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RESUMO

Devido as suas conhecidas propriedades bioldgicas os nitrocompostos aromaticos
sdo muito aplicados na industria farmacéutica, principalmente pelos seus provaveis
mecanismos de acao ocorrerem por meio de reacdes de oxirreducao. A identificacao
do nitro e de seus produtos, por uma técnica simples, sensivel e de baixo custo
como as técnicas eletroquimicas, € fundamental, pois através delas € possivel
analisar o processo de solubilizacdo desses compostos em associagdo com alguns
agentes encapsulantes. O presente trabalho teve como objetivo estudos
eletroquimicos de derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos, compostos estes
de comprovada atividades bioldgicas. Foram realizados estudos espectroscopicos
no UV-Vis em meio aquoso-etandlico em diferentes tempos. O sistema eletroquimico
utilizado foi composto por 3 eletrodos, Ag/AgCI/Cl- saturado (referéncia), fio de
platina (auxiliar), carbono vitreo e ouro (Au) (trabalho), em meio tamponado pH 7,0.
Para o estudo de estabilidade, os derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos
nao sofreram degradacéo nas condi¢cdes analisadas. Os derivados do 5-nitrotiofeno-
tiossemicarbazonicos possuem mecanismo de reducdo padrdo de nitroaromaticos
com potencial dentro da faixa esperada para compostos com atividade biologica,
onde as substituicbes ndo comprometeram o mecanismo base, apresentando
pequenas mudancas de potencial. B-Ciclodextrina foi testado como agente
encapsulante e demonstrou eficiéncia para formac¢do do complexo com o composto
em estudo, sendo o LNN5 o que apresentou melhor perfil eletroquimico e através da
formacdo de uma monocamada auto-organizada (SAM) de B-CD-SH no eletrodo de
Au, foi possivel determinar a constante de associacdo aparente entre o complexo
LNN5:B-CD com valor de 2,78 x 10* M1 e valores de LD e LQ obtidos foram 0,20 e
0,68 umol L%, respectivamente. Quanto a interacdo dos compostos com DNA, os
derivados LNN1, LNN5 e LNNG6 reage com ssDNA em soluc¢éo reduzindo seu sinal
analitico e interage com dsDNA principalmente nas nucleobases guanina. Em

presenca de oxigénio o LNN5 e LNN6 apresentaram uma intera¢cdo com oxigénio.

Palavras-chave: Nitrocompostos. Ciclodextrina. Eletroquimica.



ABSTRACT

Due to their known biological properties, aromatic nitrocomposites are widely applied
in the pharmaceutical industry, mainly because of their likely mechanisms of action to
occur through oxirreduction reactions. The identification of nitro and its products by a
simple, sensitive and low cost technique as the electrochemical techniques is
fundamental, because through them it is possible to analyze the solubilization
process of these compounds in association with some encapsulating agents. The
present work aimed at electrochemical studies of 5-nitrotiophene-thiosemicarbazonic
derivatives, compounds of proven biological activities. UV-Vis spectroscopic studies
were performed in aqueous-ethanolic medium at different times. The electrochemical
system used was composed of 3 electrodes, Ag / AgCl / Cl-saturated (reference),
platinum wire (auxiliary), glassy carbon and gold (Au) (working), in pH 7.0 buffered
medium. For the stability study, 2- (5-nitro-thiophene) thiosemicarbazonic derivatives
did not suffer degradation under the conditions analyzed. The 5-nitrotiophene-
thiosemicarbazonium derivatives have standard reduction mechanism of potential
nitroaromatics within the expected range for compounds with biological activity,
where substitutions did not compromise the base mechanism, presenting small
potential changes. [(-Cyclodextrin was tested as an encapsulating agent and
demonstrated efficiency for complex formation with the test compound, with LNN5
presenting the best electrochemical profile and by forming a self-organized B-CD-SH
monolayer (SAM). Au electrode, it was possible to determine the apparent
association constant between the LNN5: B-CD complex with a value of 2.78 x 104 M1
and obtained LD and LQ values were 0.20 and 0.68 umol L. respectively. As for the
interaction of compounds with DNA, LNN1, LNN5 and LNN6 derivatives react with
ssDNA in solution reducing their analytical signal and interact with dsDNA mainly in
guanine nucleobases. In the presence of oxygen, LNN5 and LNN6 presented an
interaction with oxygen.

Keywords: Nitro compounds. Cyclodextrin. Electrochemistry.
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3 INTRODUCAO

Um grande problema de saude publica em todo o mundo nos ultimos anos
tem sido o cancer, conhecido como um conjunto de mais de 100 tipos de diferentes
doencas que, no entanto, tem em comum o crescimento desordenado de células
com potencial invasivo.

Diante disso, uma série de novas pesquisas tem se desenvolvido na tentativa
de compreender melhor os mecanismos das células neoplésicas e a quimioterapia
tem se destacado como um dos principais tratamentos do cancer. No entanto, ha
uma série de problemas associados a esse tratamento, dentre eles: a resisténcia
das células tumorais aos medicamentos utilizados e a citotoxicidade dos
antineoplasicos em células normais, o que compromete a eficacia do tratamento.

Nesse cenario, muitos estudos tém se voltado para o desenvolvimento de
agentes antitumorais mais eficazes, seguros e com menores efeitos colaterais. Com
destaque para 0s nitrocompostos e o0s derivados tiossemicarbazonas por
apresentarem variado espectro de atividades quimicas e bioldgicas.

No entando, um problema na descoberta de novas molélucas tem sido a
baixa solubilidade em agua, porque tem influéncia direta na farcocinética de um
composto com atividade bioldgica e causa problema desde adsorcéo a eliminacao.
Em vista disso, procura-se por alternativas que ndo intervenham na atividade
farmacoldgica e que aumente a solubilidade desses compostos. Na literatura relata
algumas alternativas, dentre elas a possibilidade de complexacdo entre moléculas
organicas lipofilicas como a ciclodextrina.

E através das técnicas eletroquimicas, na qual assemelham-se as reacodes
biologicas com relacdo as vias de transferéncia de elétrons, podem-se obter
informacdes que auxiliam no mecanismo de acao dos farmacos e no planejamento
de compostos biologicamente ativos, através do uso de novas metodologias que
permitam elucidar processos que nao podem ser feitos por meio de outras técnicas e
a utilizacdo de sessores.

Diante do exposto, o desenvolvimento de novos agentes com propriedades
anticancer se faz objeto de estudo do presente trabalho, afim de se analisar o perfil
eletroquimico de novos derivados 5-nitro-tiofeno-tiossemicarbazénicos (compostos
gue contem na mesma estrutura quimica os dois farmacéforos: nitro-tiofenos e

tiossemicarbazonas).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Nitrocompostos

O emprego de nitrocompostos na terapéutica data de 1940, e o seu estudo
teve maior interesse nos ultimos anos devido a grande variedade de aplicacbes
desses compostos. Diante disso, inimeros compostos desta classe foram
sintetizados e testados frente a muitas doencas, a exemplo da doenca de chagas,
leishmaniose, algumas infec¢des bacterianas, cancer, entre outras (HORROCKS et
al., 2007; REMERS & BEARS,1997).

E importante ressaltar que o emprego dos nitrocompostos n&o esta limitado
apenas a uma unica classe terapéutica, possuindo também aplicacdo antianginosos
(dinitrato de isossorbida, nitroglicerina), anticoagulante (acenocumarol), analgésico
narcotico (clonitiazina), anti-inflamatério (nimesulida), anti-histaminico H-2
(ranitidina), antibacterianos (cloranfenicol, metronidazol, nitrofural, nifuroxazida)
(RANG et al.,, 2011; KOROLKOVAS & FRANCA, 2007; KATZUNG et al., 2007;
TAVARES et al., 1999). A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas fundamentais,

das classes de nitrocompostos com atividade biolégica de maior relevancia.

Figura 1 - Subestruturas quimicas fundamentais de nitrocompostos empregados em

terapéutica. R/@\ RA

o NO, NO,

Derivados Nitrofuranicos Derivados Nitrotiofénicos
| /
N
r NO;
N=—_
R'
NO,
Derivados Nitrobezénicos Derivados Nitroimidazélicos

Fonte: Paula, et al., 2009.
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O grupo nitro presente na estrutura é fundamental para a atividade biol6gica
desta classe de compostos. Com a presenca de um anel aromatico eles podem
sofrer reducgdo por duas vias diferentes, ligada diretamente a presenga do oxigénio
(meio aerdbio ou anaerébio), no entanto independente da presenca de oxigénio, a
primeira etapa é a reducdo de um elétron para a formacdo do anion radical nitro
conforme ilustrado na Equacdo 1 (MOSCOSO et al.,, 2011; PAULAI, et al., 2009;
BOELSTERLI et al., 2006; ABREU, et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2004; NUNEZ-
VERGARA, et al., 2001)

R— NO, + e” = R — NO* (Eg.1)

Observa-se nas equacdes abaixo, que em condi¢cbes anaerbbicas, 0 nitro
radical pode sofrer sucessivas reacdoes e produzir os derivados nitroso (RNO) e
hidroxilaminico (R-NHOH):

R—NOM + e +2H - R—NO + H,0 (Eq.2)

R—NO + 2e”+2H" 2R—NHOH (Eq.3)

Ocorrendo a adicdo de mais dois elétrons pode forma a amina

correspondente:

R— NHOH + 2e” +2H* — R — NH, + H,0 (Eq.4)

Em condicbes aerdbicas, o nitro anion radical reage com oxigénio,

regenerando o composto, conforme equacao 5.

R—NO®™ + 0, = R—NO, + 0" (Eq.5)

O nitro radical e a hidroxilamina formados sdo os principais metabdlitos do

processo de reducdo enzimatico.
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Sabe-se que o grupo nitro confere ao anel aromatico maior estabilidade
qguimica e resisténcia a degradacdo microbiana (DENG et al., 2012), dentre os
aromaticos destaca-se o grupo tiofeno por j4 apresentar atividade passivel de ser
melhor explorada (RODRIGUES et al., 2015).

4.2 Tiossemicarbazonas

Sao compostos organicos nitrogenados pertencentes a familia das iminas,
classificados como bases de Schiff. Assim como 0s nitrocompostos, essas também
tem amplo emprego na quimica medicinal, devido as suas diversas atividades
biologicas (ALMEIDA et al., 2015; EL-SHARIEF et al., 2013; SOUZA et al., 2013).

As tiossemicarbazonas (TSC) possuem estrutura C= N— NH — CS— NH,

(Figura 2). Esses compostos apresentam muitas possibilidades de obtencéo, o que

leva a uma ampla gama aplicacdo. (SARNIGUET et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura quimica bésica das tiossemicarbazonas.

T
~. N N
R1/\N/ \H/ \Rz
S
Ry = Alquil
R, = H, Alquil

Fonte: Marques, 2017

Os novos derivados tiossemicabazonas em avaliacbes tém mostrado a
habilidade dessas moléculas em se ligar ao DNA (ALlI, et al., 2014). Neste contexto,
considerando a problematica do cancer e a necessidade do desenvolvimento de
novos agentes antitumorais, se destaca o potencial antiproliferativo dos derivados

tiofeno e tiossemicarbazonas.
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4.3 Derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos

Os derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazénicos LNN1, LNN2, LNN3, LNN4,
LNN5, LNN6, LNN7, LNN8 e LNN9 foram sintetizados no Laboratério de Quimica em
Inovacéo Terapéutica (LQIT) da Universidade Federal de Pernambuco. A estrutura
quimica principal do derivado 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazbénicos esta
representada na Figura 3 abaixo:

Figura 3 - Estrutura quimica dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos.

NO,

Fonte: Adaptado Aradjo Neto et al., 2017.

Os novos derivados de 2- (5-nitro-tiofeno) -tiossemicarbazonas N-substituidos
(LNN1-9) demostraram ser potenciais agentes antifingicos com atividade associada
a inibicdo de enzimas relacionadas a biossintese de ergosterol (ARAUJO NETO et
al., 2017). Também foram citotdéxicos para todas as linhagens de células tumorais
humanas e capazes de inibir o crescimento celular acima de 80%, em pelo menos
uma linhagem tumoral testada com destaque para os compostos LNN-01, LNN-05,
LNN-06, LNN-08 e LNN-09 os quais apresentaram melhor atividade inibitéria em HT-
29, K562 e MCF-7 quando comparados com a doxorrubicina (MARQUES, 2017).

No entando, no que tange a descoberta de novas molélucas a baixa
solubilidade, tem sido um problema, porgue tem influéncia direta na farmacocinética
de um composto com atividade biolégica e causa problema desde adsorcdo a
eliminacdo. Em vista disso, procura-se por alternativas que nao intervenham na
atividade farmacologica e que aumente a solubilidade desses compostos. Na
literatura relata algumas alternativas, dentre elas a possibilidade de complexacéao

entre moléculas organicas lipofilicas como a ciclodextrina.
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4.4 Ciclodextrina

As ciclodextrinas (CD) sdo compostos que pertencem a familia dos
oligossacarideos ciclicos naturais ou semi-sintéticos. Trata-se de carboidratos
complexos, composta por unidades de glicose (a— D-glucopiranose) unidas por
ligacédo a -1,4. Estdo entre as CDs mais importantes de ocorréncia natural, o que as
diferencia sdo as unidades de glicose que as constituem, sendo respectivamente
com 6, 7 e 8 unidades (Figura 4) (VENTURINI, et al., 2008; CEREDA, 2003).

A sua descoberta data de 1891, pelo pesquisador francés A. Villiers, ao
descrever a acdo de enzimas entdo denominadas CD glicosiltransferases, sobre o
amido (VENTURINI et al., 2008; BREWSTER & LOFTSSON, 2007).

Figura 4 — Estrutura moleculares das a-, - e y-CDs

OH
OHo o OH __OH
OH
a-CD B-CD y-CD

Fonte: Venturini et al., 2008; Rojas, et al, 1995.

Nesse sentido um enorme esforco tecnolégico tem sido empreendido nos
ultimos anos para tornar viavel do ponto de vista econémico, ou seja reduzir os
custos de producdo das CDs, afim de viabilizar sua aplicacdo farmacéutica. Esses
compostas sdo uma nova classe de excipientes farmacéuticos, sendo possivel
encontrar mais de 35 medicamentos disponiveis no mercado, seja na forma soélida
ou em solucdo, a exemplo: insulina, nimesulida, itraconazol e meloxicam, entre
outros (ELEAMEN et al., 2016).

Sua estrutura quimica lhe confere propriedades fisico-quimicas Unicas
(Tabela 1) a exemplo da capacidade de solubilizar-se em meio aquoso, bem como

encapsular no interior de sua cavidade moléculas hidrofobicas, devido as hidroxilas
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primarias do residuo sacaridico. (CUNHA-FILHO & SA-BARRETO, 2009;
LOFTSSON; MASSON, 2001; BREWSTER & LOFTSSON, 2007). Elas apresentam
a capacidade de formar complexos por inclusdo com moléculas orgéanicas de
tamanho apropriado e ions inorganicos nos mais diversos meios. O processo de
encapsulacdo ocorre sem que haja formacao de ligacbes quimicas ou mudancas
estruturais. A formacdo desses complexos € de grande importancia, principalmente
pelas suas inumeras aplicacbes, maior estabilidade, inclusive de radicais
eletrogerados, a diminuicdo da volatilidade de perfumes, reducéo ou eliminagcéo de
gostos ou odores desagradaveis de farmacos e alimentos; o aumento na
solubilidade de substratos lipofilicos em meio aquoso e, consequentemente, maior
biodisponibilidade. (FERREIRA et al., 2010; WANG et al., 2006).

Tabela 1 - Propriedades das a-, B- e y-CDs

Propriedades a-Ciclodextrina B-Ciclodextrina y-Ciclodextrina
Unidades de glucopiranose 6 7 8
Massa molar g/mol 972 1135 1297
Solubilidade em agua 25°C (%) 14,5 1,85 23,2
Diametro exterior (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro da cavidade (A) 47-53 6,0-6,5 75-8,3
Volume da cavidade (A) 174 262 427

Fonte: Szeijtli, 1998.

O estudo da formacédo de complexos (host-guest) com ciclodextrinas (Figura
5) pode ser feito por técnicas eletroquimicas que confirmam a formacdo dos mesmos
através das mudancas observadas na corrente de pico, bem como no potencial de

reducdo e/ou oxidacéo apods incluséo do substrato (HROMADOVA et al, 2009).

Figura 5 - llustracdo esqueméatica da ciclodextrina livre (hospede) e substrato

(hospedeiro) para formar o complexo substrato-CD.
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Autor: Crini, 2014.

4.5 Importancia da eletroquimica para quimica medicinal

De acordo com Barreiro & Fraga (2001) a quimica medicinal € um ramo que
se dedica a compreensao das razdes moleculares da acdo dos farmacos, da relacdo
entre estrutura quimica e atividade farmacologica dos mesmos, considerando fatores
farmacodinamicos e farmacocinéticos que se traduzam em propriedades
farmacoterapeuticamente Uteis e, portanto, represente um novo composto-prototipo,
candidato efetivo a novo farmaco.

A maioria dos farmacos sdo micromoléculas bioativas, que exercem seu efeito
terapéutico gracas a interacfes especificas com uma biomacromolécula ou receptor
(Jr, Bolzani, & Barreiro, 2006). E através das técnicas eletroquimicas podem-se
obter informacdes que auxiliam na elucidacdo dos mecanismos de acdo dos
farmacos e no planejamento de compostos  biologicamente  ativos
(SILVA et al., 2017).

A necessidade de simular as condicdes bioldégicas é um fator relevante para
as analises eletroguimicas, visto que diversos processos fisioldégicos importantes séo
baseados nas cadeias de oxirreducdo envolvendo sucessivos processos catalisados
por enzimas, onde se encontra muita similaridade entre reacdes eletroquimicas e
biolébgicas, com relacGdo as vias de transferéncia de  elétrons
(SQUELLA, et al., 2006).

Os processos de reducao/oxidagdo podem ser realizados em meio nao-
aguoso ou aguoso, isso porque o ambiente celular pode apresentar carater tanto

hidrofilico quanto lipofilico. Os sistemas lipofilicos sdo simulados pelo meio né&o-
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agquoso e 0 meio aquoso simula muitos fluidos bioldgicos (Livertoux et al., 1996; De
Abreu et al., 2002; Hillard et al., 2008).

E importante também considerar o conteido de O, da célula que, ja que em
tumores sélidos, contem regifes com baixa quantidade de oxigénio (hipdxia), devido
a um pobre e desorganizado suprimento de sangue nas células. Alguns tumores sé@o
hipoxicos e seu ambiente redox € mais reduzido, enquanto outros proliferam-se em
condicdes de desbalanco redox pré-oxidativo (Wardman et al., 2001; Asche, 2006).
Assim, o pH do meio e a quantidade de oxigénio influenciam diretamente as reagdes
eletroquimicas bioldgicas.

No que tange os parametros eletroquimicos, os potenciais de reducédo ou de
oxidacdo de algumas substancias fornecem importantes informagbes sobre a
viabilidade dos processos de transferéncia de elétrons (TE) in vivo ou in vitro, e
essas sao obtidas por meio de técnicas eletroquimicas (SILVA et al.,, 2017;
SQUELLA, et al., 2006).

A simulacdo de uma grande variedade de ambientes biologicos, tais como
valores de pH, conteldo de oxigénio na célula eletroquimica e solventes de
propriedades diversas, comprovam de uma forma geral a versatilidade destas
metodologias eletroquimicas.

O comportamento eletroquimico das substancias pode ser alterado devido a
mudanca estrutural e isso afeta as curvas voltamétricas de diferentes maneiras,
podendo causar deslocamentos nos potenciais redox, provocar mudancas no
mecanismo eletrédico, na reversibilidade quimica e eletroquimica e na cinética
reacional. (SILVA et al., 2017; SQUELLA, et al., 2006).

As técnicas eletroanaliticas tém sido amplamente utilizadas com o objetivo de
esclarecer os mecanismos de acao de farmacos, e nesse sentido € que se destaca a
eletroquimica no estudo destes sistemas devido principalmente ao uso de sistemas
guimicos considerados limpos, além de ser relativamente facil de controlar, podendo
ser estudados em solucfes tanto ndo-aquosas, quanto aquosas, permitindo deste
modo avaliar o comportamento de radicais livres gerados nos sistemas biolégicos
(Squella et al., 2006).
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4.6 Métodos eletroquimicos

A eletroquimica estuda os fendmenos quimicos associados a transferéncia de
elétrons, que podem ocorrer de duas maneiras: heterogénea (superficie do eletrodo)
e homogénea (solucdo) (BRETT & BRETT, 1996).

Todo processo eletroquimico tem fundamentacdo na aplicacdo de um
potencial, potencial esse capaz de oxidar ou reduzir os substratos de interesse.
Frente a quimica convencional, a eletroquimica apresenta como principal vantagem
0 baixo gasto de reagentes (MELLO, 2007; MOURA, 2008).

Sendo importante ressaltar também que a eletroquimica tem a capacidade de
mimetizar as principais reacfes oxidativas que ocorrem no corpo humano,
proporcionando uma boa aproximacdo do que ocorre in vivo (KOVACIC &
SOMANATHAN, 2014), logo o estudo de processos em meio bioldégico se aproxima
muito dos estudos que envolvem a transferéncia de elétrons, assim esses estudos
sdo capazes de levar a compreensao dos variados processos que ocorrem nesse
meio.

Os processos de oxirreducdo tem relacdo com varios e principais
mecanismos desenvolvidos na célula viva, abrangendo desde processos de defesa
do organismo ate o processo metabdlico, sendo sempre intermediados por enzimas

presentes nesses organismos vivos (MOURA, 2008).

4.6.1 Voltametria ciclica

Dentre as técnicas eletroquimicas existentes, a mais empregada, com vistas a
obtencdo de informacfes qualitativas sobre os processos eletroquimicos, € a
voltametria ciclica (VC). Ela se destaca por sua habilidade em fornecer,
rapidamente, informacdes sobre as reacfes de transferéncia de elétrons, sobre a
termodindmica de processos redox, sobre a cinética de reagfes heterogéneas de
transferéncia de elétrons, a possibilidade de investigar a reatividade quimica das
espécies eletrogeradas, auxilia na elucidacdo do mecanismo eletrédico analisado,

na deteccdo de intermediarios de reacdo e no acompanhamento de reacdes
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envolvendo produtos formados nos eletrodos (SKOOG et al.,, 2007; BARD, 2001,
BRETT & BRETT, 1996).

Na voltametria ciclica para a corrente ser medida, um pequeno eletrodo
estacionario em uma solucao mantida em repouso € excitada na forma de uma onda
triangular. Esta onda triangular produz a varredura no sentido direto e depois no
sentido inverso, ou seja a direcdo do varredura € invertida, como se demostra
na Figura 6. Em ambas as dire¢cbes a velocidade de varredura se mantiveram
constante. Os parametros importantes a ser considerado na voltametria ciclica é o
potencial inicial, E;, a diregdo do varredura inicial, a velocidade de varrimento, o
potencial final, Ef, 0s potenciais maximos, Emax, € minimo, Ei. (BRETT & BRETT,
1996).

Figura 6 - Variagdo do potencial com o tempo em voltametria ciclica, mostrando o

potencial inicial, Ej, o potencial final, Es, 0s potenciais maximos, Emax, € minimo, E;.

E
E"\i x i shise

N

Fonte: Brett & Brett, 1996.

Essa € uma técnica de varredura de potencial, em que o potencial aplicado ao
eletrodo é variado numa velocidade conhecida e, ao atingir o potencial final
desejado, a varredura é revertida para o valor inicial, na mesma velocidade. Como
resposta a essa perturbacgéo, é possivel observar o processo eletrédico através das
informagBes obtidas como potencias de pico catodico e anddico (Epc € Epa), as
correntes de pico catddico e anddico (Ipc € lpa) € 0s potencias de meia onda (E12) ou
pico de meia altura de onda (Ep2) (Tabela 3) (SKOOG, 2007; GREEF et al., 1985).
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Tabela 2 - Representacdo esquematica do potencial aplicado ao eletrodo tem como
resposta um sistema reversivel e irreversivel, com destaque para os parametros mais

importantes, em VC.

) Voltamogramas Ciclicos Resultantes
Forma do Potencial

Aplicado

Processo Reversivel Processo Irreversivel

POAERCIEL SPLCADD

TEWID

Fonte: Greef et al., 1985.

A depender das propriedades quimicas da substancia em analise, os
sistemas podem apresentar uma natureza reversivel ou irreversivel. Quando o
produto da reducdo é todo consumido no processo de oxidagdo, o0 sistema
apresenta uma transferéncia eletronica reversivel apresentando um par de picos
catédico e um par anodico. No entanto, para uma transferéncia eletrbnica de
natureza irreversivel, este apresentara apenas um par de picos (SKOOG, 2009
GREEF et al., 1985).

A voltametria ciclica é uma técnica experimentalmente simples e precisa para
auxiliar na elucidacdo do mecanismo de acdo de farmacos ou até mesmo pode
colaborar no planejamento de compostos biologicamente ativos. E uma das
principais técnicas utilizadas no estudo eletroquimico de uma infinidade de

compostos, dentre eles, podemos destacar os nitrocompostos (SILVA et al., 2017)

4.6.2 Voltametria de pulso diferencial

O principio dessa técnica eletroquimica sdo pulsos de igual amplitude
aplicados sobre uma rampa linear de potencial, sendo a corrente medida antes do
pulso ser aplicado e ao final do pulso. Dessas duas correntes medidas é feita entdo

a subtragdo, ja que a primeira € a contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda é



31

a contribuicdo da corrente faradaica e que contra o potencial da rampa linear,
gerando um voltamograma de pulso diferencial, com a forma de uma curva
gaussiana (SOUZA et al., 2003).

A sua aplicacdo tem maior destaque em medidas em niveis traco, podendo
ser de espécies organicas e inorganicas, e tem como base o degrau de potencial
(Wang, 2000).

Na voltametria de pulso diferencial, no eletrodo de trabalho pulsos de
amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sdo aplicados,
sendo importante chamar a atencdo para que a forma e o0s sinais de excitacao
captados dependem do tipo de aparelho utilizado (analégico ou digital). A diferenca
entre 0s equipamentos analdgicos e digitais, € que nos analdgicos ha uma
sobreposicdo de pulsos periddicos sobre uma rampa linear é verificada como
mostrado na Figura 7a, enquanto em equipamentos digitais, ha uma combinacao de

um pulso de saida com um sinal em degrau conforme mostrado na Figura7b.

Figura 7 - (a) Perfil corrente-potencial esquemético para VPD e (b) representacéao
esquematica da aplicacdo do potencial em funcdo do tempo em VPD para
instrumentos digitais, amostragem da corrente em S1 e S2, sendo registrada a

diferenca entre essas correntes.

S

Potencial
Potencial

S,

8 |
i
|

Sy

(b)

t —
Fonte: Bard, 2001; Brett e Brett, 1996
Assim, a corrente € medida duas vezes, a primeira antes da aplicacdo do

pulso (1) e a segunda ao final do pulso (2), sendo que o instrumento

automaticamente subtrai primeira corrente da segunda. Em seguida, a diferenca das
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correntes € plotada em funcdo do potencial aplicado, e o voltamograma resultante
consiste de picos de corrente de forma gaussiana (Figura 10), cujas &reas séo
diretamente proporcionais a concentracdo do analito (BRETT & BRETT, 1996).

Figura 8 — Voltamograma de pulso diferencial de picos de corrente de forma

gaussiana

AI=12)-1I(1
AL (2)- 1)

Fonte: Skoog, 2005

4.6.3 Biossensores de DNA

O DNA conforme pode ser visto na (

Figura 9) é uma macromolécula estruturalmente polimorfica, que pode adotar
uma variedade de conformacdes, dependendo da sequéncia de nucleotideos e/ou
condicBes-ambientes. A estrutura de dupla hélice consiste de duas fitas, formadas
por grupos fosfatos e pentoses ligadas alternadamente por uma ponte fosfodiéster
(RAUF et al., 2005; BRETT & BRETT, 1996).

As duas cadeias da dupla fita estdo associadas por ligacbes de hidrogénio

entre as bases puricas (adenina e guanina) e pirimidicas (citosina e timina),
formando assim, os nucleotideos. Assim, cada nucleotideo é formado por um grupo
fosfato, um aclcar (desoxirribose) e uma das quatro bases nitrogenadas (RAUF et
al., 2005; BRETT & BRETT, 1996).
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Figura 9 - DNA em dupla fita (double-strand DNA) com representagcao detalhada do
interior hidrofébico do DNA destacando as fitas formadas pelos nucleotideos
interligados e suas respectivas bases.
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Fontes: Adaptado de http://manipulacaodavida.blogspot.com e

http://theuniversalmatrix.com/ptbr/artigos/?p=639, acessado em 15/12/2018).

Esse estudo das interacdes dos diversos farmacos com o DNA é peca
fundamental para o desenvolvimento racional de farmacos. O farmaco pode interagir
com o DNA de trés maneiras: através do controle de fatores de transcricdo e
polimerases, onde farmacos interagem com proteinas que se ligam ao DNA, por
meio da ligacdo com RNA, que pode ocorrer com o DNA de dupla fita, formando
uma tripla hélice, ou por expor uma fita simples de DNA, formando hibridos que
podem interferir na atividade de transcricdo e por meio da interacdo que consiste na
ligacdo direta de moléculas pequenas a dupla hélice do DNA. Na interacdo ha maior
destaque de estudos eletroquimicos, pois as interacbes podem ser de natureza
eletrostatica devido as cargas negativas do acucar-fosfato (RAUF et al., 2005; HELI
et al., 2005).

Assim foram desenvolvidos biossensores eletroquimicos de DNA, para
entender o mecanismo de acao biolégica de farmacos, como as interacdes do DNA
com moléculas pequenas ou ions, analises da sequéncia de genes entre outras
coisas (BRETT; CHIORCEA, 2003).



34

Biossensor eletroquimico de DNA (Figura 10) é um dispositivo cujo elemento
de reconhecimento bioldgico € o DNA fita dupla ou fita simples imobilizado sobre um
transdutor eletroquimico, que permite mensurar processos onde ocorrem ligacdes
especificas com o DNA (MOUSTY, 2004; BRETT; CHIORCEA, 2003). Biossensores
sdo uma excelente alternativa, pois eliminam a necessidade de preparacdo da
amostra permitindo aplicagfes analiticas in situ com medidas répidas e relativo

baixo-custo.

Figura 10 - Constituintes de um biosensor analitico
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Fonte: Wang, 2000.

O processo de oxidacéo eletroquimica do DNA em eletrodo de carbono vitreo
usando voltametria de pulso diferencial mostra dois picos de oxidacdo referente as

bases guanina e adenina (

Figura 11). Em relacdo ao DNA fita simples, observa-se dificuldade de
oxidagao das bases referentes ao DNA fita dupla, o que se deve a maior flexibilidade
dessa fita (DICULESCU et al., 2005).
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Figura 11 - Voltamograma de pulso diferencial obtido com eletrodo de carbono vitreo
modificado com DNA em solucdo de tampdo acetato 0,1 M, pH 4,5: ciclo 1
voltamograma do ssDNA (linha vermelha) e dsDNA (linha preta) ciclo 40

voltamograma do dsDNA (linha pontilhada).

adenine
/

2 pA guanine

Fonte: Silva, 2010.

Os biossensores de DNA se destacam pela sua possibilidade de emprego

tanto para obtencdo de interacBes especificas de certos farmacos com algumas

bases de DNA, como também para elucidar o mecanismo de interacdo (BRETT et

al., 2002).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Realizar estudos eletroquimicos dos derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos que apresentam potencial atividade

farmacoldgica.

5.2 Objetivos Especificos

v'Investigar o] comportamento eletroquimico dos derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos em meio aquoso e ndo-aquoso, visando a
obtencdo de parametros eletroquimicos que possam ser correlacionados com
atividades bioldgicas, em busca do entendimento do mecanismo de acéo.

v'Avaliar a interacdo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos
com B-ciclodextrina;

v' Estudar a interacdo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos

com o DNA, fazendo-se do uso de biossensores com deteccao eletroquimica.
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6 METODOLOGIA

6.1 Reagentes e solventes

Os derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos LNN-01, LNN-02,
LNN-03, LNN-04, LNN-05, LNN-06, LNN-07, LNN-08 e LNN-09 (Figura 3) foram
sintetizados no Laboratorio de Quimica em Inovacdo Terapéutica LQIT/UFPE e
cordialmente cedidos pelo Professor Doutor Thiago de Mendonga Aquino do Instituto

de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas.

Tabela 3 - Estrutura quimica dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos.
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A B-ciclodextrina (B-CD) foi adquirida da Sigma Aldrich (Steinheim, Germany).
O acido acético (CH3sCOOH) foi obtido da Cromoline® (Diadema, Brasil). O acetato
de sodio (C2HsNaO3z), hidréxido de sodio (NaOH), N,N-dimetilformamida (DMF),
fosfato de sédio diidratado (Na:HPO,) e fosfato de sédio monoidratado (NaH2PO,)
tém procedéncia da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Acido
cloridrico (HCIl) e o acido ferrocenocarboxilico (Fc-CO2H) foram obtidos da Alfa
Aesar (Tewksbuty, MA, USA). Acido 11-mercaptoendecandico (MUA) foi obtido da
Merck. Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Todas a
solugdes foram preparadas em agua ultrapura (18 MQ cm) obtidos de um sistema de

purificacao Milli-Q da Millipore Inc.

6.2 Preparo das solugdes

Para os estudos em meio aquoso, utilizou-se uma solucdo tampéo fosfato
preparada com fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) e fosfato de sodio dibasico
(NaH2PO.), na concentracéo de 0,2 mol L, pH 7,0 e forca i6nica de 0,222 mol L1,

A solucdo de tampédo acetato foi preparada utilizando acetato de soédio
(C2H3sNaOy) e &cido acético (CHsCOOH), na concentracdo de 1,0 mol L*, pH 4,5 e
forca ibnica de 0,100 mol L. A verificacdo do pH das solucdes tampédo foram
realizadas em pHmetro modelo Quimis Q400A.

A solucdo tampao usada nos estudos em biossensor de DNA foi preparada
com agua fervida ultrapura, para eliminacdo da possivel presenca de

microorganismos que possam causar algum dano a molécula de DNA.

6.3 Estudo de estabilidade no UV-vis

O estudo de estabilidade foi realizada para todos os derivados 2-(5-nitro-
tiofeno)tiossemicarbazénicos (LNN1-9).

Uma solucéo estoque na concentragdo de 5,0x10* mol L* em etanol PA foi
preparada para cada amostra. Em seguida, uma aliquota de 250 pL dessa solucéo
foi misturada com quantidades apropriadas de tampéao fosfato para obter solugbes
na concentracédo de 5,0x10° mol L' de LNN1-9, a 20% de etanol. Os sistemas foram
homogeneizados e aliquotas de 3 mL foram adicionadas em cubetas de quartzo

(10mm/3,5 mL) da Agilent® para analise no tempo 0, 10, 20, 30 e 60 minutos, sendo
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o tempo zero considerado ap6s homogeneizacdo. Os valores de absor¢cdo foram
medidos na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm. Todas as analises
foram realizadas em um espectrometro Shimadzu Multispec-1501 UV-VIS, a
25+ 1°C.

6.4 Estudos eletroquimicos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
PGSTAT (AUT73222) da Autolab® em um sistema contendo trés eletrodos
(Figura 12). Utilizou-se o carbono vitreo (BAS, 3 mm de diametro, area 7,065 mm?)
ou eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho; fio de platina, como eletrodo auxiliar
e o sistema Ag|AgCI|CIl- (saturado) da BAS, como eletrodo de referéncia. As
medidas foram realizadas a temperatura de 25 + 1 °C. O tratamento posterior dos

gréficos foi realizado através do programa Origin 8.0.
Figura 12 - Sistema com os trés eletrodos para analises eletroguimicas.
Eletrodo de trabalho

Eletrodo de

< « ref i
Eletrodo- ‘ eferéncia
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Barra
magneética

Fonte: Autora, 2019

6.4.1 Limpeza padréo do eletrodo

O eletrodo de carbono vitreo foi submetido a limpeza mecéanica de polimento

com alumina (0,3 um) e lavado abundantemente com agua milliQ, em seguida foi
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levado ao ultrassom por 30 s em etanol P.A. Apds o procedimento de limpeza, foi
realizado o teste com uma solucdo de ferricianeto de potassio
(Ks[Fe(CN)g))/ ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s].3H20) 1,0 x 102 mol L't em KCI
0,1 mol L1, para verificar a area eletroativa dos eletrodos e a eficiéncia do polimento.
Para isto utilizou-se uma faixa de potencial de -0,3 a 0,6 V e velocidade de 50 mV/s.
Ja o eletrodo de fio de ouro por ndo possuir uma area plana foi submetido a
uma limpeza quimica, onde o eletrodo foi exposto & chama azul de macarico até o
rubor, apds uns segundos sob vapor de cloroférmio é imerso em cloroférmio, para

evitar processo de oxidacao do ouro.

6.4.2 Eletrodo de Ouro Modificado com SAM mista de 3-CDSH + MUA

A metodologia utilizada no preparo da SAM a monocamada de BCDSH (

Figura 13) foi construido no eletrodo de ouro, que depois de limpo, o eletrodo
foi introduzido em uma solug¢ao contendo 3-CDSH:Fc-CO2H:MUA (2:2:1 m/m/m) em
uma mistura dos solventes DMSO:EtOH:H-20 (5:3:2 v/v/v). Inicialmente, o eletrodo foi
imerso numa solugdo de B-CDSH dissolvida em DMSO, desaerada com N2 sob
agitacdo. Em seguida adicionou-se o Fc-CO2H solubilizado em EtOH. O eletrodo
permaneceu na solucao por 1 hora para formacdo do complexo entre Fc-CO2H e a
cavidade da B-CDSH. Depois disso, a MUA e a agua foram adicionadas, sendo
novamente desaerada com N2. O eletrodo permaneceu em repouso nessa solugéo
por 24h. Antes dos experimentos voltamétricos os eletrodos foram lavados
abundantemente com EtOH e agua (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 13 - Representacdo esquematica da interacao de &cido ferrocenocarboxilico
em eletrodo de ouro: () eletrodo limpo; (I) modificado com monocamada de MUA; (lll)
modificado com monocamada mista de B-MUA/CDSH.
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Fonte: Adaptado de Damos et a., 2007.

6.4.3 Estudo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbaz6nicos em meio aproético

No estudo em meio aproético utilizou se a solucdo de DMF + TBABF4
(0,1 mol L*) como eletrélito suporte. A concentracgédo final foi de 5,0x10# mol L dos
derivados de 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos LNN1, LNN3 ou LNN5, contido
em uma célula eletroquimica. Em seguida, N> foi borbulhado na solugcdo por ao
menos 5 minutos para a retirada de oxigénio, mantendo o fluxo de gas acima da
solucdo, durante as andlises. As varreduras eletroquimicas, em VC, foram realizadas
na faixa de potencial compreendida entre 1,2 a —0,4 V, utilizando a velocidade de

varreduras de 50 mV s'1.

6.4.4 Estudo em meio aproético dos derivados 2-(5-nitrotiofeno)tiossemicarbazbnicos

em presenca de oxigénio

Estudos eletroquimicos em meio aprético (DMF + TBABF4 0,1 mol L) foram
realizados em presencga e auséncia de oxigénio para averiguar a reatividade, apos

reducdo dos derivados de 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos LNN1, LNN3 ou
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LNN5, frente a oxigénio. Analisaram-se 0s parametros eletroquimicos, como o
potencial e corrente de pico para a primeira onda de reducdo. Cada componente foi
adicionado ao eletrdlito suporte e a solucdo foi desaerada com N2 antes das
medidas por voltametria ciclica. O oxigénio foi entdo borbulhado dentro da célula e
sua concentragdo foi monitorada com oximetro (Digimed DM-4). Voltamogramas

ciclicos foram registrados em diferentes concentragfes de oxigénio.

6.4.5 Perfil eletroquimico dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazbnicos em

meio proético

Os estudos eletroquimicos em meio protico foram realizados em meio aquoso
etandlico tamponado (30%), pH 7,0, para promover a melhor solubilizacdo dos
derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos LNN-01, LNN-02, LNN-03,
LNN-04, LNN-05, LNN-06, LNN-07, LNN-08 e LNN-09. Carbono vitreo foi utilizado
como eletrodo de trabalho e as varreduras eletroquimicas, em VC, foram realizadas
na faixa de potencial compreendida entre 0,5 a —1,2 V, utilizando a velocidade de

varreduras de 50 mV s'1.

6.4.6 Estudo de interacdo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazbnicos com
DNA

6.4.6.1 ssDNA

Para o preparo da solucdo de ssDNA pelo método acido-base, foi utilizado o
dsDNA (1,5 mg) desnaturado pela adicdo de 1,0 mL de &cido cloridrico (0,1 mol L)
e aquecimento a 100 °C em banho-maria até solubilizacdo. Em seguida, para
neutralizacdo do meio, foi adicionado 1,0 mL de solucdo de NaOH (0,1 mol L?),
completando-se o volume para 10,0 mL com tampado acetato (pH 4,5), para
finalizacdo do procedimento. O eletrodo de carbono vitreo polido foi imerso em
solugcao contendo a solucdo de ssDNA e submetido a varredura na regido de 0 a
+1,4 V usando a técnica de voltametria de pulso diferencial, no tempo 0, 10, 20, 30,
40, 50 e 60 minutos.
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6.4.6.2 dsDNA

Para a producédo do gel de dsDNA, fez-se necesséario 15 mg de dsDNA em
um Eppendorf com 2 mL de tamp&o acetato pH 4,5 para dissolver, em seguida foi
colocado na geladeira por 24 h para homogeneizagédo e evitar degradagéo pelo
calor. Depois de transcorrido o tempo, foi aplicado 10 pL sobre a superficie do
eletrodo de carbono vitreo que foi seco mediante fluxo de N2 (biosenssor de dsDNA)
antes da realizacdo dos experimentos.

O biossensor de dsDNA € imerso na solugdo de tampdo acetato pH 4,5 e
submetido a varredura na regido de 0 a +1,2 V usando a técnica de voltametria de
pulso diferencial. Simultaneamente, um outro eletrodo com filme de dsDNA foi
imerso em uma solugcédo contendo derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazbénicos
LNN-01, LNN-05 ou LNN-06 na concentracdo de 5x10° mol L onde permaneceu

por 1h 15 minutos.

6.4.7 Estudos de interacédo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos
com 3-CD

A interacdo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos (LNNL1,
LNN5 e LNN6) com B-CD foi realizada em experimentos de transferéncia de fase,
em gue massas correspondentes a 0,5 mmol L* de LNN1, LNN5 e LNN6 foram
adicionadas a cela eletroquimica contendo tampéo fosfato pH 7,0 em atmosfera
inerte obtida por desaeracdo com nitrogénio. Apds 15 minutos de agitacdo, a
resposta eletroquimica foi registrada. Em seguida, foram adicionadas massas de
B-CD correspondentes as proporcdes (LNN: p-CD) de 1:0,5, 1;0,1, 1:1, 1:10, 1:50
sendo a solugdo agitada e desaerada, a cada adi¢édo de B-CD, por 15 minutos, para
entdo ser realizada a medida eletroquimica. A interacdo e consequente formacao de
complexos de inclusdo foram avaliadas através das mudancas observadas nos

parametros eletroquimicos de potencial e corrente de pico, em cada procedimento.
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6.4.8 Estudo de interacdo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos com
SAM mista de 3-CDSH + MUA

O eletrodo de ouro modificado descrito no item 6.4.2 é imerso na solucdo
aquoso etandlico tamponado (10%), pH 7,0. Posteriormente foi adicionado aliquotas
de um estoque de etanol e derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos LNN1,
LNN5 ou LNN6 onde permaceram sob agitacdo e desaerada com N2 por 5 minutos
antes de submetido a varredura na regido de 1,2 a —0,4 V, utilizando a velocidade
de varreduras de 50 mV s usando a técnica de voltametria ciclica.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o propésito de descobrir as melhores atividades biologicas de novos
moléculas, estdo apresentados os resultados experimentais para os derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos LNN1, LNN2, LNN3, LNN4, LNN5, LNNG6,
LNN7, LNN8 e LNN9 na qual foram realizados estudos de estabilidade, estudo em
meio proético, estudos de encapsulagédo com 3-CD onde foi avaliado a interagdo dos
derivados LNN1, LNN5 e LNN6 com B-CD em solugdo e em eletrodo de ouro
modificado com a formacgédo da SAM de B-CDSH + MUA. Bem como estudo em meio

aprotico na presenca e auséncia de oxigénio.

7.1 Estudo de estabilidade

A proposta do estudo de estabilidade foi fornecer evidéncias que durante os
experimentos eletroquimicos a qualidade da substancia ativa ndo variasse por meio
de uma possivel degradacdo com o tempo, que pode ter influéncia de uma
variedade de provaveis fatores ambientais, tais como temperatura, umidade
presenca de oxigénio e luz. Para tal, 0Ss derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos foram estudados em tampéao fosfato pH 7,0
contendo 10% de etanol utilizando a espectroscopia no UV-Vis.

Na Figura 14 mostra os espectros de UV-Vis obtido para o LNN2, LNN5,
LNN6, LNN7, LNN8 e LNN9. Na qual apresentaram quatro bandas principais de
absorcdo com maximo aproximado em 216, 286 , 428 e 463 nm para 0 LNN2
(Figura 14A), quatro bandas de absor¢cdo com maximo aproximado em 209, 283,
404 e 474 nm para o LNN5 (Figura 14B), quatro bandas de absor¢cdo com maximo
aproximado em 215, 285, 428 e 461 nm para o LNN6 (Figura 14C), quatro bandas
de absor¢cdo com maximo aproximado em 214, 289, 441 e 483 nm para 0 LNN7
(Figural4D), quatro bandas de absor¢cdo com maximo aproximado em 214, 285, 411
e 485 nm para o LNN8 (Figura 14E) e quatro bandas de absorcdo com maximo
aproximado em 214, 286, 409 e 485 nm para o LNN9 (Figura 14F). Todos esses
derivados apresentaram comportamento semelhates, com um discreto decrescimo

de absorbancia, provavelmente causado pela baixa solubilidade.
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Figura 14 - Espectros de absorcdo na regido do Uv-Vis dos derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos (1x10° mol L*) em tamp&o fosfato pH 7,03
contendo 10% de etanol, em funcdo do tempo. A) LNN2; B) LNN5; C) LNN6; D) LNN7;
E)LNN8 e F)LNN9
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Fonte: Autora, 2019.

Nos espectros de UV-Vis para o LNN1, LNN3 e LNN4 mostrado na Figura 15,
onde apresentou trés bandas de absorcdo com maximo em 208, 279 e 402 nm
para o LNN1 (Figura 15A), trés ondas de absor¢do com maximo aproximado em
219, 282 e 406 nm para o LNN3 (Figura 15B) e 3 bandas de absor¢do com maximo
aproximado em 207, 278 e 401 nm para o LNN4 (Figura 15C). Esses trés derivados

apresentaram maiores decréscimos na absorbancia em fungdo de tempo,
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provavelmente decorrente a baixa solubilidade, jA& que foi possivel visualizar um

sobrenadante na solugéo.

Figura 15 - Espectros de absorcdo na regido do Uv-Vis dos derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos (1x10-5 mol L-1) em tampdo fosfato pH 7,03
contendo 10% de etanol, em funcdo do tempo. A) LNN1; B) LNN5 e C) LNNG6.
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Fonte: Autora, 2019.

Todos o0s materiais apresentaram absorcdes nas regibes de 208 a
aproximadamente 300 nm que correspondem a grupos cromoéforos simples
tipicamente conjugados de NO3, e de heteroatomo devido a transigdo n > T*.

Os derivados LNN2, LNN5, LNN6, LNN7, LNN8 e LNN9 apresentaram 0s
menores decréscimos na absorbancia, diferente dos compostos LNN1, LNN3, e
LNN4 que apresentaram as maiores variacoes, apesar da baixa solubilidade é
importante ressaltar que todos os derivados apresentam-se estaveis nas condicées

avaliadas. Diante disso os estudos em meio protico foram realizados com maiores

concentragdes de etanol.
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7.2 Perfil voltamétrico em meio protico SILVA

A voltametria ciclica € uma técnica experimentalmente simples e precisa para
auxiliar na elucidacdo do mecanismo de acdo de farmacos ou até mesmo pode
colaborar no planejamento de compostos biologicamente ativos. E uma das
principais técnicas utilizadas no estudo eletroquimico de uma infinidade de
compostos, dentre eles, podemos destacar os nitrocompostos (et al., 2017)

Estudos eletroquimicos em meio prético foram realizados em meio aquoso
etandlico tamponado (30%), pH 7,0, para promover a melhor solubilizacdo dos
derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos, LNN1 LNN2, LNN3, LNN4, LNN5,
LNNG6, LNN7, LNN8 e LNN9. Ja que, a baixa solubilidade em agua é caracteristica
comum a alguns nitrocompostos (SILVA et al., 2017; LIU et al. 2013; PEREZ-CRUZ
et al., 2009).

Nas Figuras 17 e 18 estédo representados os estudos por voltametria ciclica
em meio aquoso-etandlico relacionados aos derivados da
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos ( LNN1-9). Na auséncia de oxigénio, para
todos os compostos, evidenciaram a presenca de pico de reducdo bem definido,
com Epc de -0,489, -0,511, -0,504, -0,539, -0,497, -0,532, -0,532, -0,553 e -0,546 V,
respectivamente, referente a reducdo do grupo nitro — que €& um processo
envolvendo o consumo de quatro elétrons e quatro protons — e pico de oxidacdo em
Epa de 0,128, 0,135, 0,142, 0,120, 0,149, 0,163, 0,114, 0,156 e 0,121 V,
respectivamente, referente a oxidacdo da hidroxilamina que em varredura anddica &

oxidada ao derivado nitroso de carater reversivel (Figura 16).



Figura 16 -  Reac0es de  oxirreducéo dos derivados
tiofeno)tiossemicarbazodnicos.

s == N T/ + 4€-+ 4H+ — s = N N/ + H20

S
4 H ON / \ R - +
nom< \ o . /N\T)kT/ + 2¢+ 2H
i I oo

Fonte: Autora, 2019.

50

2-(5-nitro-



51

Figura 17 - Voltametria ciclica dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos
(5x10™“ mol L") em meio protico tamponado (etanol + tampé&o fosfato: 3:7, 0,dmol L™),
carbono vitreo (area = 7,065 mm? e v = 0,050 V s™. A) LNN1; B) LNN2; C) LNN3; D)
LNN4; E) LNN5 e F) LNN6
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Figura 18 - Voltametria ciclica dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazoénicos
(5x10™ mol L") em meio protico tamponado (etanol + tampéo fosfato: 3:7, 0,1mol L™),
carbono vitreo (area = 7,065 mm? e v = 0,050 V s*. A) LNN7; B) LNN8 e C) LNN9.
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Fonte: Autora, 2019

Apesar dos diferentes substituintes na estrutura dos derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos os valores de potenciais apresentaram-se
préximos, com uma variacao de 0,057 V. Sendo os derivados LNN1 e LNN2 os que
apresentaram os pontencias mais proximos de zero.

A diferenca de potencial de reducdo entre os diversos nitrocompostos resulta
numa base importante para o entendimento da toxicidade seletiva para o0s
microrganismos. Adicionalmente, a ativacdo redutiva em anaerdbios somente é
possivel em intervalo limitado de potencial de certos sistemas enzimaticos, o que
comprova a seletividade de alguns compostos (Figura 19) (PAULAI, SERRANO;
TAVARES, 2009).
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Figura 19 - Intervalo de variacdo do potencial de reducdo dos nitrocompostos e do
oxigénio.

( PONTENCIAL DE REDUCAO DE NITROCOMPOSTOS )

< NITROBEZENOS >
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PONTENCIAL DE REDUGAO E (V)
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METRONIDAZOL MISONIDAZOL NITROFURANTOINA  OXIGENIO

Fonte: Adaptado de Tavares et al., 1999.

Devido a baixa solubilidade das amostras, mesmo em meio misto etanolico,
0s estudos mais detalhados como a variacdo da velocidade de varredura, para
determinar qual o processo envolvido na dupla camada eletronica (difusdo ou
adsorcao) ficou impossibilitado. Na continuidade dos estudos, para minimizar ou
solucionar a baixa solubilidade, utilizou-se a um carreador que apresenta uma

caracteristica de formar complexos de incuséo e/ou entre interacoes.

7.2.1 Estudos de encapsulagao com 3-CD

7.2.1.1 Avaliacdo da interacao de 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos com (3-CD

em solucao

A B-ciclodextrina (8 -CD) apresenta uma importante propriedade de formacao
de complexos por inclusdo com moléculas organicas, sendo entdo estudada sua
capacidade de encapsular os derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazoénicos
(LNNZ1, LNN5 e LNN6) em meio tamponado, pH 7,0, para aumentar a solubilidade
dos mesmos.

Na Figura 20 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para LNN1 em
eletrodo de carbono vitreo, na auséncia e presenga de B-CD soélida, ambos em

solucdo. O comportamento eletroquimico (voltametria ciclica, VC) de LNN1 mostrou
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uma onda de redugdo e oxidacaéo em Ep. = -0,43 e Epa +0,18 V vs.
Ag|AgCI|CI- (sat.). Observa-se um aumento na corrente de pico quando se introduz
B-CD, como também um deslocamento de potencial de pico para valores maiores
gue a amostra sozinha; este comportamento estd relacionado inicialmente, ao
aumento da solubilidade da LNN1 no meio. Quando se aumenta a concentracéo de
B-CD para um valor 1:1, observa-se uma diminuicdo na corrente de pico, ocasionado
pelo encapsulamento de LNN1 na cavidade da B-CD e consequentemente, o

desfavorecimento do processo de oxi-reducéo.

Figura 20 - Voltamogramas ciclicos do LNN1 em eletrodo de carbono vitreo e adi¢éo

de B-CD sélida em diferentes concentragdes.
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N
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LNN1/8-CD (1:10)
== | NN1/p-CD (1:50)

T T L — 1 T T T
-14 12 10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08
E /V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.)

Fonte: Autora, 2019

Na Figura 21 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para LNN5 em
eletrodo de carbono vitreo, na auséncia e presenca de B-CD sélida, ambos em
solucdo. O comportamento eletroquimico de LNN5 mostrou uma onda de reducéo e
oxidacdo em Ep. = -0,43 e Epa +0,19 V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.). Observa-se um
aumento na corrente de pico quando se introduz B-CD, como também um
deslocamento de potencial de pico favoraveis a reducdo; este comportamento esta
relacionado, inicialmente, ao aumento da solubilidade da LNN5 no meio. Quando se
aumenta a concentragao de B-CD para um valor 1:50, observa-se uma diminuicado

na corrente de pico, ocasionado pelo encapsulamento de LNN5 na cavidade da
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B-CD e consequentemente o desfavorecimento do processo de oxi-reducao.
Diferente do derivado anterior (LNN1) este comportamento € indicativo de uma
proporcédo de encapsulamento maior, levando em consideracdo que o equilibrio de
encapsulacdo é dindmico a proporcao 1:10 deveria apresentar uma corrente menor,

porém esse efeito sé foi observado do 1:50.

Figura 21 - Voltamogramas ciclicos do LNN5 em eletrodo de carbono vitreo e adi¢éo
de B-CD sélida em diferentes concentragdes.

I/ pA

— LNN5 (0,5 mmol L)

—— LNNS5/B-CD (1:0,05)
LNN5/B-CD (1:0,1)
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—— LNN5/B-CD (1:50)

M T 17—
-14 -12 -10 -08 -06 -04 02 00 02 04 06

E /V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.)

Fonte: Autora, 2019

Ja para

Figura 22 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para LNN6 em eletrodo
de carbono vitreo, na auséncia e presenca de B-CD solida, ambos em solucdo. O
comportamento eletroquimico do LNN6 mostrou baixa interagdo com a [-CD, onde
a mudanca mais perceptivel esta para proporcdo 1:0,1, ou seja a baixa
concentracdo do agente encapsulante. De modo que em concentragdes maiores ndo
h& a presenca da onda de reducdo em -0,4V, sendo esta, presente apenas na

proporcao citada acima.
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Figura 22 - Voltamogramas ciclicos do LNN6 em eletrodo de carbono vitreo e adi¢do
de B-CD sdlida em diferentes concentragdes.
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Fonte: Autora, 2019

No estudo realizado por Silva et al. (2017) onde utiliza o composto
2-[(4-nitrofenil)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4Hbenzol[b]tiofeno-3-carbonitrila, observaram
picos de reducdo da substancia, com adi¢cOes definidas de B-ciclodextrina, também
no estado solido, segundo os autores esse comportamento demonstra um processo
de transferéncia de fase, que foi observado pela mudanca de cor da solucao,
sugerindo a interagdo do composto com B-ciclodextrina.

Liu et al. (2013) e Pérez-Cruz et al. (2009) avaliaram a capacidade das
B-CDs de encapsular nitrocompostos e sugeriram o processo de interacdo, onde
houve o0 deslocamento do pico de reducdo do grupo nitro para potenciais mais
negativos, pois a B-CD dificulta o processo de reducéo.

Observa-se um deslocamento de pico na presenga B-CD, esse € atribuido a
mudanca no ambiente do grupo nitro quando inserido dentro da cavidade B-CD,
levando a estabilizac&do da porcao nitro e tornando-o mais dificil sua reducéo, isso se
deve provavelmente a perda da reversibilidade do composto, uma vez na cavidade

da B-CD o comportamento eletroquimico de oxidacdo do nitro € dificultado
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(SRINIVASAN; STALIN; SIVAKUMAR; 2012) uma vez que seu produto da reducao
passa a ser mais estavel no interior da 3-CD.

Avaliando a interacdo dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos
LNN1, LNNS e LNN6 com B-CD em solucdo, observamos que o derivado LNN5
presentou um melhor perfil eletroquimica em presenca do a gente encapsulante, no
entanto, ndo foi possivel construir uma curva analitica. Desta forma, foi realizado a
modificacdo na superficie do eletrodo de ouro, com uma SAM mista de MUA e
B-CDSH.

4.2.2 Eletrodo de ouro modificado com a formacao da SAM de 3-CDSH + MUA

A Figura 23 mostra os voltamogramas obtidos por VC do complexo de
interacdo LNN5:B-CH+MUA, para a faixa de concentracdo de 1,0x10° a
7,0x10° mol L? de LNN5. Pode-se observar um aumento na Ip em funcédo do
aumento da concentracdo do analito, com deslocamento de potencial de pico

catddico para valores mais negativos.
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- A) Voltamogramas em
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tampdo fosfato pH 7,0 em crescentes

concentragbes de LNN5 (1,0x10° a 9,0x10™ mol L™ ) em eletrodo modificado com B-
CDSH+MUA,; B) Regresséo linear dos valores de [LNN5]/Ipa vs [LNN5] para determinar
K; C) curva analitica de [LNN5] vs Ipa, para determinar LD e LQ.
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A formacdo do complexo leva a um aumento da solubilidade do 2-(5-nitro-

tiofeno)tiossemicarbazénicos (LNN5) com ciclodextrina e a camada mista néo

promove a supressao do processo redox do composto de estudo (BOLLO et al.,
2003; DAMOS et al., 2007).
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7.2.2 Estudo de interacdo com DNA

A guanina e adenina séao as principais bases do DNA a serem oxidadas em
meio acido, pH 4,5, utilizando-se eletrodos de carbono vitreo. O dsDNA e ssDNA,
apresentam comportamento eletroquimico distintos, devido a disponibilidade das
bases para a oxidacédo, jA que o ssDNA se encontra em uma forma flexivel, desta
forma, suas bases estdo mais suscetiveis a processos de oxidacdo e, portanto,
apresenta correntes de pico de alta intensidade em relacdo ao dsDNA que
apresenta uma estrutura rigida devido as ligac6es hidrogénio formadas entre suas
bases. Deste modo, os derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos foram

estudados em presenca de ssDNA e biossensor de dsDNA.

7.2.2.1 ssDNA

Nos estudos de interagdo dos compostos com a solucdo de ssDNA
(Figura 24) antes da adicao do analito, os sinais associados a oxidacédo das bases
guanina (G) e adenina (A) no ssDNA se mostraram intensos e bem definidos nos
respestivos potenciais de + 0,86 e +1,18 V.

Com a adicdo do LNN1, LNN5 e LNN6 (Figura 24A, B e C) ao passar do
tempo foi observado a diminuicdo da intensidade de corrente de oxidacdo de ambas
as bases adenina e guanina, principalmente para os derivados LNN1 e LNN6. No
entanto, este ssDNA ndo apresenta um comportamento eletroquimico adequado,
visto que com o passar do tempo, ocorre diminuicdo e deslocamento do potencial de
pico anddico correspondente as bases guanina e adenina, sugerindo um re-
anelamento das simples fitas. Em seguida, ocorre um aumento do potencial de pico
e deslocamento em sentido catédico. Este comportamento pode levar a uma analise

de interacao substancia/DNA falsopositiva.
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Figura 24 - Voltametria de Pulso Diferencial de 0,3 mg mL™* de DNA e A) LNN1 B) LNN5
e C) LNN6 em tampdo acetato pH = 4,5, apds tratamento térmico (60 min) em funcéo
de tempo,em um eletrodo de carbono vitreo. Amplitude de pulse 50 mV; largura de

pulso 70 ms; v=10mV s™.

Fonte: Autora, 2019.
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Quando uma substancia interage com essas bases expostas, é observado
uma menor intensidade de corrente (LA-SCALEA, SERRANO; GUTZ, 1998;
DICULESCU, PAQUIM; BRETT, 2005; DE MOURA, 2008; DE SOUZA, 2011)

7.2.2.2 dsDNA

O 5-nitro-tiofeno-tiossemicarbazénicos é uma substancia de interesse
biolégico, que além da atividade antioxidante, apresenta efeitos genotoxico, e neste
trabalho, o biossensor eletroquimico de DNA foi utilizado para observar a interacdo
deste nitrocomposto com DNA.

Nas Figuras 25, 26 e 27, estdo representados os voltamogramas de pulso
diferencial do biossensor de dsDNA, na regido anddica e quando em presenca de
5-nitro-tiofeno-tiossemicarbazonicos é possivel observar que o dsDNA apresenta
picos de oxidacado, apesar da rigidez da dupla fita de DNA, e ser esperado a nao
observacédo destes picos de oxidacdo para o dsDNA, este comportamento, pode
estar relacionado a modificacbes na conformacédo ou reorientacdo da dupla fita
durante imobilizacdo na superficie do eletrodo ou mesmo degradacéo (LA-SCALEA,
SERRANO; GUTZ, 1998; DICULESCU, PAQUIM; BRETT, 2005).

Como mostra a figura 25 o derivado LNN1 sofre processo de oxidacdo em
potencial anterior as bases do DNA. Pode-se observar que a varredura anddica do
biossensor de dsDNA apd6s 10 min em contato com o LNN1 apresentou mudanc¢a no
comportamento voltamétrico do dsDNA, com aumento de intensidade de corrente

em presenca do LNN1 principalmente para a guanina.
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Figura 25 - Voltamograma de pulso diferencial de biossensor de dsDNA em auséncia e
presenca de 5x10° mol L™* de LNN1.
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Fonte: Autora, 2019.

Ja na figura 26 o derivado LNN5 também sofre processo de oxidagdo em
potencial anterior as bases do DNA. Observando-se que a varredura anddica do
biossensor de dsDNA ap6s 10 min em contato com o LNN5 apresentou mudancga no
comportamento voltamétrico do dsDNA, parecido com o LNN1, com aumento de

intensidade de corrente principalmente para a guanina.

Figura 26 - Voltamograma de pulso diferencial de biossensor de dsDNA em auséncia e
presenca de 5x10™“ mol L™ de LNN5.
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Fonte: Autora, 2019.
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No entanto, para o derivado LNN6 que nao sofre processo de oxidacdo no
potencial estudado. Observando-se que a varredura anodica do biossensor de
dsDNA apdés 10 min em contato com o LNN5 apresentou mudanca no
comportamento voltamétrico do dsDNA, com um leve aumento de intensidade de
corrente no potencial de aproximadamente 1,02 V.

Figura 27 - Voltamograma de pulso diferencial de biossensor de dsDNA em auséncia e
presenca de 5x10“ mol L™* de LNNG.
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Fonte: Autora, 2019.

Quando porventura, ocorre interacdo de substancias com o dsDNA, as bases
sdo expostas a superficie do eletrodo e, tornam-se passiveis de oxidacao,
apresentando desta forma, maiores intensidades de corrente (LA-SCALEA,
SERRANO; GUTZ, 1998; DICULESCU, PAQUIM; BRETT, 2005; DE MOURA, 2008;
DE SOUZA, 2011). A partir dos resultados apresentados a uma provavel interacéo
dos derivados LNN1, LNN5 e LNN6 com o dsDNA. os que apresentaram melhores

interacdes.

7.3 Perfil voltamétrico dos derivados em meio aproético

Estudos eletroquimicos dos derivados 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazbnicos
LNNZ1, LNN5 e LNN6 foram realizados em um eletrodo de carbono vitreo, em DMF +

TBABF4 0,1 mol L, com a utilizagdo da técnica de voltametria ciclica.
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Os voltamogramas ciclicos obtidos em meio aprotico sdo representados nas
Figuras 28, 29 e 30. E possivel observar nos voltamogramas que o mecanismo
eletrodico é caracterizado por trés ondas catddicas (Ic, lic e llic) e trés ondas de

oxidagao (la, lla e llla).

Figura 28 - Voltametria ciclica do LNN1 (5x10* mol L*) em meio aprético DMF +
TBABF4 0,1 mol L?, carbono vitreo (area = 7,065 mm?) ev =0,100 V s

4 -| wmm\arredura 1
| === Varredura 2

I/ uA

-10
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ST
1 H H
-12 —T

—T T —T T~ T T T T T T T T
-22 -20 18 16 -14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 00 02
E /V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.)

Fonte: Autora, 2019.

Figura 29 - Voltametria ciclica do LNN5 (5x10* mol L) em meio aprético DMF +
TBABF4 0,1 mol L, carbono vitreo (area = 7,065 mm?) ev = 0,100 V s

| e Varredura 1
4 e Varedura 2

1/ uA

-2,0 I -1,5 I -1,0 I -0,5 0,0
E /V vs. Ag|AgCI[CI- (sat.)
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Figura 30 - Voltametria ciclica do LNN6 (5x10* mol L") em meio aprético DMF +
TBABF, 0,1 mol L, carbono vitreo (area = 7,065 mm? e v =0,100 V s™.
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E /V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.)

12

7.4 Estudo de reatividade com oxigénio molecular

Os estudos eletroquimicos em meio aprético (DMF + TBABF4 0,1 mol L?)
foram realizados em presenca e auséncia de oxigénio para averiguar a reatividade,
apos reducao dos derivados de 2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazénicos LNN1, LNN3
ou LNNS5, frente a oxigénio.

Na Figura 31, pode-se observar que o perfil eletroquimico do LNN1, em
auséncia de oxigénio e adicdo de oxigénio a cela eletroquimica, apresenta um
surgimento de uma onda de reducdo Epc = -0,65 V. Essa onda é decorrente,
provavelmente de um intermediario reativo a oxigénio. A onda de reducao
Epc. = -0,72 V inicia com o aumento da intensidade de corrente, seguida de
diminuicdo até o desaparecimento da onda. As ondas de oxidacdo Epa = -0,73 e
-0,25 V sofrem diminuicdo da intensidade da corrente de pico, em funcdo do
aumento da concentracdo de oxigénio, isso provavelmente se dar pelo consumo
desse intermediario reativo, logo esse intermediario é sensivel a presenca de
oxigénio e ele é consumido pelo oxigénio, assim com o0 aumento da concentracdo do

oxigénio a diminuicdo desse intermediario do composto nitroso.
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Figura 31 - Voltamogramas Ciclicos para Voltamogramas Ciclicos para LNN1 (1x10*
molL™?) em DMF/TBAP (0,1molL™), eletrodo de carbono vitreo, em presenca de
diferentes concentragdes de oxigénio.

J LNN1

0,00 mg L de O
0,25mgL" de O
—0,33mgL" de O
0,38 mgL" de O
0,41 mgL" de O
0,47 mgL" de O
0,53 mg L de O
—0,62mgL" de O

I/ uA

2
2
2
2
2
2
2
2

{0 -09 -08 -0,7 06 -05 -04 -03 -0,2 -0, 0,0
E /V vs. AglAgCI|CI- (sat.)

Fonte: Autora, 2019.

Na Figura 32, pode-se observar que o perfil eletroquimico do LNN5, em
auséncia de oxigénio e adicdo de oxigénio a cela eletroquimica, apresenta um
surgimento de uma onda de redugcdo Ep. = -0,65 V. A onda de reducédo
Epc = -0,74 V diminui até o desaparecimento da onda. As ondas de oxidacao
Epa = -0,62 e -0,22 V sofrem diminuigcdo da intensidade da corrente de pico, em
funcdo do aumento da concentracdo de oxigénio, isso provavelmente se dar pelo
consumo desse intermedidrio reativo, logo esse intermediario € sensivel a presenca
de oxigénio e ele é consumido pelo oxigénio, assim com 0 aumento da concentracao

do oxigénio a diminuicao desse intermediario do composto nitroso.
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Figura 32 - Voltamogramas Ciclicos para Voltamogramas Ciclicos para LNN5 (1x10™
molL™?) em DMF/TBAP (0,1molL™?), eletrodo de carbono vitreo, em presenca de
diferentes concentragdes de oxigénio.

N

LNN5

0,00 mg L de O
0,23mgL"de O
— 0,46 mgL" de O
0,61mgL" de O
0,74 mg L de O
0,82mgL" de O
1,49 mg L de O

1/ WA

2
2
2
2
2
2
2

:6,9 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0
E /V vs. AglAgCI|CI- (sat.)

Fonte: Autora, 2019.

Na

Figura 33, pode-se observar que o perfil eletroquimico do LNN6, em auséncia
de oxigénio e adicdo de oxigénio a cela eletroquimica, apresenta um surgimento de
uma onda de redugéo Ep. = -0,65 V. Essa onda é decorrente, provavelmente de um
intermediario reativo a oxigénio. A onda de reducao
Epc = -0,73 V diminui até o desaparecimento da onda. As ondas de oxidacao
Epa = -0,62 e -0,22 V sofrem diminuigcdo da intensidade da corrente de pico, em
funcdo do aumento da concentracdo de oxigénio, isso provavelmente se dar pelo
consumo desse intermedidrio reativo, logo esse intermediario é sensivel a presenca
de oxigénio e ele é consumido pelo oxigénio, assim com o0 aumento da concentracao

do oxigénio a diminuicdo desse intermediéario do composto nitroso.
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Figura 33 - Voltamogramas Ciclicos para Voltamogramas Ciclicos para LNN6
(1x10“ mol L™Y) em DMF/TBAP (0,1molL-1), eletrodo de carbono vitreo, em presenca de
diferentes concentragdes de oxigénio.

N

LNN6

=——0,00mgL" de O,

i -3 0,30mgL"de O,
= —038mgL" de O,
-4 047mgL" de O,
\ ——0,54mgL" de O,

H Y 057mgL" de O,

= 0,66mgL" de O,
—0,67mgL"deO,

-0,9 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0
E /V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.)

Fonte: Autora, 2019.

Os resultados revelam auséncia de reacdo com oxigénio para o derivado
LNN1, indicando que o mesmo ndo atua como ciclador redox. Desta forma, a

atividade anticancerigena pode ser atribuida a biorreducdo. No entanto o0s

derivadoss LNN5 e LNNG6 indicam uma provavel interacdo com o oxigénio.



69

8 CONCLUSAO

Portanto, para 0 estudo de estabilidade, oS derivados
2-(5-nitro-tiofeno)tiossemicarbazonicos néo sofreram degradacdo nas condicoes
analisadas, porém os derivados LNN1, LNN3 e LNN4 apresentaram um decréscimo
de absorbancia das ondas em funcéo do tempo, decorrente provavelmente de sua
precipitacao.

N&o obstante, os estudos em meio prético para os derivados LNN1, LNN2,
LNN3, LNN4, LNN5, LNN6, LNN7, LNN8 e LNN9 revelaram um mecanismo
eletroquimico conduzido pelo grupo nitro presente em todos, onde as substituicdes
nao comprometeram 0 mecanismo base, apresentando pequenas mudancas de
potencial. Entretanto, pela intensidade de corrente de pico, vé-se a influéncia da
baixa solubilidade das amostras, mesmo em meio misto etandlico, impossibilitando
estudos mais detalhados com variacédo da velocidade de varredura, para determinar
gual o processo envolvido na dupla camada eletrénica (difusdo ou adsorcao).

Todas os derivados interagem com a 3-CD em diferentes propor¢cdes onde a
LNN5 exibiu o melhor perfil eletroquimico e através da formacdo de uma
monocamada auto-organizada (SAM) de B-CD-SH no eletrodo de Au, foi possivel
determinar a constante de associacdo aparente entre o complexo LNN5:3-CD com
valor de 2,78 x 10* M e valores de LD e LQ obtidos foram 0,20 e 0,68 pmol L7,
respectivamente. ja a LNNG6 interage em menor propor¢cao sendo necessario estudos
complementares para comprovar o efeito encapsulante, podendo ser apenas uma
interacdo supramolecular sem encapsulamento efetivo. As demais moléculas
demostraram encapsulac¢do com os dados caracteristicos de mudanca de fase, onde
h&a diminuicdo da turbidez da amostra, consequentemente maior solubilidade e
conducéo eletroénica.

Quanto a interacdo dos compostos com DNA, os derivados LNN1, LNN5 e
LNNG6 reage com ssDNA em solucdo reduzindo seu sinal analitico e interage com
dsDNA principalmente nas nucleobases guanina.

Portanto os derivados LNN1, LNN5 e LNN6 na presenca de oxigénio
apresenta um surgimento de uma onda de reducéo Epc = -0,65 V. O LNN5 e LNN6

apresentaram uma interacdo como o oxigénio.
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PERSPECTIVAS

Preparar complexos de inclusdo entre as 5-nitro-tiofeno-tiossemicarbazonicos ora
trabalhadas com ciclodextrinas e fazer sua caracterizacdo através de FTIR, DSC,
RMN, buscando verificar sua estequiometria.

Investigar a interacdo das 5-nitro-tiofeno-tiossemicarbazénicos com DNA através de

técnicas como EQCM, antes e apos estarem encapsuladas com ciclodextrinas.
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