genotoxicos presume-se ser a sua interagdo com o DNA, quer
diretamente quer apos ativacdo metabdlica. Seguindo a teoria de Miller, os sitios que
potencialmente poderiam interagir com espécies eletrofilicas sdo o0s cernes
nucleofilicos de DNA, especificamente: nitrogénios e oxigénios de bases de
pirimidina e purina bem como o suporte principal fosfodiéster (BENIGNI; BOSSA,
2011). Conforme representado na figura 15, para além da formacdo de adutos a
partir de um sitio especifico nas nucleobases de DNA e RNA, pode ocorrer
alquilagéo ou interagdo com agentes bifuncionais a partir de um Unico ou dois sitios
da mesma nucleobase, formando um sistema monociclo, biciclico ou triciclico. Com
uma nucleobase diferente na mesma cadeia de DNA, forma-se uma ligacéo cruzada
intra-cadeia ou uma ligacdo cruzada intercadeia quando a cadeia for oposta, e
ainda, na presenca de uma proteina, formam-se ligac6es cruzadas Proteina-DNA
(BENIGNI; BOSSA, 2011; De ABREU et al, 2002).

Figura 15 - Mecanismo sugestivo da interacdo do DNA com agentes alquilantes
bifuncionais com extremidades eletrofilicas (A e B)
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Fonte: De Abreu et al, 2002, adaptado.
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Por voltametria de pulso diferencial verifica-se dois picos de corrente na
superficie de carbono vitreo como resultado da oxidacdo eletroquimica do DNA

(residuos de guanina e adenina), figura 16.

Figura 16 - voltamograma de pulso diferencial obtido com eletrodo de carbono vitreo
modificado com DNA (60 pg mL™), tamp&o acetato (0,1 M), pH 4,5: voltamograma de
linha vermelha, ssDNA (1°); linha preta cheia, dsDNA (1° e linha preta pontilhada
dsDNA (400).

. —
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V

Fonte: DICULESCU; PAQUIM; BRETT, 2005, adaptado.

Analisando os voltamogramas de oxidacdo das fitas dupla (dsDNA) e
simples (ssDNA) nota-se um comportamento diferenciado quanto a intensidade dos
picos de corrente formados. Para os picos das bases no dsDNA, a corrente é muito
menor em relacdo a das bases do ssDNA, ilustrando uma dificuldade significante
quanto a transferéncia de elétrons a partir do interior da estrutura rigida da cadeia
dupla para a superficie de eletrodo, contrariamente a estrutura flexivel da cadeia
simples que apresenta suas bases oxidaveis proximas a superficie do eletrodo,
transferindo facilmente os elétrons (DICULESCU; PAQUIM; BRETT, 2005).

1.1.6 Giardia lamblia
Giardia lamblia € um protozoéario, intestinal, flagelado, parasita anaerobio,

com distribuicdo mundial (HAENDEL et al, 2007). Como pode ser visto na figura 17
(Ciclo biolégico da Giardia lamblia), a infeccdo ocorre pela ingestdo de cistos em
agua ou alimentos contaminados (Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo). O

protozoario causa a giardiase que apresenta sintomas como diarreia, ma absorcao
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de nutrientes, perda de peso (HAENDEL et. al., 2007; BURET, 2008; WENSAAS,
LANGLAND; RORTVEIT, 2010), distensdo abdominal, nduseas, perda de apetite e
vomitos em infecc¢des crénicas, contudo, na maioria dos casos a infeccdo costuma
ser assintomatica (BURET, 2008). Este constitui um dos protistas mais prevalente,
infectando o intestino delgado humano (LEITSCH, 2011; BURET, 2008) em cerca de
10% da populagéo do mundo de forma endémica e epidémica (VALDEZ et al, 2009).

Figura 17 - Ciclo bioldgico da Giardia lamblia: (1) colénias de G. lamblia aderida a
mucosa duodenal; (2) eliminagcao de trofozoites em fezes diarreicas, que perecem ao
chegar no exterior; (3) eliminacdo de cistos em fezes solidas; (4) e 5) ingestédo de
cistos junto com alimentos ou agua contaminada, que ao chegarem no duodeno
formam colénias.

Fonte: NEVES, 2003

Em paises desenvolvidos, a G. lamblia infecta cerca de 2% de adultos e de 6
a 8% de criancas (BUSATTI et. al., 2007) enquanto, em paises subdesenvolvidos, a
prevaléncia de giardiase varia de 20 a 60%, e a estimativa € de que existam cerca
de 200 milhdes de casos sintomaticos na Africa, Asia e América do Sul
(THOMPSON, 2000). Nesses paises, a giardiase merece uma atencdo especial,
porque contribui enormemente para gerar adultos com deficiéncias fisicas e mentais
(HAENDEL et. al., 2007). Tem sido implicada nos distarbios fisicos (SIMSEK;
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ZEYREK; KURCER, 2004) e de desenvolvimento cognitivo entre criancas
(THOMPSON et al, 1993).

Apesar de sua significativa morbidade, causando consideravel impacto
socioeconbmico, especialmente nos paises subdesenvolvidos, a giardiase €
largamente ignorada (BUSATTI et al, 2013). Ela constitui uma doenca negligenciada,
porém, uma variedade de agentes quimioterapéuticos tem sido utilizada para o seu
tratamento. No entanto, muitos dos farmacos utilizados exibem efeitos secundarios
significativos e sédo contra-indicados, em alguns casos (BUSATTI et al, 2013).

O principal farmaco usado para o tratamento da giardiase é o MTZ,
entretanto, existem outros farmacos eficientes como o benznidazol, o albendazol, o
5-nitrotiazol, a nitazoxanida, o 5-nitrofurano, a furazolidona e a quinacrina, um
derivado de acridina (UPCROFT; UPCROFT, 2001). Derivados de MTZ sao
compostos com atividade giardicida eficiente (tabela 10, pagina 100), constituindo
uma alternativa para o tratamento da giardiase (BUSATTI et al, 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

v Investigar o comportamento eletroquimico do metronidazol e seus derivados,
bem como a reatividade frente ao DNA, a fim de auxiliar no entendimento do

mecanismo molecular de ac&o bioldgica desses compostos

2.2 Objetivos Especificos

v' Analisar o perfil voltamétrico para cada composto nos meios aprético e
protico;

v Propor o mecanismo eletrddico;

v' Correlacionar o potencial do primeiro pico catddico (Eplc) com a atividade
giardicida, ja descrita na literatura,

v’ Investigar a reatividade dos compostos frente ao dsDNA e ao ssDNA.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Produtos quimicos e solventes

Foram utilizados reagentes e solventes de grau P.A. Para os estudos

realizados em meio aprético, utilizou-se como solvente a solucdo de N,N-
dimetilformamida (DMF), 99,8% AcroSeaI®, e como eletrdlito de suporte (ES), o

hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPFs), da Sigma Aldrich enquanto em meio

prético, utilizou-se uma solugéio a 0,1 mol L™ de tampéo fosfato pH 7,2.

3.2 Preparagfes quimicas

Todas as substancias avaliadas no presente estudo (tabela 5) foram
sintetizadas, purificadas e caracterizadas, utilizando-se as técnicas espectrométricas
usuais, por Lucas Lopardi Franco, aluno de doutorado, sob a supervisdo do Prof. Dr.
Ricardo José Alves, no laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais.

Tabela 5 - Metronidazol e seus analogos. a) Conjunto A: compostos com substituintes
sem caracter fortemente abandonador; b) Conjunto B: compostos com substituintes
com caracter fortemente abandonador (continua).

a)
Nome IUPAC Sigla Estrutura Quimica Massa Molar

(g/mol)
1-(2-Hidroxiletil)-2-metil-
5-nitroimidazol ou 2-(2- MTZ N— 171,06

metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etanol %/N\/\OH
N+
oF o

1-(2-Fluoretil)-2-metil-5- F-MTZ 173,06
nitroimidazol N—
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Tabela 5 - Metronidazol e seus anélogos. a) Conjunto A: compostos com substituintes
sem caracter fortemente abandonador; b) Conjunto B: compostos com substituintes
com carécter fortemente abandonador (concluséo).

1-(2-Cloroetil)-2-metil-5- Cl- MTZ 189,03
nitroimidazol N—
%/N\/\CI

o” o
1-(2-Azidaetil)-2-metil-5- Nz- MTZ 196,07
nitroimidazol N
N
N
X \\\ V4
Y
N* N/
o7 o
b)
Nome IUPAC Sigla Estrutura Quimica Massa Molar
(g_j/mol)
1-(2-Bromoetil)-2-metil- Br- MTZ 232,98
5-nitroimidazol N—
%/N\/\Br
N+
oF \o

1-(2-lodoetil)-2-metil-5- I- MTZ 280,97
nitroimidazol N—

1-(2-Mesiloxietil)-2- Ms- MTZ 249,04
metil-5-nitroimidazol Ne—

J O
o
2N
o o
1-(2-Tosiloxietil)-2- Ts- MTZ o) 325,07
metil-5-nitroimidazol \\S/O
N W N
\%
Noad
©)

Fonte: Autor, 2015
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3.3 Estudos Eletroquimicos

Os ensaios eletroquimicos foram realizados a temperatura ambiente em
potenciostato/galvanostato PGSTAT (SERIAL N°. AUT73222) da Metrohm Autolab®
em um sistema de trés eletrodos. A cela eletroquimica usada foi de vidro pyrex (5
mL) que continha 6 orificios, dois deles, de pequeno diametro, tendo sido fechados.
Um deles foi usado para a entrada e saida do gas inerte (Argbnio). Nos trés
restantes foram acoplados trés eletrodos, de trabalho, de referéncia e auxiliar, em
condicBes favoraveis para a ndo entrada do ar. Como eletrodos de trabalho usou-se
o carbono vitreo, diametro interno 1 mm (Catalog No. 002412) da Electrochemistry &
Spectroelectrochemistry (AS), carbono vitreo, didmetro interno 3 mm (MF-2012
BASI) e o eletrodo de ouro, didmetro interno 3 mm (6.1204.320 Au) da Q Metrohm. O
eletrodo de prata, cloreto de prata (Ag/AgCl/Cl'(Sat), (MW-2030/09-2010 BASI) foi
usado como eletrodo de referéncia, enquanto como eletrodo auxiliar, usou-se o fio
de platina.

O tratamento dos dados foi realizado através do programa Origin 8.0 e
alguns ajustes da linha de base para os voltamogramas de pulso diferencial na
investigacdo da interacdo dos substratos com dsDNA foram feitos no programa

Origin 6.0, ndo executavel.

3.3.1 Ensaios em meio aprotico

Os ensaios em meio aprotico foram conduzidos usando-se como solvente a
solucdo de Dimetilformamida (DMF) e o sal hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
(TBAPFg). DMF é um solvente aprético polar (hidrofilico) com alto ponto de ebulicéo.
Ha necessidade de se trabalhar com DMF totalmente anidro, pois, a presenca de
agua interfere em estudos eletroquimicos, em meio aproético. Para o presente
experimento ndo houve necessidade de um pré-tratamento (purificacdo, por
exemplo) do DMF porque foi adquirido ja em condi¢des ideais de uso.

O TBAPFs foi purificado por recristalizacdo. Vinte e cinco gramas (25 g) de
hexafluorofosfato de tetrabutilaménio (TBAPFg) foram dissolvidos em 100 mL de
etanol a quente e sob agitacdo. Em seguida, resfriou-se até temperatura ambiente,
esfriou-se na geladeira e filtrou-se. Este procedimento foi realizado trés vezes e no

fim, secou-se o sal a vacuo por um periodo de 48 horas de modo a evaporar-se toda



59

a quantidade de &lcool usada para a dissolucdo. Depois de secado, o sal foi
armazenado em frascos de estoque.

Uma das etapas durante a recristalizacdo € a filtracdo a quente, porém, nao
foi realizada uma vez que provocava precipitacdo apesar de ter sido realizada sob
vacuo, e uma vez que o sal ndo apresentava impurezas (particulas suspensas)
visiveis a olho nu, esta etapa foi descartada.

Os eletrodos de trabalho foram preparados fazendo-se o devido polimento
da sua superficie, utilizando-se alumina, com trés granulometrias. Usou-se de forma
sequenciada alumina de 1,0 pum; 0,5 pm e 0,3 um, nas trés fases de polimento
seguida de uma lavagem com agua Milli-Q abundantemente e depois levados ao
ultrassom em etanol, por 30 segundos. Diferentemente dos eletrodos de carbono
vitreo que apenas tiveram uma limpeza mecéanica, o eletrodo de ouro, depois do
polimento com alumina, teve sua superficie tratada com pasta de diamante (1 ym) e
0 excesso era retirado com algodao encharcado em acetona, seguida de mais uma
secdo em ultrassom por 30 s em etanol, para remocao das particulas restantes.
Particularmente ao eletrodo de ouro, antes da verificacdo da area eletroativa através
de voltametria ciclica na solugéo de ferricianeto de potassio/ferrocianeto de potassio
de 1 mmol L™ em solucdo de KCI 0,1 mol L™, procedeu-se a limpeza eletroquimica,
em solucdo de &cido sulfarico 0,1 mol L™, na faixa de potencial entre -0,4 a 1,5 V
(0,1 V s durante 10 ciclos. Ap6s a limpeza e verificacdo da area eletroativa, 0s
eletrodos foram usados em estudos eletroquimicos em meio aproético e prético.

Em uma cela eletrolitica, adicionou-se o eletrolito de suporte (DMF +
TBAPFg), tendo-se desaerado sob agitacdo com gas inerte argénio durante 15-20
minutos. Fez-se apenas varreduras duplas do eletrdlito de suporte na velocidade de
0,1 V st 0,01 V s* e 100 Hz para VC, VPD e VOQ, respectivamente, com
respectivo registro dos voltamogramas na faixa de potencial entre 0.5 a -2.8 V.
Estudou-se a influéncia da velocidade de varredura em relacdo aos substratos em
estudo (MTZ, F-MTZ, CI-MTZ, Br-MTZ, I-MTZ, N3-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ) através
de VC onde se variou a velocidade entre 0,01 a 1 V s™. Em VOQ, os voltamogramas
foram registrados na frequéncia de 100 Hz (aquela que oferece melhor definicdo dos
picos, com maiores intensidade e rapidez durante a execucdo experimental),
enquanto em VPD, o registro foi a 0,01 V s™. Os ensaios foram conduzidos a uma
concentracéo constante de 2 mmol L™ para todos os compostos.
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Alguns ensaios em meio aprotico foram realizados em eletrodo de ouro. Tal
procedimento visava fundamentalmente investigar o comportamento eletroquimico
de analogos com grupos fortemente abandonadores, comparando assim 0s

voltamogramas registrados com aquele obtidos em carbono vitreo.

3.3.2 Ensaios em meio protico.

Nos ensaios eletroquimicos em meio protico, usou-se como eletrélito suporte
solugdo tampéo fosfato (pH 7,2) preparada pela dissolucdo de 1,38 g de fosfato
monobasico (NaH,PO,) e 1,78 g de fosfato dibasico de sddio (Na;HPO,4) em 100 mL
de agua purificada em um sistema Millipore. A determinacéo e o ajuste do valor de
pH da solucdo foram feitos em pH-metro modelo Quimis Q400A. O procedimento
experimental nas trés técnicas (VC, VPD e VOQ) seguiu o0 mesmo protocolo feito em
meio aprético. Entretanto, a faixa de potencial para o registro dos voltamogramas foi
restringida entre 0.5 a -1.5/-1.8 V.

3.4 Investigacdes da interacdo dos compostos com DNA (Calf Thymus)

3.4.1 Ensaios Espectroscopicos

Os ensaios da interacdo do MTZ com o DNA por espectroscopia foram
realizados num espectrofotbmetro UV-Vis 8453 da AGILENTS TECHNOLOGIES.
Trabalhou-se com tampédo fosfato, pH 7,2 em meio etandlico (20% v/v), em

concentracdes fixas e variadas do MTZ e DNA.

3.4.2 InvestigacBes da interacdo dos compostos com DNA por Voltametria de
Pulso Diferencial (VPD)

3.4.2.1 Preparo do gel de dsDNA e estudo da interacdo do filme formado com as
amostras em analise (MTZ e seus analogos)

A preparagcdo do gel de dsDNA consistiu na solubilizacédo de 6,0 mg de
dsDNA em 0,5 mL de tampé&o acetato (pH 4,5) seguida de refrigeracdo por tempo
minimo de 48 horas antes do uso, para completa solubilizagdo e formacao do gel de
DNA. A modificacdo do carbono vitreo apds polimento cuidadoso do mesmo nas
condi¢Oes descritas na seccdo 3.3.1 consistiu na colocagéo de cerca de 10 uL do gel
de dsDNA. Antes da adicdo do gel, fez-se o condicionamento eletroquimico da

superficie de ECV por VPD com cinco (5) varreduras subsequentes na faixa de
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potencial entre 0 a +1,5 V a 0,005 V s’ com 120 segundos de tempo de
condicionamento e sem aplicagdo de potencial. Este procedimento visava completa
estabilizacdo da superficie eletrédica, de modo a ativa-la ou polariza-la
positivamente, permitindo interacdes eletrostaticas entre este e os grupos fosfato
negativos do dsDNA, garantindo assim a imobilizacdo do dsDNA. A formacgédo do
filme na superficie de CV consistiu em secar o gel de dsDNA num ambiente de

argonio, em fluxo leve.

O eletrodo modificado com dsDNA foi posteriormente usado para as leituras
em VPD na faixa de potencial entre -0,1 a +1.4 a uma velocidade de 0,005 V s™. As
leituras foram feitas para o branco (tampéo fosfato mais 20% de etanol), e para a
amostra (c = 1,0 x 10® mol L") nas seguintes condicdes: (i) com 15 minutos de
contato, (ii) com potencial aplicado por 120 segundos (iii) com potencial aplicado por
240 segundos e finalmente (iv) depois de 10 ciclos em voltametria ciclica (faixa de
-1,2 a 0 V), seguida imediatamente de VPD na faixa de potencial em referéncia.
Para cada leitura fazia-se um novo polimento do eletrodo até se obter a area
eletroativa similar a do inicio do experimento, novo condicionamento e nova

formacao do filme de dsDNA.

3.4.2.2 Preparo da solucao de ssDNA pelo método &cido-base e estudo da interacao
da mesma com as amostras.

A solucdo de ssDNA é preparada pela desnaturacdo do dsDNA, onde
pesou-se 3,0 mg deste e adicionou-se 1,0 mL de &cido cloridrico (0,1 mol L™)
seguida de aquecimento a +100 °C, em banho-maria até solubilizacdo completa
durante uma (1) hora. Para neutralizacdo da acidez, adicionou-se 1,0 mL de solucéo
de NaOH (0,1 mol L") e, completou-se o volume para 10,0 mL com solugéo tamp&o
acetato (pH 4,5). Esta solucéo foi deixada em armazenamento sob refrigeracdo por
um periodo de pelo menos 24 horas para sua estabilizacéo.

Com a solucdo de ssDNA estavel, fez-se a leitura do branco na faixa de
potencial anddica na técnica de VPD a 0,005 V s (0 a +1,4 V) e depois o estudo da
interacdo dos substratos com ssDNA nas concentraces de 1,0 x10°°, 1,0 x10®, 1,0
x10™ mol L™. Apés cada adicdo de aliquota da amostra, esperava-se quinze (15)
minutos para permitir sua interacdo com a solucdo de ssDNA. Na dUltima
concentracdo (1,0 x 10* mol L) fez-se também uma varredura com aplicacdo de

potencial de reducao caracteristico dos mesmos.
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Para melhorar a visualizacdo e identificacdo dos picos, tanto no dsDNA
guanto no ssDNA, os voltamogramas séo apresentados com linha de base corrigida
a partir do software GPES 4.9, seguindo os seguintes passos: Na janela de trabalho
do programa seleciona-se Edit data — Baseline correction — Moving average —
Make correction — Ok, e depois pelo Origin 6.0 (particularmente para o0s
voltamogramas registrados através do filme dsDNA), que segue 0s seguintes
passos: na janela do trabalho, clica se em Tools — Baseline — Automatic — Modify

— Subtract.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da voltametria ciclica foram obtidos os resultados experimentais
referentes ao estudo eletroquimico das amostras (MTZ e seus analogos) em meios
aprotico e protico, tendo se verificado a influéncia da velocidade para cada pico
catodico na faixa entre 0,01 e 1 V s, visando adquirir informacées qualitativas que
auxiliam na elucidacdo do mecanismo de transferéncia eletrbnica. Foi também
registrado o perfil voltamétrico para cada composto, usando as técnicas de VPD e
VOQ, nas velocidades de 10 mV s™ e 100 Hz, respectivamente. A técnica de VPD foi
ainda usada para a investigacao eletroquimica da interacdo das amostras com o
dsDNA e o ssDNA.

4.1 Estudo do Metronidazol e seus analogos em meio aprético por
voltametria ciclica.

Objetivando-se associar algumas caracteristicas comuns mais evidentes e,
facilitar a analise e discussédo dos voltamogramas registrados em meio aproético, 0s
compostos foram agrupados em dois conjuntos: Conjunto A, constituido pelas
substancias MTZ, F-MTZ, N3-MTZ e CI-MTZ, todos com o primeiro pico catédico
menos intenso em relacdo ao segundo, evidenciando também um comportamento
de reversibilidade (onda la) na varredura reversa em quase todas as velocidades
escolhidas para o estudo. No conjunto B fazem parte Br-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-
MTZ, cuja caracteristica principal € a presenca do primeiro pico catédico mais
intenso que o segundo e, sem o0 seu correspondente anédico na varredura reversa

em quase todas as faixas de velocidades empregadas.

Parametros especificos que ajudam na andlise do processo eletrddico estédo
definidos na literatura, dentre eles destacam-se o tipo de transporte de massa, o
mecanismo de transferéncia de elétrons envolvido, a razdo dos picos anddico e

catodico, a relacdo entre a corrente e a concentragao, etc.

4.1.1 Analise do perfil voltamétrico dos substratos agrupados no conjunto A

Conforme pode ser observado a partir dos voltamogramas registrados em
carbono vitreo (d = 1 mm) a 0,1 V s, concentracdo de 2,0 x 10 mol L™ para cada
composto deste conjunto (figura 18), a reducdo em meio aprético € caracterizada por
dois picos de onda, sendo o primeiro correspondente a formacéo do anion radical
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nitro (RNO, ) numa transferéncia monoeletrdnica reversivel e o segundo em
potenciais mais negativos que o0 primeiro, que pela intensidade de corrente
associada a falta do seu correspondente anodico, presume-se corresponder a um
processo multi-eletrénico, totalmente irreversivel que leva a formacdo do &anion
radical nitroso [(RNO"), figura 19], entre outros produtos de reducdo estendida, tal
como pode ser julgado pelo aparecimento do pico lla e/ou ombro lla na varredura
reversa (ANDRES; ECMANN; SMITH 2013).

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos de MTZ e seus derivados em DMF + TBAPF; 0,100
mol L?; eletrodo de carbono vitreo (d =1 mm); c=2mmol L™, +=0,1V s™.
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Fonte: Autor, 2015.

Ainda na varredura reversa, € possivel observar o pico anddico designado
por la. Feito o corte para a primeira onda catodica (Ic) comprova-se a presenca do
seu correspondente anddico, revelando a estabilidade do &anion radical nitro,
contrariamente ao corte ap0s a segunda onda de reducéo (lic), pois, ndo se
evidencia o par anddico correspondente e presume-se que este seja instavel
(CAVALCANTI, 2004).
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Muitas similaridades séo verificadas para estes compostos. Segundo dados
obtidos a partir de VCs, mostrados na figura 18, seus picos de redugéo e oxidacao
aparecem em potenciais bem proximos, particularmente para MTZ, F-MTZ, N3-MTZ,
figura 18a, b e d, respectivamente. O par redox Ic/la apresenta intensidade de
corrente (altura dos picos) muito proxima. Para todos 0os compostos do conjunto A,
cortes feitos em potenciais proximos a Egc evidenciam o surgimento da onda de pico
la e sem o aparecimento da onda lla, o que comprova que esta Ultima é dependente
da segunda reducéo, aparecendo apenas em velocidades elevadas (a partir de 0,1 V
s™) no corte do segundo pico de reducdo (llc) para o CI-MTZ (figura 18c), enquanto
para os outros é evidente mesmo em velocidades abaixo de 0,1 V s™.

Particularmente ao derivado inédito (F-MTZ), figura 18b, a onda anddica lla
manifesta-se de forma evidente a partir de velocidades menores (0,035 V s™)
diferentemente ao que acontece com o padrdo MTZ e os derivados N3-MTZ e
CI-MTZ. Embora o segundo pico de redugédo seja mais intenso que o primeiro para
todos, algumas diferencas existem entre eles: ele € mais acentuado no derivado
N3-MTZ com menor intensidade de corrente para CI-MTZ, enquanto MTZ e F-MTZ
estdo na intermediaria. Estas diferencas podem ser explicadas pelo efeito do grupo
substituinte, sua polarizagdo bem como a tendéncia de continuar covalentemente
ligado ou ndo apb6s a primeira reducdo. O derivado CI-MTZ apresenta um
comportamento intermediario entre os dois conjuntos (para além do seu pico llc
menos intenso, seu potencial de reducao, Eplc é menos catédico em relacdo aos
outros do conjunto A), fato que pode ser justificado por ser um grupo abandonador
mediano, como pode ser visto nas tabelas em anexo (tabelas 12 e 13 na pagina

122) sobre a habilidade dos grupos abandonadores.

A patrtir dos valores dos potenciais de reducéo do primeiro pico (figura 18), €
possivel estabelecer uma ordem na facilidade de reducéo destes substratos: CI-MTZ
> N3-MTZ > F-MTZ > MTZ.
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Figura 19 - Racionalizacdo mecanistica das etapas envolvidas no processo de
reducdo dos compostos do conjunto A em meio aprético.
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Fonte: ANDRES; ECMANN; SMITH, 2013, adaptado.

O processo mecanistico destacado na figura 19, partindo do anion radical
(apbés primeira reducao) envolve dois elétrons, que podem ser correspondentes
tendo em conta o tamanho do pico llc na figura 18, especificamente para os
compostos MTZ, F-MTZ e N3-MTZ, mas o tamanho do pico lla para todo o
5-nitroimidazol inicial reduzido pode indicar a ocorréncia de reagdes adicionais ou
acopladas como protonacao (devido a agua residual do solvente) do anion radical
nitroso (RNO™) conduzindo a dimerizacdo e formacdo de grupo azoxi que também
pode sofrer outras reacgdes, por exemplo, uma reducéo quimicamente irreversivel ao
azo e hidrazo, o que pode explicar a falta da corrente de oxidacdo na varredura
reversa (ANDRES; ECMANN; SMITH 2013). A partir da descricdo acima bem como
a razdo Iplc/v”, (tabela 6a, b, ¢ e d) que tende a diminuir com o aumento da
velocidade (v), 0 mecanismo mais provavel para estes compostos seria ECE; pois,
em reacdes eletrodicas ECE, a relacdo Iplc/ v varia com a velocidade, mas pode
atingir um valor limite em altas ou baixas velocidades de varredura. Iplc/ v (baixas
velocidades) > Iplc/ v* (altas velocidades) (SOUTHAMPTON
ELECTROCHEMISTRY GROUP, 2011).
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Tabela 6 - Analise da razédo Iplc/vl/z para os compostos MTZ (a), F-MTZ (b), CI-MTZ
(c) e N3-MTZ (d).

a) b)
Mz F-MTZ
v (Vs | |lplc/ v 2 v (Vs) 1 plc/ v 2]
0010 193115 0,020 10,5658
0020 18,0035 0035 192779
0035  17.3400 0050 192284
0050  17.1635 0075 101333
0075 169068 0100 19,0500
0100  17.1682 0200  18.9500
0200 166845 0300  18.8436
0300 165535 0400 186206
0400 16,5554 0500 184416
0500 165685 100 180145

1,00 16,5527

CI-MTZ NaMTZ

v (Vs | |Iplc/v*? v (Vsh | |Iplc/v??
0,010 18,3441
8’8;8 3?’?282 0,020 16,9547
0,035 18,4400 0,035 16,3987
’ ’ 0,050 153552

8’8?2 ié’ééﬁg 0,075  14.2903
’ ’ 0100 16,2514

0,100 16,4734
0,200 16,0499
0,300 16,2972
0,400 16,3383
0,500 16,5253
1,00 22,5800

4.1.1.1 Andlise da velocidade de varredura: sua relacdo com a Intensidade e
Potencial do primeiro pico catédico.

Alguns dos parametros eletroquimicos mais importantes, como 0s potenciais
dos picos catodico e anddico (Epc e Epa) € as correntes do pico catodico e anodico
(Inc € lpa) em fungéo da velocidade de varredura em voltametria ciclica fornecem
informacdes fundamentais no entendimento do mecanismo eletroquimico envolvido.
Os critérios diagnosticos dos diferentes processos eletrodicos explicam o transporte
que controla um determinado processo eletroquimico através da relacdo entre a

corrente de pico, I, e a velocidade de varredura, v. Assim, em processos controlados
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por difusdo, a corrente de pico varia linearmente com a raiz quadrada da velocidade
de varredura (I,~ v1/2) quer em processos reversiveis assim como em irreversiveis
e naqueles controlados por adsorcao, a corrente de pico varia linearmente com a
velocidade (I, ~ v).

Nos experimentos realizados, observa-se que a intensidade de corrente,
para estes compostos € diretamente proporcional a raiz quadrada da velocidade, ou
seja, 0 processo de transporte de massa até a superficie eletrodica é controlado por
difuséo (figura 20). Um dos critérios usados para julgar a reversibilidade quimica das
reacoes eletrédicas € a razdo entre as correntes anddica e catddica (Ipla/lplc). Para
um processo reversivel ou nernstiano (sistema no qual a velocidade de transferéncia
de elétrons é alta, com controle realizado por transporte de massa), em que a
espécie eletrogerada € estavel, esta razdo € constante e igual a unidade (BARD;
FAULKNER, 1944; ZANELLO, 2003; WANG, 2006). Uma vez que os valores de
Ipla/lplc s&o préximos a unidade, os processos em analise sdo classificados em
nernstianos ou sistemas reversiveis com produto estavel para a primeira onda. A
razdo de corrente, Ipla/lplc, é igual a unidade apenas se a = 0,5. Caso contrario, se
a> 0,5, Ipla/lplc < 1; se a < 0,5, Ipla/lplc > 1 (ZANELLO, 2003).

Figura 20 - Analise da corrente de pico (l,c) para a primeira onda em fung¢édo da raiz

guadrada da velocidade de varredura, v'/2 (DMF + TBAPFg 0,100 mol L™) para os
compostos MTZ, F-MTZ, CI-MTZ e N3-MTZ. (continua).
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Figura 20 - Analise da corrente de pico (I,c) para a primeira onda em fung¢éo da raiz

guadrada da velocidade de varredura, v'/2 (DMF + TBAPF¢ 0,100 mol L™ para os
compostos MTZ, F-MTZ, CI-MTZ e N3-MTZ. (conclus&o).
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Fonte: Autor, 2015

Tao quanto a razdo das correntes dos picos anodico e catddico(lpla/ipic), o
potencial de separagéo dos picos (AEp) € outro parametro importante usado nos
critérios de diagnostico dos sistemas nernstianos (ZANELLO, 2003). Para o
potencial do primeiro pico catodico (Ep), verifica-se um deslocamento (para valores
de potencial negativo para as etapas de reducao), principalmente com o aumento da
velocidade, um comportamento tipico de sistemas reversiveis ou quase-reversiveis
e, na sua relacdo com o logaritmo decimal da velocidade de varredura, logv,
observa-se uma ligeira variagcdo entre os dois parametros, onde em velocidades
crescentes, a reta definida pelo grafico Epc vs. log v apresenta-se com uma
inclinacdo sutil, sugerindo uma relacdo de ligeira variancia com o potencial, sendo
gue em alguns casos os dados séo crescentes e decrescentes, figura 21. Assim, a
partir das observagbes acima registradas, bem como pela presenca da onda
anodica, la, referente ao primeiro processo catodico, Ic, e a razéo Ipla/lplc proxima a
unidade (tabela 7) presume-se que o primeiro processo de reducao seja de natureza
reversivel, conforme ditam os testes de diagndstico (ZANELLO, 2003; OLIVEIRA,
2004; DE SOUZA, 2011).
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Figura 21 - Gréafico da relagéo entre o potencial do pico catodico (Epc) para a primeira
onda em funcgédo do logaritmo decimal da velocidade, logv (DMF + TBAPFs 0,100 mol
L™ para os compostos MTZ, F-MTZ, CI-MTZ e N3-MTZ.
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Tabela 7 - Parametros eletroquimicos para os compostos do conjunto A. Eletrodo de
Carbono Vitreo (d = 1 mm), E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat.), v= 0,100 V s™.

Substrato -Epc (V) -Epia (V) AE; (MV)  -Epic (V) -Ipla (uA)  -Iplc (WA)  Ipla/iplc
MTZ 1.097 1.031 66 1.929 4.9+1 5.4+1 0.907
F- MTZ 1.079 1.004 75 2.177 5.941 6.0+0 0.983
Cl- MTZ 1.031 0.929 102 1,929 4.4+0 4,8+1 0.916
Ns- MTZ 1.053 0.995 58 2.323 5.3t1 5.1+1 1.039

Fonte: Autor, 2015.

4.1.1.2 Comparacao dos voltamogramas em funcdo da velocidade, dos compostos

do conjunto A.

Para as substancias em analise (conjunto A, figura 22) existem algumas

manifestacbes constantes para todas elas. Com o aumento da velocidade de

varredura, o agrupamento formado pelos picos Ic assim como lIc intensifica-se. O

deslocamento catddico € verificado apenas para o pico llc em velocidades
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superiores (+ > 0,100 V s™) assim como para o agrupamento de picos lla. Este

comportamento indica uma forte dependéncia do potencial de pico com a velocidade

de varredura,

um caso tipico para transferéncia de elétrons controladas

cineticamente, por causa da forte dependéncia do potencial com as constantes de
velocidade de transferéncia de elétrons (ANDRES; ECMANN; SMITH 2013).

Figura 22 - Voltamogramas ciclicos em velocidades diferentes (= = 0,035, 0,100 e 0,200
V s para os compostos MTZ, F-MTZ, CI-MTZ e N3-MTZ (DMF + TBAPFs 0,100 mol L™)
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la se mantém praticamente constantes, enquanto o

agrupamento de picos designados por lla ndo se manifesta em velocidades abaixo
de 0,100 V s para MTZ e CI-MTZ e N3-MTZ.



72

4.1.1.3 Comparacéo dos voltamogramas sucessivos (primeira e segunda varreduras)
para o conjunto A.

A analise da varredura sucessiva na VC permite a inferéncia e compreensao
das espécies geradas assim como consumidas na superficie eletrédica. Para os
voltamogramas dos compostos do conjunto A (figura 23), observou-se um
deslocamento sutil assim como uma ligeira diminuicdo da intensidade dos picos da
segunda varredura, revelando passivac¢do da superficie eletroativa com o aumento

do nimero de varreduras.

Figura 23 - Voltamogramas ciclicos em varreduras sucessivas para 0S compostos
MTZ, F-MTZ, CI-MTZ e N5-MTZ; (DMF + TBAPF¢ 0,100 mol L™); +»=0.100 V s™.
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Fonte: Autor, 2015.

4.1.2 Analise do perfil voltamétrico dos compostos no conjunto B

A partir dos dados dos voltamogramas registrados em carbono vitreo (d = 1
mm) a 0,100 V s, concentracdo de 2,0 x 10 mol L (figura 24), a reducao destes

compostos em meio aprotico é caracterizada por dois picos catodicos.

Diferentemente dos compostos agrupados no conjunto A, os do conjunto B
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apresentam o primeiro pico de reducdo mais intenso que o segundo, e ainda mais,
ndo exibem o correspondente anddico. Tal como no conjunto A, a primeira onda de
reducdo corresponde a formac&o do anion radical nitro (RNO,") numa transferéncia
monoeletrénica, porém, para este caso a transferéncia de elétrons é irreversivel, e o
segundo em potenciais mais negativos que o primeiro, levando provavelmente a
formacdo do radical centrado no C1 (da cadeia lateral) e liberacdo do substituinte

num processo irreversivel.

Figura 24 - Voltamogramas ciclicos dos derivados do MTZ em DMF + TBAPFs 0,100
mol L™; eletrodo de carbono vitreo (d =1 mm); ¢ =2 mmol L™, +»=0,100 V s*
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Fonte: Autor, 2015

A excecao do derivado substituido por tosila com um s6 pico catddico, e sem
0 seu correspondente anddico (figura 24d), os restantes (bromado, clorado e
mesilado) apresentam dois picos de reducdo, mas também sem a correspondente

onda de oxidacdo la. O pico de onda lla sO € bem evidente em velocidades
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superiores (a partir de 0.200 V s™). O derivado bromado mostrou ainda ombros Ilic e
IVc em quase todas as velocidades.

O emprego de alguns critérios de diagnéstico (dependéncia do Ep com a
velocidade, por exemplo), a auséncia da onda la correspondente na varredura
reversa permite sugerir que o processo mecanistico para os compostos do conjunto
B, figura 25, € ECE (CAVALCANTI et al, 2004), onde devido a presenca de um
grupo fortemente abandonador, ocorre uma eliminacéo redutiva de primeira ordem
pelo processo de transferéncia de elétrons dissociativa (TED). E ainda possivel dar
lugar a outros processos acoplados como as reagfes de dimerizagao.

Figura 25 - Racionalizacdo mecanistica das etapas envolvidas no processo de
transferéncia de elétrons dissociativa para os compostos com grupos fortemente
abandonadores em meio aprotico.
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Fonte: OLIVEIRA, 2004; ALVAREZ-GRIERA; GALLARDO; GUIRADO, 2009; ANDRES;
ECMANN; SMITH 2013; adaptado.



75

4.1.2.1 Anadlise do efeito da velocidade de varredura para os compostos do conjunto

B: sua relagcdo com a Intensidade e Potencial do primeiro pico catodico.
Similarmente aos compostos do conjunto A, para o conjunto B, verificou-se

gue o processo de transporte de massa até a superficie eletrédica é controlado por

difuséo, pois, h4 uma proporcionalidade direta entre a corrente de pico (Ic) e a raiz
guadrada da velocidade (figura 26).

Figura 26 - Analise da corrente de pico (I,c) para a primeira onda em fung¢éo da raiz

guadrada da velocidade, v'/2 (DMF + TBAPFg 0,100 mol L) para os compostos
Br-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ
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Fonte: autor, 2015.

Nos processos irreversiveis, o potencial do pico catodico direto (Epc)
desloca com a velocidade de varredura (para valores mais catédicos para processos
de reducéo) (ZANELLO, 2003). Assim, no que tange a relacdo entre o potencial do
primeiro pico catodico (Epic) e o logaritmo decimal da velocidade de varredura, logv ,
observa-se uma oscilacéo evidente entre os dois parametros, onde em velocidades
crescentes a reta definida pelo grafico Egc vs. log v apresenta-se majoritariamente

decrescente, figura 27. Esta verificacdo associada a auséncia da onda anddica, la
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na varredura inversa do potencial e o valor do potencial de pico e o potencial de
meio pico diferentes por um valor ligeiramente superior a 48/an mV (tabela 8)

presume-se que o processo de reducéao seja irreversivel (WANG, 2006).

Figura 27 - Grafico da relagdo entre o potencial do pico catodico (l,c) para a primeira
onda em fung&o do logaritmo decimal da velocidade, logv (DMF + TBAPFg 0,100 mol
L") para os compostos Br-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ
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Fonte: Autor, 2015

Tabela 8 - Parametros eletroquimicos para os substratos do conjunto B. Eletrodo de
Carbono Vitreo (d = 1 mm), E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat.), v=100 mV s™.

Composto -Epic (V) Eplc-Eplc/2 (mV) -Epic (V) -Iplc (MA)
Br-MTZ 1,044 52,2 1.947 7.315
[-MTZ 0,982 49,1 1.960 8,956
Ms-MTZ 1,048 52,5 2,128 6,549
Ts-MTZ 1,039 51,9 6,033

Fonte: Autor, 2015.
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4.1.2.2 Comparacédo dos voltamogramas em funcédo da velocidade de varredura dos
substratos do conjunto B.

Analisando os voltamogramas deste conjunto para as trés velocidades em
referéncia (0,0350; 0,100 e 0,200 V s*, figura 28) ha um comportamento bem
definido e constante para todos. Para além da intensificacdo dos picos de onda Ic e
llc, com o aumento da velocidade de varredura, a partir da velocidade de 0,200 V s™,
existe uma tendéncia de deslocamento do pico Ic, um deslocamento significativo do
pico llc bem como manifestacdo de quase-reversibilidade, pois, verifica-se o
aparecimento do pico la na varredura reversa. Desta forma, tal como foi
argumentado para o conjunto A, este comportamento indica uma forte dependéncia
do potencial de pico com a velocidade de varredura, um caso tipico para

transferéncia de elétrons controlada cineticamente.

Figura 28 - Voltamogramas ciclicos em velocidades diferentes (» = 0,0350, 0,100 e

0,200V st para os compostos Br-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ; (DMF + TBAPFs 0,100
mol L)
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Fonte: Autor, 2015
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4.1.2.3 Comparacao dos voltamogramas sucessivos (primeira e segunda varredura)
para o conjunto B.

Para os voltamogramas dos compostos deste conjunto (figura 29), notou-se
um deslocamento sutil assim como uma ligeira diminui¢cdo da intensidade dos picos
na segunda varredura.

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos em varreduras sucessivas para 0S compostos
Br-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ; (DMF + TBAPF¢ 0,100 mol L™); +»+=0,100 V s
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Fonte: Autor, 2015.

Genericamente, usando o eletrodo de carbono vitreo (d = 1 mm), em
meio aprotico, a facilidade de reducdo dos oito compostos, representada pelo
potencial de reducéo da primeira onda (Eplc), tabelas 7 e 8 segue a seguinte ordem:
I-MTZ > CI-MTZ > Ts-MTZ > Br-MTZ > Ms-MTZ > N3-MTZ > F-MTZ > MTZ.

E sabido que os potenciais de reducdo desempenham um papel
fundamental na atividade giardicida (TOWMSON et al, 1994; BUSATTI et al, 2007),

e correlacdes entre os potenciais de reducdo e a eficacia farmacoldgica ou de
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toxicidade podem ser descritas (LIVERTOUX; LAGRANGE; MINN, 1996). Assim,
uma vez que todos os derivados do padrao MTZ apresentam potencial de reducao
menos catodico que ele, supde-se que superam a resisténcia por ele sofrida face a
atividade giardicida, apresentando-se dessa forma como candidatos fortes contra a
giardiase (VALDEZ et al, 2009).

4.2 Perfil dos voltamogramas de VOQ para todos 0s compostos em meio
aprético
A VOQ é uma das técnicas com melhores limites de detecc¢do, sendo

comparaveis aos das técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas. Tal como a VC,
a analise dos parametros caracteristicos da VOQ também possibilita a avaliacao
cinética e mecanistica do processo eletrodico em estudo (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003), possibilitando assim a identificacdo dos sinais eletroquimicos e da
reversibilidade ou irreversibilidades dos sistemas.

Na figura 30, apresentam-se 0s voltamogramas com picos bem definidos
associados aos diferentes compostos em andlise com a respectiva separacdo dos

componentes de corrente direta, inversa e resultante na frequéncia de 100 Hz.

Figura 30 - Voltamogramas de onda quadrada dos compostos registrados em carbono
vitreo (d = 1 mm; ¢ = 2 mmol L™*; DMF + TBAPFs 0,100 mol L™); + = 0,100 V s™,

Amplitude de pulso = 50 mV, f = 100 s™ com a separacdo das componentes de
corrente direta (—), reversa (— ) e resultante (—) (continua)
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Figura 30 - Voltamogramas de onda quadrada dos compostos registrados em carbono
vitreo (d = 1 mm; ¢ = 2 mmol L*; DMF + TBAPFg 0,100 mol L™); +» = 0,100 V s™,

Amplitude de pulso = 50 mV, f = 100 s* com a separacdo das componentes de

corrente direta (—), reversa (— ) e resultante (——) (conclus&o)
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Como pode-se ver, a varredura direta e resultante exibem pelo menos dois

picos catodicos (tal como foi verificado na VC), sendo o primeiro mais intenso
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enquanto a varredura reversa mostra pelo menos um pico no potencial andédico,
sugerindo assim um mecanismo eletrodico reversivel para os compostos agrupados
no conjunto A e quase-reversivel para os compostos com grupos fortemente
abandonadores o0 que pode ainda ser sustentado pela nao coincidéncia das
correntes resultante e direta, pois, para sistemas irreversiveis h4 uma coincidéncia
na separacdo das correntes direta e resultante, enquanto em sistemas reversiveis
esta ndo coincide (CABRAL et al, 2003;, SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003), assim
como o aparecimento das trés correntes (direta, inversa e resultante) bem definidas
e intensas (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Portanto, a reversibilidade
manifesta-se no conjunto A enquanto a quase reversibilidade acontece em todos o0s
compostos do conjunto B, o que sustenta de certa forma a sua evidéncia em altas
velocidades em VC (a partir de 0,200 V s™) em sistemas que abaixo da velocidade
em alusdo foram avaliados em irreversiveis.

A feicdo dos voltamogramas de onda quadrada é quase a mesma para todos
embora algumas pequenas diferencas se registrem. Uma caracteristica similar aos
compostos com grupos fortemente abandonadores é a presenca de trés picos de
reducdo na varredura direta assim como na resultante, especificamente para o
Br-MTZ; I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ, figuras 30e, f, g e h, respectivamente.

4.3 Estudo do Metronidazol e seus analogos em meio aquoso por

voltametria ciclica.
Visando mimetizar as condicGes bioldgicas, os estudos do MTZ e seus

derivados em meio proético foram realizados em valor de pH préximo ao fisiolégico
(tampéo fosfato pH 7,2) com 20% de etanol como co-solvente para a solubilizagéao
dos compostos que apresentam uma solubilidade reduzida em meio aquoso.

Os voltamogramas para todos 0os compostos sdo apresentados na figura 31.
Diferentemente do perfil ciclico voltamétrico apresentado pelos compostos em meio
aprotico (pelo menos dois picos catddicos, figuras 18 e 24), para 0 meio protico, a
caracteristica principal é a presenca de uma unica onda catodica (Epc), irreversivel,
bem definida num potencial menos catédico (entre -0,408 e -0,899 V) quando
comparado com o potencial de reducéo (Eplc) em meio apraético.

Para além do pico de onda Ic, observa-se ainda em potenciais mais

catédicos um ombro identificado como lic, a excecdo dos derivados Ms-MTZ e Ts-
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MTZ. Na varredura inversa, € possivel verificar também outro ombro anddico,

designado por la para todos os compostos a excec¢do do derivado Ms-MTZ.

Figura 31 - Voltamogramas ciclicos do MTZ e seus analogos registrados em carbono
vitreo (d =1 mm; ¢ = 1,0 mmol, meio aquoso etandlico (20%)); + = 0.100 V s™ (continua)
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Figura 31 - Voltamogramas ciclicos do MTZ e seus analogos registrados em carbono
vitreo (d = 1 mm; ¢ = 1,0 mmol, meio aquoso etandlico (20%)); + = 0.100 V s™
(concluséo)
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Fonte: Autor, 2015.

O pico de onda Ic corresponde a uma reducdo -caracteristica para
nitroaromaticos em solucfes aquosas puras que ocorre em uma unica etapa, num
processo irreversivel envolvendo um consumo de 4e/4H" que leva a formacédo da
hidroxilamina e liberacdo da agua (ADRES; ECMANN; SMITH, 2013). A
hidroxilamina formada provavelmente seja instavel uma vez que nao ha evidéncia de
picos anddicos na varredura reversa. Assim, ao se reduzir, presume-se que sofra
reacfes de fragmentacdo subsequentes (Oliveira, 2004). O ombro catddico lic
verificado na maioria dos compostos esta relacionado com um processo de reducéo
estendida ou reducdo de produtos de acoplamento, como espécies diméricas,
particularmente ao se iniciar 0 processo com nitroso e sob condicbes de baixa
disponibilidade de prétons. O dimero mais provavel € o azoxi, ArN=N(O)Ar, formado
a partir de qualquer dimerizagédo de ArNOH ou por reacdo de ArNO e ArNHOH com
perda de agua (ADRES; ECMANN; SMITH, 2013).

A racionalizacdo mecanistica pode ser resumida na figura 32. Esta inclui

transferéncias de elétrons, protonacdes e desidratacdo, em um mecanismo classico
ECE.
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Figura 32 - Racionalizacdo mecanistica da etapa eletroguimica envolvida na reducéao
dos compostos em meio aquoso.
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Fonte: ANDRES; ECMANN; SMITH 2013; adaptado.

O estudo eletroquimico do derivado azido (N3-MTZ) em meio prético foi
dificultado devido a instabilidade do composto, ndo sendo possivel registrar todos 0s
dados para a analise do processo de transporte de massa assim como a definicdo
mecanistica na faixa de velocidade escolhida. No meio aquoso, verificou-se um
comportamento contrério, estabilidade com o tempo e em toda a faixa de velocidade
estudada, tendo sido possivel registrar todos os dados necessarios para as
posteriores analises.

Assim, na figura 33a apresenta-se o grafico da relacdo I, vs.v/2 que

caracteriza o processo de transporte de massa até a superficie do eletrodo como
sendo de natureza difusional. Quanto a relacéo do potencial do pico catddico com o
logaritmo da velocidade de varredura (Ep vs.logv), figura 33b, verifica-se uma
inclinagdo um pouco acentuada com o aumento da velocidade, sugerindo um
deslocamento do potencial em funcdo da velocidade. O comportamento no estudo
das fungbes da figura 33b foi praticamente o mesmo demonstrado pelos restantes

compostos em meio aquaoso.
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Figura 33 - a) Analise da corrente de pico (I,c) para a primeira onda de redugdo do

derivado azida (N3-MTZ) em funcao da raiz quadrada da velocidade, v1/2; b) Gréafico da
relacéo entre o potencial de corrente do pico catodico (E,) para a primeira onda em
funcdo do logaritmo decimal da velocidade, logv (Tampéo fosfato; pH 7,2), ¢ = 1,0
mmol; v= 0,100 V s™

a) -16 - b) 0.6 -
N3-MTZ ) N3-MTZ
144 r = 0,99805
-12 1 0,7 4
< ]
F-10, S = .,
Q ~ | |
t 8 .08 "a n
o 2 .
c 6
o]
(&) 4.
0,9
224
00 02 04 06 08 10 48 45 12 09 -06 -03 00
v’ log v
Fonte: Autor, 2015.
4.4 Feicdo voltamétrica dos derivados Br-MTZ e I-MTZ no eletrodo de ouro

Procurou-se utilizar outros materiais eletrodicos de forma a se investigar o
comportamento ciclico voltamétrico dos mesmos em meio aprético.

Como pode ser visto na feicdo voltamérica ciclica da figura 34, uma
caracteristica tipica para a reducdo de nitroaromaticos também se manifesta no
eletrodo de ouro, pois, 0s voltamogramas exibem dois picos de reducéo (Ic e lic), em

meio apraotico tal como foi observado usando o carbono vitreo.

Figura 34. Voltamogramas ciclicos de (a) Br-MTZ e (b) I-MTZ registrados em eletrodo
de ouro (d =3 mm; ¢ = 2,0 mmol L™; DMF + TBAPFs 0,100 mol L™); +» = 0,100 V s™
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Fonte: Autor, 2015
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Para o derivado bromado (Br-MTZ), algumas caracteristicas notadas a partir
do eletrodo de CV mantiveram-se, como é 0 caso da primeira onda catddica (Ic)
mais intensa que a segunda (lic) e sem o0 seu correspondente anddico. Porém, o
pico de onda Ic € mais catédico enquanto que o pico lic € menos catédico quando
comparados com os picos Ic e llc obtidos no eletrodo de CV, respectivamente, figura
24a. Além disso, o pico llc € muito menos intenso no eletrodo de ouro quando
comparado com o llc registrado a partir de CV.

Na varredura para os potenciais anddicos, diferentemente do observado no
CV (auséncia de ondas de pico), com o eletrodo de ouro € possivel observar-se as
ondas llc e llic a uma velocidade de 0,100 V s™. Em relagéo ao derivado iodado (I-
MTZ), um comportamento bem diferente do observado no CV foi registrado. O pico
de onda Ic torna-se menos intenso que o pico de onda llc no eletrodo de ouro e na
varredura para potenciais anddicos registram-se trés picos de oxidacdo, onde o pico
la revela inicio da manifestacdo de quase-reversibilidade para este par. A partir dos
cortes fica claro que o pico lla esta relacionado com o segundo processo de reducao
enquanto o llla evidencia uma certa relacgdo mesmo com o primeiro processo de

reducao.

Embora seja informagao insuficiente e preliminar, as constatagcoes
encontradas para estes dois compostos nos dois tipos de eletrodos mostram de
certa maneira a existéncia de algumas diferencas quando a massa chega a sua
superficie eletroativa. Nitidamente a manifestacdo das ondas de oxidacao para eles
e, particularmente para o derivado iodado, que apresenta o primeiro pico de reducao
menos intenso que 0 segundo e o indicio de quase-reversibilidade do pico Ic na
superficie do eletrodo de ouro, podem nos levar a deduzir que o radical formado a
partir da primeira reducdo segue outras etapas eletroquimicas, ndo interagindo fisica
ou quimicamente com a superficie de ouro, pois, assim acontecendo, apds a
formacdo dos radicais na primeira onda catédica para os derivados com grupos
fortemente abandonadores, uma transferéncia de elétrons dissociativa ou quebra
eletroquimica sucederia, 0 que levaria a formacdo de radicais livres capazes de
enxertarem ou ancorarem-se por interacdo com as ligacdes duplas na superficie em
carbono vitreo (POIZOT et al, 2012; LORCY et al, 2013).

A quebra da ligacdo C-X representa uma transferéncia de elétrons
adicionados a partir do sistema pi para o sistema sigma ortogonal, sendo que a
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mobilidade do halogénio segue a seguinte ordem: F < Cl < Br < | (ALVAREZ-
GRIERA; GALLARDO; GUIRADO, 2009).

4.5 Estudos da interacdo dos compostos com o Acido Desoxirribonucleico

4.5.1 Estudo espectroscopico da interagdo do Metronidazol com o dsDNA

No campo da Quimica e Biologia, o estudo sobre a estrutura, ligacbes
especificas, mecanismo e dindmica das intera¢cdes das moléculas da dupla cadeia
de DNA, assim como com pequenas moléculas que podem reagir com o DNA
covalentemente ou ndo, tém atraido muita atencdo, uma vez que essas interacdes
podem influenciar nos processos de replicacao e transcricdo de DNA in vivo, assim
como podem causar mutacdo de genes que sdo a fonte de muitas doencas
(DEHGHAN; ARVIN; HOSEINPOURFEIZI, 2011).

A espectroscopia de absorcdo UV-Vis constitui uma das ferramentas mais
simples que tem sido usada para a andlise das interacdes entre farmacos e DNA,
monitorando as propriedades de absorcdo (efeitos hipercromicos ou hipocrémicos
(aumento ou diminuicdo das bandas de absorcdo, respectivamente) e efeitos
batocrémicos (desvios das bandas de absorcéo para o vermelho ou para o azul) das
moléculas do farmaco ou do DNA (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

A interacéo entre o farmaco e o DNA pode ser determinada examinando as
mudancas ocorridas nas posi¢cfes dessas bandas maximas a partir de quando o
intercalador estiver livre em solucdo e depois quando ele estiver ligado ao DNA
(complexo farmaco-DNA), pois, normalmente ha uma diferenca nas bandas de
absorcdo do intercalador e do DNA (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013;
DEHGHAN; ARVIN; HOSEINPOURFEIZI, 2011).

No presente ensaio, procurou-se perceber por espectroscopia no UV-Vis a
perturbacdo que pode ser causada na conformacdo da cadeia dupla de DNA ao
interagir com o farmaco MTZ, em tampéao fosfato, pH 7,2 em meio etandlico (20%).

A figura 35 mostra os espectros UV-Vis obtidos interagindo o MTZ com o
dsDNA. Na figura 35a, trabalhou-se com uma concentracdo constante de MTZ, 20
pumol L™ e adicionou-se seis (6) vezes diferentes concentracdes de DNA (1,6 x10°®,
4,5 x10°% 5,7x10° 6,8 x10; 1,1 x10* e 1,5x10™) a partir da solucdo estoque de

DNA a 6,0 mg/ ¥2 mL. Antes da leitura esperava-se 20 minutos para permitir um
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contato significativo entre os reagentes. Na figura 35b, fixou-se a concentragéo de
DNA e fez-se uma média de doze (12) adi¢cdes de concentracbes do MTZ (a baixas,

equivalentes e um pouco superiores) para uma concentracdo maxima de 40 umol L™

Figura 35 - Espectros de absorcao UV-Vis da interacdo do MTZ com o DNA: a) 20 ymol
L de MTZ na presenca de diferentes concentracdes de DNA (2 -12 pL,10 mg/mL); b) 5
ML de DNA (10 mg/mL) na presenca de diferentes concentracdes de MTZ. Solucéo de
tampéo fosfato (0,1 mol L %), pH 7,2

a) 1,4
) ! ——MTZ20M b) 1,4 MTZ 40 uM
1,24 — MTZ 20 uM + DNA 2L ’ - K
~ MTZ 20 .M + DNA 4L 1,24 — Bm fnl:/ILTZ 1,67 uL
< 101 — MTZ 20 M + DNA 6L = ViSO
2 MTZ 20 uM + DNA 8yL < 1,0- I il
v % —— MTZ20 M+ DNA 10, 2 08 —— DNA + MTZ 15.03 ﬁL
8 _ N 8- :
2 06 MIZ 20, + DNA 12 5 || == DNA*MTZ18.57 L
«3 % 0,6 1
2 041 ‘
S i g 0,4_
?
g 0,2 é 0,24
0!0' 0,0'
-0,2 T .02

150 200 250 300 350 400 450 500 “150 200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor, 2015.

Analisando os espectros da figura 35a, a primeira adicdo do DNA nao
mostrou nenhum sinal relativo ao DNA. Porém, a partir da segunda adicdo aparecem
as bandas tipicas de DNA, que aumentam de intensidade, com o aumento da
concentracdo do mesmo (efeitos hipercromicos) e em relacdo a banda no espectro
do MTZ (lll), alteracdo muito sutil se verifica. A curva de calibragdo encontra-se na
figura 36a.

A figura 35b mostra espectros obtidos invertendo-se o procedimento
experimental, no caso manteve-se constante a concentracdo de DNA e foi-se
adicionando o MTZ. Como sempre, o DNA mostra duas bandas bem definidas nos
mesmos comprimentos de onda (205 e 258 nm), como consequéncia das transi¢cdes
eletrbnicas dos grupos cromoéforos das purinas (adenina e guanina) e pirimidinas
(citosina e timina), que se intensificam, com o aumento da concentragdo de MTZ
(bandas | e Il). O MTZ mostra trés sinais, mas apenas uma banda torna-se evidente
(banda Il a 319 nm) que aumenta de intensidade com o aumento da concentracao
deste. Inicialmente, com a adicdo do MTZ pode-se perceber a ocorréncia de efeitos
hipercromicos, devido ao aumento da intensidade das bandas (I e Il), porém, uma
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vez que a banda do MTZ (lll) também aumenta, e em alguns casos, esse aumento
ndo é proporcional embora sejam adicionadas quantidades equivalentes fica uma
davida em inferir se ha ou néo interacao entre ambos (curva de calibracdo na figura
36b).

Quando o farmaco interage com o DNA por intercalacdo, fenbmenos de
hipocromismo e batocromismo (desvios para o vermelho) geralmente acontecem
(SIRAJUDDIN; ALIl; BADSHAH, 2013). Uma vez que os espectros da figura 35 nao
manifestam nem hipocromismo e nem batocromismo o MTZ n&o intercala com o
DNA. Porém, dado que nos mesmos espectros sdo observados efeitos de
hipercromismo que refletem mudancas na conformacdo e estrutura de DNA apés
sua interacdo com o MTZ, significa que provavelmente pequenas interacdes
ocorrem entre 0 MTZ e o DNA, resultantes de forcas eletrostéaticas, e ainda, o0 MTZ
possivelmente funcione como um agente desnaturante do DNA, deixando as bases
soltas, dai o aumento da absorbancia (caso especifico da figura 35b). Sem
significativas mudancas no perfil espectral, efeitos hipercromicos ou hipocrémicos
sdo observados quando apenas se verificam interacfes fracas (SIRAJUDDIN; ALI;
BADSHAH, 2013).

Figura 36 - Graficos da interagdo do MTZ com o DNA. a) Adicdo de quantidades
crescentes de dsDNA em 20 pmol L™ de MTZ. b) Adicdo de quantidades crescentes
MTZ em 5 mg mol™ de dsDNA. Dados obtidos via espectroscopia UV-Vis. Solucdo de
tampéo fosfato (0,1 mol L ™), pH 7,2.
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Fonte: Autor, 2015
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4.5.2 Estudo da interacdo dos compostos com o biossensor de DNA utilizando
VPD.

As técnicas eletroquimicas (particularmente biossensores eletroquimicos de
DNA) tém se mostrado como ferramentas Uteis para a investigacdo rapida e de
baixo custo dos efeitos das diferentes fontes enddgenas e exdgenas responsaveis
pelos danos oxidativos do DNA tanto quanto dos mecanismos pelos quais este
interage com os farmacos (BRETT et al, 2004).

Jiang e Lin (2006) investigaram por meétodos voltamétricos (voltametria
ciclica e de pulso diferencial) a interacdo do MTZ frente ao DNA, tendo verificado
uma apreciavel atracao eletrostatica a partir dos deslocamentos no pico de potencial
para valores mais negativos, assim como mudancas na corrente de pico.

No presente ensaio, investigou-se a interacdo das oito amostras em
destaque (MTZ e seus analogos — tabela 4) com o DNA, produzindo-se um filme na
superficie de carbono vitreo (d = 3 mm) a partir do gel de dsDNA (10 pL a 6
mg/1/2ml) usando-se como técnica a voltametria de pulso diferencial em tampéao
acetato com 20% de etanol, em valor de pH de 4,5.

Os voltamogramas de pulso diferencial registrados na superficie de CV e
filme de dsDNA em carbono vitreo para uma concentracédo de 10* mol L™ de cada
composto, mostram quatro picos evidentes de oxidagao designados por la, lla, llla e
IVa, para as condicBes experimentais descritas, figura 37 a-h. Para todos os
compostos, o pico la (+0,35 a +0,37 V) nao € verificado no voltamograma em preto,
vermelho e verde, nos quais ndo se fez a aplicacdo do potencial (potenciais
aplicados na tabela 9), mostrando que este pico de oxidacdo depende de uma pré-
reducdo condicionada dos compostos e provavelmente seja o derivado nitroso
devido a oxidac&o da hidroxilamina, principal produto de reducédo de nitroarométicos
em meio proético (ADRES; ECMANN; SMITH, 2013; PAULA; SERRANO; TAVARES,
2009; CAVALCANTI et al, 2004).

Tabela 9 - Parametros eletroquimicos para os compostos (potenciais aplicados)
registrados por VPD. Eletrodo de Carbono Vitreo (d = 3 mm), E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat.),
v=5mV s™*. Amplitude de pulso 50 mV.

Composto MTZ F-MTZ CI-MTZ N3-MTZ Br-MTZ I-MTZ Ms-MTZ Ts-MTZ

E (V) -0,591  -0,610 -0,586 -0,576 -0,591 -0,566 -0,635 -0,537

Fonte: Autor, 2015
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Figura 37 - Voltamogramas de pulso diferencial dos diferentes compostos em tampao
acetato, pH 4,5 a 20% de etanol. Filme de dsDNA (—); composto em ECV (—);
composto em dsDNA/15 minutos de interac&o/SAP® ( ); composto em ECV/120 s de
interacd0/CAP® (—); composto em dsDNA/ depois de 10 ciclos em VC/SAP (—). Na
insercdo: composto em dsDNA/120 s de interacdo/CAP ( ); composto em
dsDNA/240 s de interacdo/CAP (— ) » = 5 mV s™. Amplitude de pulso 50 mV.
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Figura 37 - Voltamogramas de pulso diferencial dos diferentes compostos em tampao
acetato, pH 4,5 a 20% de etanol. Filme de dsDNA (—); composto em ECV (—);
composto em dsDNA/15 minutos de interaco/SAP™ ( ); composto em ECV/120 s
de interagdo/CAP™ (—); composto em dsDNA/ depois de 10 ciclos em VC/SAP (—)
Na insercdo: composto em dsDNA/120 s de interacdo/CAP ( ); composto em
dsDNA/240 s de interacdo/CAP (— ) » = 5 mV s™. Amplitude de pulso 50 mV.
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Figura 37 - Voltamogramas de pulso diferencial dos diferentes compostos em tampao
acetato, pH 4,5 a 20% de etanol. Filme de dsDNA (—); composto em ECV (—);
composto em dsDNA/15 minutos de interac&o/SAP*? ( ); composto em ECV/120 s
de interag4o/CAP™ (—); composto em dsDNA/ depois de 10 ciclos em VC/SAP (—)
Na insercdo: composto em dsDNA/120 s de interacdo/CAP ( ); composto em
dsDNA/240 s de interagdo/CAP (— ) » = 5 mV s™. Amplitude de pulso 50 mV.
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Figura 37 - Voltamogramas de pulso diferencial dos diferentes compostos em tampao
acetato, pH 4,5 a 20% de etanol. Filme de dsDNA (—); composto em ECV (—);
composto em dsDNA/15 minutos de interac&o/SAP™ ( ); composto em ECV/120 s
de interagdo/CAP™ (—); composto em dsDNA/ depois de 10 ciclos em VC/SAP (—)
Na insercdo: composto em dsDNA/120 s de interacdo/CAP ( ); composto em
dsDNA/240 s de interagdo/CAP (—) + = 5 mV s™. Amplitude de pulso 50 mV.
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Figura 37 - Voltamogramas de pulso diferencial dos diferentes compostos em tampao
acetato, pH 4,5 a 20% de etanol. Filme de dsDNA (—); composto em ECV (—);
composto em dsDNA/15 minutos de interac&o/SAP* ( ); composto em ECV/120 s
de interagdo/CAP*" (—); composto em dsDNA/ depois de 10 ciclos em VC/SAP (—)
Na insercdo: composto em dsDNA/120 s de interacdo/CAP ( ); composto em
dsDNA/240 s de interagdo/CAP (— ) + = 5 mV s™. Amplitude de pulso 50 mV.
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Fonte: Autor, 2015

O pico de onda lla (E~ +0,76V) ndo esta presente nos voltamogramas em
vermelho e azul, mostrando que ele é especifico de DNA, pois, 0s voltamogramas
em destaque foram registrados em ECV. Em relacdo ao seu comportamento, ele
sofre ligeiras oscilagbes, onde na maioria das amostras tem uma tendéncia a
aumentar, mostrando até certo ponto uma possivel interagcdo com 0s mesmos.

A presenca dos picos de onda llla e IVa s6 € possivel no filme de dsDNA, e
somente quando a varredura € precedida por um pré-condicionamento da amostra,
ou seja, apos a aplicacao do potencial com tempos diferentes (120 s, voltamograma
ciano e 240 s voltamograma magenta) e também quando a oxidacdo € antecedida
por uma reducgdo ciclica (10 ciclos) da amostra (voltamograma violeta). Estes dois
picos vao apresentar um comportamento diferenciado em funcdo do tempo de

condicionamento assim como em relacéo a substancia em analise.
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Quando a amostra € deixada em contato com o filme de dsDNA por um
periodo de 15 minutos (voltamograma em verde) os picos llla e IVa sdo pouco
perceptiveis, a excecado dos derivados Ts-MTZ e N3-MTZ, figuras 37h e 37d,
respectivamente, onde os dois picos mostram-se evidentes. Em relacdo aos
derivados Ms-MTZ, CI-MTZ e o padrdo MTZ, figuras 37g, 37c e 37a,
respectivamente, apenas o pico IVa é evidente. Este comportamento pode estar
relacionado com as caracteristicas de cada composto em solucdo (influéncia de
cada grupo substituinte assim como com a estabilidade). Considerando todas estas
constatagdes fica claro que em quase todos os compostos por simples contato (sem
aplicacao de potencial) pouco integram com o filme de dsDNA.

Tomando como base de analise o tempo de condicionamento na aplicacédo
de potencial, sucede o seguinte:

» Para o MTZ, figura 37a, a intensidade dos picos llla e IVa néo sofre
influéncia do tempo de condicionamento, ou seja, mantem-se constante, enquanto
para os analogos F-MTZ e Br-MTZ, figuras 37b e 37e, a intensidade dos picos llla e
IVa aumenta com o aumento do tempo de condicionamento, sendo maxima na
oxidacao realizada apds 240 s de condicionamento, a exce¢ao do padrao MTZ, onde
a intensidade maxima do pico de oxidacao registrou-se apds 10 ciclos da amostra
em VC. Isto leva a entender que quanto maior o tempo de condicionamento, maior
sera a formacdo da espécie eletroativa e maior sera a sua interacdo com as bases
de DNA.

»  Em relagcédo aos derivados, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ, figuras, 37f, 379
e 37h, respectivamente, verifica-se que a intensidade do pico Illa mantém se
constante com o aumento do tempo de condicionamento enquanto para o pico IVa
esta vai diminuindo com o tempo de condicionamento. Com o aumento de tempo de
condicionamento, a espécie eletroativa formada interage de modo semelhante com a
base responséavel pelo pico de oxidacao Il (intensidade de pico sem alteragéo),
entretanto apresenta uma menor interacdo com a base responsavel pelo pico de
oxidacgéo IVa (diminuicao da intensidade do pico). Em relacdo ao derivado CI-MTZ, a
espécie eletroativa formada interage de forma mais significativa com a base
responsavel pelo pico de oxidacéo llla e menos com o pico de oxidacdo IVa com o
aumento de tempo, figura 37c.

»  Finalmente, para o derivado N3-MTZ, os picos llla e IVa foram

superiores com 120 s que com 240 s de condicionamento, indicando que a espécie
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eletroativa formada pode ser instavel, perdendo-se em maior tempo de

condicionamento, dai, ocorrendo menor interacdo com as bases.

Os picos de oxidacao llla e IVa foram superiores na oxidacéo efetuada apos
10 ciclos de VC, indicando uma maior formacdo e concentracdo da espécie
eletroativa que interage com as bases de DNA. E sabido que a reducéo do padréo
MTZ assim como seus derivados geram espécies radicalares e protonadas que,
conforme os resultados da figura 37 atacam o filme da dupla hélice de DNA sob
superficie de carbono vitreo, provocando um contato com as bases, provavelmente
com a guanina (Epllla ~+1,01) e com a adenina (EplVa ~+ 1,27) em tampéo
fosfato pH 4,5.

Um sinal anddico é verificado em Ep?a (+0,54 V para Ts-MTZ, figura 37h),
indicando outros produtos de oxidacdo originados pela interacdo dos produtos de
reducdo desses compostos com o dsDNA. Pela regido do potencial, este pico
possivelmente esteja relacionado com a oxidacao da 8-oxoguanina (DISCULESCEU
et al 2005).

A patrtir dos resultados encontrados no estudo da interacdo do padrdo MTZ e
seus derivados com o filme de dsDNA constata-se que eles pouco interagem
diretamente com o DNA, porém, as espécies altamente eletrofilicas geradas apos a
aplicacdo do potencial podem interagir com os sitios nucledfilos das bases de DNA
(BENIGNI; BOSSA, 2011) provocando dessa forma danos ao DNA.

O mecanismo da acdo biolégica de nitroimidazoéis depende da reducédo do
grupo nitro, o que leva a espécie intermediaria que interage com o DNA, oxidando-o
e liberando fosfato de timidina, causando assim uma lesdo caracterizada por
desestabilizacdo e danos a dupla hélice. Estudos por polarografia de corrente
continua mostraram que o potencial de meia-onda de MTZ se altera na presenca de
bases de DNA, tais como adenina, guanina e citosina em menor extensdo. Estas
bases interagem facilmente com a hidroxilamina intermediaria gerada durante a
reducdo de MTZ (BRETT et al, 1997).
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4.5.3 Estudo da interacdo dos compostos com sensor de ssDNA utilizando VPD.

Visando a aquisicdo de mais dados sobre a reatividade dos compostos em
estudo face ao DNA, a interacdo foi também avaliada por VPD a partir da solucdo de
ssDNA em tampé&o acetato, pH 4.5 com 20% de etanol. Os voltamogramas de pulso
diferencial para todos os compostos estao representados na figura 38. Os resultados
mostram que 0s mesmos interagem diretamente com a solugédo de ssDNA, sendo

gue a mesma, tal como no filme de dsDNA varia de composto para composto.

Figura 38 - Voltamogramas de pulso diferencial dos diferentes compostos interagindo
com a solucdo de ssDNA em tampdo acetato, pH 4,5 a 20% de etanol. ssDNA (—);
ssDNA + composto a 1,0 x 10° mol L™ (—); ssDNA + composto a 1,0 x 10° mol L™
( ); ssDNA + composto a 1,0 x 10* mol L™ (—); ssDNA + composto a 1,0 x
10%/CAP (—); v =5 mV s™. Amplitude de pulso 50 mV. (continua)
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Figura 38 - Voltamogramas de pulso diferencial dos diferentes compostos interagindo
com a solucédo de ssDNA em tampé&o acetato, pH 4,5 a 20% de etanol. SSDNA (—);
ssDNA + composto a 1,0 x 10°mol L™ (—); ssDNA + composto a 1,0 x 10° mol L™ (
——); ssDNA + composto a 1,0 x 10" mol L™* (—); ssDNA + composto a 1,0 x
10%/CAP (—); + =5 mV s™. Amplitude de pulso 50 mV. (conclus&o)

e) 4,0
d) 4,0 N3-MTZ a Br-MTZ "
3,54 2 Iva
3,5- IVa ’
3,0, . 3,0
< 25] 3 259
o 2,0 o 207
t - la
© 1,5 S 15
£ £
0 1,0 la o 1,0
© o5 O o5,
0,0 0,0
'0,5 T T T T T T T T T 1 '0,5 T T T T T T T T T 1
-0,2 00 02 04 06 08 1,0 1,2 1,4 16 0,2 00 02 04 06 08 10 12 14 16
E /V vs Ag/AgCIICI (Sat.) E/V vs Ag/AgCI/CI (Sat.)
3,01 Ms-MTZ
f 357 9 la v,
-MTZ fla IVa 25
3,0- :
2,5 2,0
< <
f 2,0 o 1,51
3 15 I
I 01,0
2 101 5
'
5 la 00,51 la
O 05-
0,0 0,0 -
-0,5 T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
-0,25 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 -0,2 00 02 04 06 08 1,0 12 1,4 16
E/Vvs Ag/AgCI/CI (Sat.) E/V vs Ag/AgCI/CI (Sat.)
h) 3,04 llla

Ts-MTZ IVa
251 ﬂ
iz,o-
—
o 1,51
-l
c
E 110'
S
o
Q0,5- la
0’0_ /\

02 00 02 04 06 08 1,0 1,2 1,4 16
EIV vs Ag/AgCIICT (Sat)
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Como pode ser observado a partir dos resultados da figura 38a e a’, o
padrao MTZ mostra uma interagdo mais significativa, chegando a formar outros
produtos oxidaveis em comparacdo aos seus analogos. Ele mostra quatro picos
anodicos bem definidos designados por Ia, lla, llla e IVa, para além dos picos lineas
I'a, I’a e IV’a. A presencga, intensidade e o deslocamento desses picos depende da
concentracdo do MTZ assim como da aplicagcdo do potencial de redugao. Os picos
anadicos llla (+0,87 V) e IVa (+1,21 V) séo tipicos do ssDNA antes da adicdo da
amostra, correspondendo a guanina e adenina, respectivamente.

Quando se adiciona a amostra, ocorre a diminuicdo e o deslocamento dos
mesmos e esta diminuicdo aumenta com o aumento da concentragdo (existe uma
sobreposicdo entre os voltamogramas nas concentracées de 1,0 x 10° e 1,0 x 10®
mol L™, o pico Illa desloca-se para +0,94 V enquanto o IVa para +1,28 V, indicando
uma clara interagdo com as bases expostas do ssDNA. Por outro lado, surge o pico
lla (+0,74 V) que aumenta com o aumento da concentragdo do MTZ e atinge o
maximo com o aumento da concentracdo e aplicacdo do potencial, este pico,
provavelmente esteja relacionado com um produto de oxidacdo das bases de DNA.
No potencial anddico +0,38 V aparece o pico de onda la, que se evidencia num
potencial similar em quase todos 0s compostos, mesmo na analise feita no dsDNA,
indicando a presenca da hidroxilamina. A adicdo da amostra na solugcdo de ssDNA
provoca ainda o aparecimento dum sinal pouco apreciavel (I'a = +0,151 V) com
tendéncia a intensificar-se quando se aumenta a concentracdo. Aplicando-se o
potencial, para além da diminuicdo da intensidade de corrente, surgem ainda os
picos lineas I”a (+0,119 V) e IV’a (+1,13 V) que indicam outros produtos oxidaveis
resultantes da interacdo dos radicais da redu¢do do MTZ com o ssSDNA.

Para os restantes compostos, da figura 38b-h, trés (3) picos anddicos séo
caracteristicos em todos os voltamogramas, sendo eles Epla (+0,35 V), Epllla (+0,89
V) e Eplva (+1,23 V), atribuidos a hidroxilamina, guanina e adenina,
respectivamente. Uma caracteristica comum entre eles é variagdo sutil nos
potenciais de pico e um ligeiro deslocamento do potencial do pico para potenciais
mais positivos em comparacado com o branco ssDNA. Para o analogo CI-MTZ (figura
38c) houve diminuicdo significativa e proporcional da intensidade de pico com o
aumento da concentracdo e aplicagdo do potencial de reducao, indicando uma
interac&o significativa com a solucdo de ssDNA.
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Com os derivados F-MTZ, N3-MTZ, I-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ néao se
verificou uma variagdo proporcional na diminuicdo da intensidade dos picos em
funcdo do aumento da concentracéo e aplicacdo do potencial, sendo que em alguns
casos ocorre sobreposicdo dos voltamogramas. Particularmente ao N3-MTZ, figura
38d, quando se aplicou o potencial, a intensidade da corrente aumenta
drasticamente (esperava-se que diminuisse ainda mais), como se a cadeia simples
de ssDNA estivesse sofrendo outros rompimentos e formando 0s respectivos
nucleotideos. Entretanto, dado que ha diminuicdo da intensidade da corrente com a
adicdo do composto na solugcdo ssDNA, assim como ligeiro deslocamento do pico
para potenciais mais anddicos, ocorre interacdo desses compostos com as bases de
ssDNA. Uma diminuicdo e deslocamento do pico menos apreciaveis foram
verificadas no composto Br-MTZ ap0s sua adicdo na solucéo de ssDNA (figura 38e),
mesmo quando se aplicou o potencial de reducao, indicando uma interagéo sutil,
contrariamente ao seu comportamento face ao dsDNA, onde mostrou-se mais a
intercalar que 0s outros compostos.

A partir dos resultados da interacdo dos 5-nitroimidazoéis estudados com o
dsDNA e ssDNA, de modo geral, a intercalacdo provavelmente seja 0 modo de acao
molecular dos mesmos e/ou dos seus intermediarios reativos. A intercalacao leva a
mudancas estruturais no DNA. Pode ocorrer a estabilizacdo, alongamento,
endurecimento e desenrolamento da dupla hélice. Estas modificacdes estruturais
podem levar a alteracbes funcionais, conduzindo frequentemente a inibicdo de
processos da transcricdo, de reparacdo e de replicacdo de DNA, podendo dessa
forma considerar-se estes 5-nitroimidazéis potentes mutagénicos. E possivel
também ocorrer interferéncias nas interacdes normais DNA-proteinas, tais como
topoisomerases, bem como os efeitos sobre a funcdo e DNA mitocondrial
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; MUKHERJEE et al, 2008).

Por outro lado, os resultados da interacdo dos 5-nitroimidazois com a
solugdo de ssDNA mostram que ocorre uma interacéo significativa, mesmo sem a
aplicacdo do potencial de redugdo dos mesmos. Sugere-se que, apesar de nao
terem sido feitos experimentos especificamente com RNA, os resultados podem
indicar, devido a similaridade estrutural, uma possibilidade de interferéncia em
processos vitais relacionados ao RNA, através da ligacdo de RNA & dupla hélice de
DNA para formar estruturas de DNA de tripla hélice ou de hibridizacdo de RNA

(sequéncia de ligacéo especifica) ao DNA exposto de fita simples formando hibridos
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RNA-DNA que podem interferir com a atividade transcricional (SIRAJUDDIN; ALI;
BADSHAH, 2013).

4.6 AvaliagOes da atividade giardicida

E sabido a partir dos dados publicados na literatura (TOWMSON et al, 1994;
LIVERTOUX; LAGRANGE; MINN, 1996; CAVALCANTI et al, 2004; BUSATTI et al,
2007) que ha uma correlacdo significativa entre o potencial da primeira reducdo dos
nitroaromaticos (farmacos e candidatos a farmacos) com a sua atividade biologica.
Assim, é possivel tomar parametros como potencial de reducdo para a previsdo da
atividade biolégica de nitroaromaticos.

Dados sobre os valores de ICsy (tabela 10) publicados recentemente,
referentes a avaliacdo da atividade giardicida do padrdo MTZ e alguns dos seus
analogos em trofozoitos, in vivo utilizando gerbilos (Meriones unguiculatus) como um
modelo experimental estabelecem mais uma vez presumivel correlacao entre o Epc
e a atividade antimicrobiana, onde os derivados apresentam maior atividade
giardicida quando comparados ao padrdo MTZ (BUSATTI et al, 2013). Na secéo
4.1.2.3 estabeleceu-se a ordem de facilidade de reducéo dos compostos que mostra
uma maior tendéncia favoravel aos analogos que o padrdo MTZ. Embora os dados
da tabela 10 ndo mostrem a mesma sequéncia apresentada na ordem da facilidade
de reducdo, tabela 11 (ha uma pequena alteracdo na ordem dos compostos por
conta de pequenas diferencas nos potenciais de reducdo), fica claro que os
potenciais de redu¢do menos catodicos apresentam uma atividade giardicida maior.

Tabela 10 - Valores de ICso sobre avaliacdo da atividade giardicida do padrdo MTZ e
alguns dos seus analogos em trofozoitos, in vivo, utilizando gerbilos (Meriones
unguiculatus) como um modelo experimental (BUSATTI et al, 2013).

Composto MTZ Ms-MTZ Ns-MTZ I-MTZ Br-mMTZ

ICso 1.96+0.13 0.69+0.05 0.70 + 0.16 0.40 + 0.03 0.28 + 0.04

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 11 — Ordem de facilidade de reducédo dos compostos definida pelos potencias
do primeiro pico catddico.

Comp. I-MTZ CI-MTZ  Ts-MTZ Br-MTZ Ms-MTZ N;-MTZ F-MTZ MTZ

Eplc(V) 0,982 1,031 1,039 1,044 1,048 1,053 1,079 1,097

Fonte: Autor, 2013.
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Dados de correlagdo anteriormente apresentados, desta vez em relacdo a
Helicobacter pylori mostraram tendéncia similar: compostos mais facilmente
redutiveis, especificamente derivados iodado, bromado e sal de amoénio foram mais
ativos (contra estipes resistentes ao MTZ), mostrando assim a importancia da
ativacao redutiva na atividade biologica (CAVALCANTI et al, 2004).
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5 CONCLUSOES

A excecdo do derivado Ts-MTZ, o processo de reducdo dos compostos em
meio aprotico caracterizou-se por duas ondas, sendo a primeira onda de natureza
reversivel para MTZ, F-MTZ, CI-MTZ e N3-MTZ, enquanto os derivados com grupo
fortemente abandonador apresentaram uma natureza irreversivel.

Em meio aquoso, a reducéo de todos os 5-nitroimidazois é praticamente da
mesma natureza, tipica de nitroarométicos em solu¢des aquosas, caracterizando-se
por uma onda bem definida em processo irreversivel envolvendo um consumo de 4e’
/4H" que leva & formacao da hidroxilamina. O mecanismo genérico para a reducio
destes compostos nos dois meios (aprotico e protico) é ECE:

v MTZ, F-MTZ, CI-MTZ e N3;-MTZ: E,CE; (transferéncias de elétrons e
protonacdes);

v Br-MTZ, |-MTZ, Ms-MTZ e Ts-MTZ: ECE; (transferéncias de elétrons,
dissociacao e dimerizacao).

A facilidade de reducdo dos oito compostos em meio aproético na superficie
de carbono vitreo (d = 1 mm), representada pelo potencial de reducao da primeira
onda (Epla), segue a seguinte ordem: I-MTZ > CI-MTZ > Ts-MTZ > Br-MTZ > Ms-
MTZ > N3-MTZ > F-MTZ > MTZ. Esta ordem mostra que os derivados com grupos
fortemente abandonadores tem tendéncia de se reduzirem mais facilmente (valores
de potenciais menos catddicos) e pode ser correlacionada com a atividade giardicida
dado que os compostos com potencias menos catédicos mostram-se mais eficientes
contra a giardiase.

Resultados obtidos por espectroscopia no UV-Vis em concentracao variavel
e fixa de DNA, demonstraram que o MTZ interage, apenas sutilmente, com o DNA;

Os ensaios realizados, por VPD, indicaram que a partir de simples contato
dos compostos com o dsDNA ndo h& interacdo, porém, com um prée-
condicionamento (aplicagdo de potencial de reducgéao por VC), seguido de oxidacéo,
todos demonstram interacdo com o dsDNA.

Para a solucdo de ssDNA o processo é contrario, mostrando uma interacao
dependente da concentracdo do composto adicionado mesmo sem 0 pré-
condicionamento, embora na maioria dos casos quando se aplica o potencial, ocorra

0 aumento da interacdo dos compostos com 0 ssDNA.
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A partir das caracteristicas mostradas pelos voltamogramas de pulso
diferencial quer em dsDNA, quer em ssDNA (deslocamento do pico de potencial
para valores mais positivos), 0s compostos interagem por intercalacdo com as bases
do DNA, uma acao sugerindo que o DNA pode ser um alvo potencial no mecanismo

de acao molecular destes compostos.
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6 PERSPECTIVAS

Caracterizar os picos de onda néo clarificados durante a investigacao
eletroquimica da interagdo dos compostos com o dsDNA e ssDNA para permitir uma
melhor identificacdo e descricdo do modo de acdo molecular dos compostos frente
ao DNA;

Realizar estudos espectroeletroquimicos de todos os compostos para a
elucidac&o e monitoramento dos processos eletroquimicos decorrentes na superficie
do eletrodo na faixa de potencial considerada;

Ampliar o campo eletrédico na investigacéo eletroquimica destes compostos,
no sentido de compreender e solidificar o conhecimento eletroquimico dos mesmos
nos meios aprético e protico, pois, dado o comportamento diferenciado dos
subistituintes nestes compostos, é possivel que se registrem perfis voltamétricos
diferenciados dependendo do material eletrédico de trabalho escolhido;

Quantificar a percentagem da interacdo dos compostos com a solugao de
ssDNA em fungéo da concentragdo adicionada dos mesmos, de modo a avaliar a
relacdo grau de interacdo vs concentracdo de cada um deles.

Fazer eletrdlises em auséncia e presenca de DNA, procurando-se isolar e
caracterizar os produtos formados.

Usar dsDNA para monitoramento de nitroaromaticos, uma vez que ocorre
pré-concentracdo, com intensificacdo dos sinais, pois, esta pode ser uma técnica
para a producédo e concentracdo da hidroxilamina.

Avaliar se ha interacdo destes compostos com o DNA da Giardia.
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ANEXOS

Tabela 12 — Grupos abandonadores listados pela ordem aproximada da capacidade de
sair.

Substrate RX At Saturated Carbon At Carbonyl Carbon
RNT X

RORS

ROSO,CyFy

ROSO,CF, X

ROSO.F

ROTs, etc.” X

RI X

RBr X

ROHY x (conjugate acid of alcohol)

RCI X x (acyl halides)
RORH™ x (conjugate acid of ether)

RONO,, ete.®

RSR;H™

RNRS x

RF

ROCOR™™ X x (anhydrides)
RNHT

ROAF™ X (aryl esters)

(continued)

Fonte: Smith, March, 2007

Tabela 13 — Constantes relativas de solvoélise de ésteres 1-feniletila e haletos.

Leaving group K el

CF;S0; (triflate) 1.4 x 10°
p-Nitrobenzensulfonate (nosylate) 4.4 x 10°
p-Toluenesulfonate (tosylate) 3.7 x 10
CH,SO; (mesylate) 3.0x 10¢
| 91

Br 14
CF,CO; 2.1

Cl™ 1.0

B 9x107°
p-Nitrobenzoate 55x10°°
CH,CO; 1.4 x 107

a. From D. S. Noyce and J. A. Virgilio, J. Org. Chem., 37, 2643 (1972).
b. In 80% ethanol at 75°C,

Fonte: CAREY; SUNDBERG, 2007.



