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APRESENTACAO

Nos dias atuais estamos diretamente ligados as tecnologias em desenvolvimento.
Muitas vezes n&o nos damos conta de conhecer todos os processos em evolucéo e nem
mesmo todos os produtos desenvolvidos usados em nosso cotidiano. O conhecimento
dos métodos e técnicas utilizados auxilia ha compreensao dos sistemas modernos
que envolvem a ciéncia, tecnologia, sociedade e meio ambiente.

Relacionando o desenvolvimento a ciéncia, esta a Quimica, presente em tudo,
por isso chamada de ciéncia central, sendo uma ponte entre outras ciéncias. Diversos
processos tecnolégicos usam diretamente relacdo com a quimica para avaliagcéo e
avanco em suas pesquisas. Dentre suas diversas areas, encontra-se a Eletroquimica,
que estuda o fendmeno da transferéncia de elétrons para a transformacgéo de energia
quimica em energia elétrica e vice-versa.

A eletroquimica se faz presente em nossa rotina diaria incluindo aparelhos tao
utilizados como celulares, relégios e computadores, ou seja, quando falamos nestes
dispositivos que possuem uma bateria, desconectados de uma fonte de energia
elétrica, que seja oriunda de uma fonte geradora, estamos falando em processos
relacionados a essa area da quimica.

Para desenvolvimento tecnologico, a eletroquimica se divide em eletroanalitica
que compreende um grupo de métodos analiticos baseado nas propriedades elétricas
de um analito em solucdo. As técnicas eletroanaliticas podem ser utilizadas em
caracterizagdes entre compostos e validacdo de novos métodos.

Neste volume, organizado para vocé, apresentamos estudos eletroquimicos de
interacdo entre nanocarreadores e compostos bioativos, estes apresentam elevado
potencial terapéutico, mas dificuldade na obtencédo de uma forma farmacéutica estavel.
Neste contexto estudos bioanaliticos empregam a eletroquimica, surgindo uma nova
area que esta sendo conhecida como Bioeletroquimica.

Além desta nova area de pesquisa, trazemos técnicas de caracterizacdo usadas
no estudo do comportamento de células solares fotovoltaicas. O aumento do interesse
por aplicacbes fotovoltaicas tem estimulado intensivas pesquisas em materiais
semicondutores que oferecem maior eficiéncia de conversao para as células solares.
Com isso ocorre avanco tecnoldgico pensando no meio ambiente.

O meio ambiente também se torna foco quando existe a busca de fontes de
energias renovaveis, sustentaveis e menos agressivas a natureza. Ainda neste volume
apresentamos outro ramo muito interessante da eletroquimica: o uso de eletrodos
modificados para processos ambientais, a exemplo da reacdo de eletro-oxidacao de
glicerol, um subproduto de biocombustivel. A redugéo eletroquimica do CO, utilizando
novos eletrodos também se trata de estudo ambiental que mostramos neste volume.

Além disso, trazemos neste volume estudos com eletrodo de disco rotatério, um
dos dispositivos experimentais mais utilizados no estudo de sistemas eletroquimicos,
quando a influéncia do transporte de massa esta presente, sendo trabalhos realizados



com calculos e esquema numérico. Também séo apresentadas tendéncias de validacao
de métodos eletroquimicos que visam validar metodologias eletroanaliticas, visando
atestar a confiabilidade dos resultados gerados por estas técnicas.

Com base nestes experimentos, convidamos vocé a aperfeicoar seus
conhecimentos no que se refere a eletroquimica e seus diversos ramos. Os
experimentos oportunizam uma nova visao de materiais, processos e técnicas na
area, como desenvolvimento de novos sensores e eletrodos modificados, interacoes
eletroquimicas, estudos de caracterizagcdes eletroquimicas, calculos numéricos e
validacéo de metodologias. Enfim, deduz-se que a eletroquimica tem relagdo direta com
a ciéncia, tecnologia, sociedade e meio ambiente, uma vez que pode ser utilizada em
todas as areas, tendo diferentes fungcbes, mas com um bem em comum, desenvolver
novos materiais, processos, métodos e técnicas para uso do homem em auxilio no seu
cotidiano, influenciando direta e indiretamente toda a sociedade.

Boa leitura.

Carmen Lucia Voigt
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RESUMO:
com potencial farmacologico esbarram em

Diversos compostos bioativos
um fator intrinseco a sua estrutura quimica
e que

solubilidade em meio aquoso, prejudicando

limita o seu uso clinico, a baixa

sua biodisponibilidade e aumentando sua
toxicidade. Diante disto, &€ possivel associar a
estes compostos nanocarreadores, que além
de superar estas dificuldades, podem melhorar
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a eficacia terapéutica. Diversas técnicas
podem ser utilizadas para avaliar a interacao
entre nanocarreadores e compostos bioativos,
aqui é proposto o uso da eletroquimica para
investigar a associacdo desses carreadores
com a B-lapachona e o 6CN10, compostos
pertencentes a classe das quinonas e
nitrocompostos,  respectivamente.  Ambos
possuem baixa solubilidade em agua e por isto
foi avaliado a interacdo destes compostos com
o dendrimero Poliamidoamida (PAMAM), um
nanocarreador, imobilizado em um eletrodo de
ouro. O PAMAM é um dos mais promissores
e importantes dendrimeros ja sintetizados.
Sua estrutura quimica permite a associacao
de farmacos hidrofébicos. A partir dos estudos
eletroquimicos realizados pela técnica de
voltametria ciclica e dos resultados obtidos, foi
possivel calcular a constante de associagcao
entre onanocarreador e os compostos avaliados,
que foide 2,16 x 10° L mol"' parao 6CN10como
PAMAM de geracao 3 e 2,9 x 10* L mol™” para a
B-lapachona com o PAMAM de geracgao 2. Além
deste estudo, foram conduzidos experimentos
com a técnica espectroscodpica de UV-vis, afim
de corroborar com os resultados ja obtidos,
onde foram avaliados complexos previamente
preparados entre a quinona e nitrocomposto
estudados com o dendrimero PAMAM.
PALAVRAS CHAVE: Eletroquimica, PAMAM,
Quinonas, Nitrocompostos, SAM
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ABSTRACT: Several bioactive compounds with pharmacological potential find an
intrinsic barrier to the chemical structure and limit its clinical use, which is the low
solubility in aqueous medium, harming its bioavailability and increasing its toxicity.
In spite of this, it is possible to associate to these compounds nanocarriers, that in
addition to overcoming these difficulties, can improve the therapeutic efficacy. Several
techniques can be used to evaluate the interaction between nanocarriers and bioactive
compounds, but here it is proposed the use of electrochemistry to investigate the
association of the carriers with the B-lapachone and 6CN10, belonging to the class
of quinones and nitro compounds, respectively. Both have low solubility in water and
therefore the interaction of these compounds with the polyamidoamide dendrimer
(PAMAM), a nanocarrier, immobilized on a gold electrode was evaluated. PAMAM is
one of the most promising and important dendrimers ever synthesized, its chemical
structure allows the association of hydrophobic drugs. From the electrochemical studies
performed by the cyclic voltammetry technique and the results obtained, it was possible
to calculate the association constant between the nanocarrier and the evaluated
compounds, which was 2.16 x 10° L mol"' for 6CN10 with generation 3 PAMAM and 2,9
x 10* L mol for B-lapachone with generation 2 PAMAM. In addition, experiments were
carried out with the UV-vis spectroscopic technique, in order to corroborate the already
obtained results, where previously prepared complexes between the quinone and nitro
compound studied with the PAMAM.

KEYWORDS: Electrochemistry, PAMAM, quinones, nitro compounds, SAM

11 INTRODUCAO

Neste capitulo sera apresentado um panorama geral sobre estudos eletroquimicos
de compostos bioativos em sistemas de drug delivery. Para tanto, serdo abordados
topicos como nanocarreadores, com énfase nos dendrimeros do tipo PAMAM; as
bases da técnica de eletroquimica, sua importancia e aplicagdo como parametro
para teste in vivo (dentro da perspectiva do estresse oxidativo e interacdao com DNA);
e a aplicabilidade da monocamadas auto-organizadas, na construcao de sensores
eletroquimicos, finalizando essa primeira etapa com alguns conceitos e exemplos
de compostos bioativos de interesse para eletroquimica, caso de nitroaromaticos e
quinonas. Em um segundo momento recebera destaque alguns estudos recentes
realizados pelo Laboratério de Eletroquimica e Microssistemas de Analise, da
Universidade Federal de Alagoas que se mostram bastante promissores dentro de todo
quadro descrito para representantes das quinonas e nitroaromaticos em associacao
com o dendrimero PAMAM.

2 | TECNICAS ELETROQUIMICAS
Os principais dados abortados nesse capitulo terdo como base uma técnica
analitica muito aplicada em diversos estudos bioanaliticos, a eletroquimica. A
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eletroquimica é composta por um conjunto de métodos qualitativos e quantitativos que
utiliza as caracteristicas elétricas a fim de mensurar o analito a partir de fenbmenos onde
a espécie redox interage fisicamente e/ou quimicamente com os demais componentes
do meio, ou mesmo com as interfaces. Essas interacdes podem ser notadas através
do emprego de perturbacgdes controladas ao sistema, como por exemplo, a aplicagcao
de uma diferenca de potencial e as medidas, conhecidas por sinais eletroquimicos que
podem ser relacionadas com parametros intrinsecos da espécie avaliada (PACHECO,
2013; SKOOG, 2009).

Avoltametria ganha destaque entre as técnicas eletroquimicas tratando-se de um
método interfacial e estatico. Os estudos voltamétricos podem nos fornecer informagdes
qualitativas ou quantitativas de uma determinada espécie quimica a depender do tipo
de voltametria utilizada, e essas informacgdes sao geradas através do registro de curva
corrente vs potencial durante a realizacao das analises. Os sistemas eletroquimicos
(voltamétricos) geralmente sdo constituidos por trés eletrodos: o eletrodo de trabalho,
o eletrodo de referéncia e o eletrodo auxiliar, 0 qual assegura uma maior estabilidade
ao sistema. As andlises séo realizadas através da aplicacdo do potencial entre o
eletrodo de trabalho e o de referéncia e como resposta obtemos o processo redox do
componente analisado representado através de um voltamograma (SKOOG, 2009;
PACHECO et al., 2013).

Como ja mencionado anteriormente a eletroquimica vem sendo empregada
em muitos estudos bioanaliticos, numa area que atualmente é denominada como
Bioeletroquimica. Em muitos casos ja se provou possivel relacionar os dados
eletroquimicos com o0s resultados obtidos em estudos “convencionais” in vitro
(FERREIRAet al., 2010; FERREIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014), de todo modo
tal correlacao precisa ser feita de forma cautelosa (DE ABREU; FERRAZ; GOULART,
2002).

Mas porque isso é possivel?

E certo que muitos dos processos fisioldgicos fundamentais sdo baseados em
reacoes de oxirredugao auxiliados por sucessivos processos catalisados por enzimas.
Existe, portanto, um conjunto de semelhancas entre reacdes eletroquimicas e
biologicas ligadas as vias de transferéncias de elétrons, e tal comportamento ndo pode
ser visualizado em outros sistemas quimicos. Sendo assim os estudos eletroquimicos
podem fornecer uma enorme quantidade de evidéncias sobre os mecanismos de
processos biolégicos de transferéncia de elétrons (DE ABREU; FERRAZ; GOULART,
2002).

Para que tais processos possam ser observados de formas mais clara, a célula
eletroquimica deve mimetizar dentro das possibilidades as condicdes biolégicas.
Assim como no meio celular o ambiente da célula eletroquimica pode ser hidrofilico ou
lipofilico, uma vez que os processos redox podem ocorrer tanto em meio nao aquoso
(assemelhando-se as condi¢cdes de sistemas lipofilicos) como em meio aquoso
(equiparando-se a maioria dos fluidos bioldgicos) (DE ABREU; FERRAZ; GOULART,
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2002).

Outro ponto importante esta ligado a quantidade de oxigénio presente na célula.
Em tumores solidos, por exemplo, € possivel encontrar regides onde a concentracao
de oxigénio seja baixa, consequéncia do tecido desorganizado e pobre suprimento
de sangue da regi&o. A concentragdo de O, influencia profundamente nos resultados
das reacbes eletroquimicas biolégicas. E do mesmo modo que os fatores citados
anteriormente, estes também pode ser controlado na tentativa de mimetizar ambientes
biolégicos (DA SILVA et al., 2017).

Ainda dentro da dindmica da presenca de oxigénio no sistema eletroquimico, este
também é capaz de inferir sobre a capacidade de a espécie estudada ser ou ndo capaz
de gerar espécies reativas de oxigénio (DA SILVA et al., 2017; PAULAI; SERRANO;
TAVARES, 2009)v. Além disso, as técnicas eletroquimicas podem ponderar sobre a
relacao de composto bioativos com macromoléculas como o DNA, isso porque através
dos sinais eletroquimicos do DNA e/ou composto analisado é possivel estabelecer seu
mecanismo de interagdo (CATALAN; ALVAREZ-LUEJE; BOLLO, 2010

Para finalizar essa sec¢do apresentamos de forma sucinta um outro ramo muito
interessante da eletroquimica: o uso de eletrodos modificados, de modo especial, a
modificacao de sua superficie para formag¢ao de Monocamada auto-organizada (SAM,
do inglés “Self Assembled Monolayer’), que séo uma camada de espessura molecular
formada por moléculas quimicamente ligadas a superficie de um sélido com alto grau
de organizacédo (ARYA et al., 2009).

A estrutura de uma SAM é melhor entendida quando avaliada em partes, sendo
trés partes principais: um grupo ativo com forte interacéo por um substrato, uma cadeia
alquila para promover estabilidade a montagem devido as interacdes de van der Waals
e um grupo funcional na cauda da cadeia alquila que desempenha um papel importante
em termos de acoplamento de uma biomolécula a monocamada (ARYA et al., 2009).

Para a formacéo dessas camadas auto-organizadas, o grupo mais empregado
e estudado sé&o, indubitavelmente, os tidis sobre superficies de ouro, devido a
estabilidade da ligacédo Au-SH. (FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003; FERREIRA et
al., 2010; ECKERMANN et al., 2010). O artificio de produgcdo das monocamadas
auto-organizadas ja foi descrito em associacdo a agentes encapsulantes, como
os dendrimeros, sendo uma alternativa de producéo de sensores eletroquimicos,
estaveis, reprodutiveis e que permitam um estudo com maior preciséo e determinagéao
de constante de formacdo dos complexos mais confiaveis (JICSINSZKY; IVANYI,
2001; TANG et al., 2005; BUSTOS et al., 2008).

31 NANOCARREADORES

Apesar do elevado potencial terapéutico de muitos compostos bioativos,
alguns nunca chegam a serem comercializados devido a dificuldade na obtencéo
de uma forma farmacéutica estavel, pois apresentam baixa solubilidade em meio
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aquoso, inviabilizando sua biodisponibilidade. Existem diversas formas de aumentar
a solubilidade de um farmaco, entre elas pode-se citar: modificacbes quimicas,
complexacédo, aumento da area superficial de dissolucao e dispersdes solidas (LEUNER;
DRESSMAN, 2000). Para evitar modificacdes na estrutura de um farmaco e com isso
alterar suas propriedades farmacoldgicas, € importante encontrar uma metodologia
que permita associar este composto a outro, formando um complexo estavel.

Uma alternativa bastante viavel para solubilizar estes compostos € a utilizacao de
nanomateriais como carreadores de farmacos, pois apresentaminumeras propriedades,
tais como, aumentar a solubilidade em agua e proteger os farmacos dissolvidos na
corrente sanguinea; melhorar as propriedades farmacocinéticas e farmacologicas dos
farmacos; direcionar a distribuicdo de farmacos de um modo especifico a um tecido
ou célula, limitando assim a acumulacéo de farmacos nos rins, figado, baco e outros
6rgaos nao alvos e aumentando a eficacia terapéutica; possibilitar a combinacao de
agentes de imagem e terapéuticos para monitoramento em tempo real da eficacia
terapéutica (LI et al, 2017).

3.1 Dendrimeros e PAMAM

Dendrimeros sao moléculas poliméricas, versateis e tridimensionais com
sintese quimica bem definida. Apresentam tamanho nanométrico e baixo indice de
polidispersidade, além de possuirem propriedades fisico-quimicas, tamanho e forma
comparaveis a biomacromoléculas, proteinas e enzimas, e serem geralmente, ndo-
imunogénicos (CAMINADE; TURRIN, 2014; GONZALO; FERNANDES, 2009).

Uma grande parte das propriedades biolégicas dos dendrimeros diz respeito a
entrega de substancias ativas (“drug delivery’) no local de agcédo e por isso tem se
mostrado como uma nova e das mais eficientes plataformas para sistema de liberacao
de farmacos (CAMINADE; TURRIN, 2014; GONZALO; FERNANDES, 2009; MADAAN
et al 2014).

Eles sé&o caracterizados por camadas entre cada ponto de ramificacéo,
popularmente conhecido como “geragdes”. A arquitetura completa pode ser distinguida
na porcéo interior do nucleo seguido de geragdes radialmente ligadas que possuem
grupos funcionais quimicos na superficie terminal no exterior do dendrimero. Com o
aumento da geracao, o peso molecular e os grupos superficiais terminais aumentam
0 que oferece grande potencial para interacées multiplas e, portanto, designando-o
como altamente funcional (MADAAN et al 2014).

Entre os dendrimeros disponiveis destaca-se o dendrimero poliamidoamina
(PAMAM), ja testado com diversos farmacos antitumorais e o primeiro a apresentar
sua série completa, ou seja, da geracao 0 até 10, sendo os de geracdao mais baixa
(G0-G3) aqueles que apresentam quase nula ou nenhuma citotoxicidade (PAN et al,
2013; POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014).

Moléculas de farmacos podem ser incorporadas nos dendrimeros PAMAM, quer
através de encapsulacédo ou complexacdo. Uma vez que os agentes terapéuticos
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podem ser encapsulados dentro da estrutura dendritica ou ligados aos grupos
funcionais terminais, através de ligacdes eletrostaticas ou covalentes (pré-farmaco)
para serem entregues (POURIANAZAR; MUTLU; GUNDUZ, 2014).

Devido as suas excelentes propriedades estruturais, ha um grande uso de
dendrimeros PAMAM para modificar a superficie de eletrodos no desenvolvimento
de biossensores, podendo estar associados a outros nanomateriais ou nao e com
isso auxiliar no reconhecimento de diversas substancias bioativas (BAHADIR;
SEZGINTURK, 2016).

4|1 COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos extraidos (origem animal ou vegetal) ou sintetizados que produzem
efeitos sobre o organismo, tecidos e células, sdo o que conhecemos como compostos
bioativos; uma quantidade bastante expressiva desses compostos possui a capacidade
de transferéncia de elétrons.

Quando avaliamos a atividade farmacologica e toxicol6gica de um medicamento,
nota-se que muitos de seus aspectos estao ligados direta e indiretamente ao seu
metabolismo. Em alguns casos, apenas ap0s sofrer a acdo de enzimas é que 0S
metabolitos geradores s&o capazes de levar a transferéncia de elétrons.

Ha varios grupos quimicos de promotores de transferéncia de elétrons como:
nitroaromaticos, quinonas, complexos metalicos, azo-compostos, dentre outros
(FUKUDA; MAEDA; KITANO, 1999; FEREIRA et al., 2010; PAIVA et al, 2012; SILVA
et al., 2016; DA SILVA et al., 2017). De maneira significativa, uma enorme quantidade
de substancias fisiologicamente ativas possui um potencial de redu¢ao, como valores
maiores que -0,5V, dentro da faixa ativa fisiolégica, na qual pode haver a aceitagcéo de
elétrons a partir de doadores biolégicos ou esse pode sofrer alteragdes metabdlicas,
gerando derivados facilmente reduzidos (KOVACIC; OSUNA, 2000; DE ABREU;
FERRAZ; GOULART, 2002).

Nas proximas sub sessbdes, veremos com mais detalhes duas classes:
nitroaromaticos (ou nitrocompostos) e quinonas.

4.1 Nitrocompostos

Compostos nitroaroméaticos, ao longo das décadas tém se destacados por suas
diversas caracteristicas dentre as quais mutagénese, toxicidade, carcinogénese,
acao terapéutica variada e como intermediarios na sintese de moléculas organicas
complexas (KOVACIC, P. & SOMANATHAN, R., 2014). De maneira mais intensa no
inicio da década de 40, com a inser¢cao e emprego de nitrocompostos na terapéutica,
muitos compostos desta classe foram sintetizados e testados frente a diversas doencas
(HORROCKS et al., 2007; REMERS et al.,1997).

O grupo nitro ligado a molécula é fundamental para a atividade biologica desta
classe de compostos como resultado de alteragcdes na estabilidade do mesmo,
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intermediada por interacdes entre 0 nitrocomposto e o0 seu alvo na biofase. Por ser um
forte aceptor de elétrons, o grupo nitro reduz facilmente em nivel molecular levando
a alteracdes, com contribuicdo do efeito de ressonancia entre o nitrocomposto e os
dois atomos de oxigénio de sua estrutura (KOROLKOVAS et al., 1988). A maioria dos
compostos nitratos tem por mecanismo de agédo a biorreducéo enzimatica, levando
a formacéao de radicais livres com toxicidade preferencial para células bacterianas e
parasitarias.

Por sofrer processos de oxirreducéo, os nitroaromaticos, veem sendo alvo de
variados estudos no campo da eletroquimica desde o inicio do século XX ( CARBAJO,
J. et al, 2000, DA SILVA et al., 2017); como resultado desse processo produz um
anion nitro radical, derivado hidroxilaminico, nitroso e uma amina, como observado
nas equacdes (ABREU et al., 2002; NUNEZ-VERGARA et al., 2001; MOSCOSO et
al.,2011; PAULAI; SERRANO; TAVARES, 2009; BOELSTERLI et al., 2002):

R—NO, +e  =R—NOS~ 1)
R—NO3 + e + 2Ht > R— NO + H,0 (2)
R—NO +2e~ +2HY" = R— NHOH (3)

R — NHOH + 2e” +2H" — R— NH, + H,0 (4)

Em um trabalho recentemente publicado é possivel observar este comportamento
eletroquimico, através do nitroaromatico 6CN10 (2-[(4-nitrofenil)-amino]-4,5,6,7-
tetraidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila), Figura 1, onde, em meio aquoso-
etandlico os voltamogramas ciclicos apresentam um sistema de natureza irreversivel,
representado por Epc, (onda 1) em —0,45 V e um sistema reversivel, com Epc, (onda
1a) em 0,0 V e Epc, (onda 1b) em 0,07 V a 100 mV/s, que se referem, conforme as
equacoes abaixo, a reducao do grupo nitro presente no 6CN10 de 4 elétrons/4 protons
gerando a hidroxilamina que apoés oxidacao produz o sistema reversivel hidroxilamina/
nitroso, observado na segunda varredura (DA SILVA et al., 2017).

Tais espécies exibem citotoxicidade em varios sistemas celulares de mamiferos,
incluindo, protozoario e células bacterianas e podem ser identificadas por via
eletroquimica (CARBAJO, 2000). Os potencias redox sao considerados um parametro
fisico-quimico fundamental para determinar a eficiéncia dos compostos nitro. A técnica
como ja mencionado dentre outras vantagens permite a imitacdo das condicoes
celulares, ambientes hidrofilicos (meio protico) ou lipofilico (meio aprotico), essencial
para entender o processo de reducéo, atividade bioldgica e mecanismo de acéo (PAIVA
et al, 2012).
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Onda 1a

Onda 1b

Corrente / pA

—— BCN10
—— 6CN10
—— BCN10 ciclo 2

T T T T 1
1,2 -10 08 08 04 02 0,0 02

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

Figura 1 — Voltamograma ciclico do 6CN10 em meio aquoso-etandlico, eletrodo de carbono
vitreo, v=100 mV s’

Fonte: DA SILVA et al., 2017

4.2 Quinonas

O interesse em compostos isolados de fontes naturais tem crescido nas ultimas
décadas, principalmente de plantas, devido a presenca de inUmeros compostos
bioativos, como as quinonas, possuidoras de potentes e variados tipos de atividades
bioldgicas (FERREIRA et al, 2011).

A acéao das quinonas pode estar envolvida com sua capacidade de gerar estresse
oxidativo ao induzirem a formacao deletéria endogena de espécies bioativas derivadas
do oxigénio (O,,"OH, O, e H,0,), pois quando reduzidas ocorre a formagéo do radical
semiquinona (Q~) ou hidroquinona (HQ - relativamente mais estavel), que pode ser
oxidado quando ocorre a transferéncia de elétrons a uma molécula ou radical aceptor
(SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

A producéo dessas espécies, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxilas, é o
principal mecanismo do estresse oxidativo, sendo elas responsaveis pela inativacao
da enzima e danos na membrana celular. O radical semiquinona é uma espécie
extremamente reativa o que favorece a ocorréncia de lesdes em estruturas celulares
(peroxidacao lipidica, destruicdo de proteinas, danificacdo de acidos nucléicos e
quebra das fitas do DNA), que podem provocar a morte celular. Além do estresse
oxidativo, as quinonas também séo capazes, diretamente ou através de intermediarios,
de formar ligacbes covalentes com estruturas celulares (proteinas e acidos nucléicos).
A alteracao da normalidade celular pode induzir a apoptose como alternativa, caso nao
se consiga eliminar por completo o estresse oxidativo, como ocorre no Trypanosoma
cruzi, agente causador da doenca de Chagas. ( SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003;
SILVA, 2008).

A B-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona) (Fig.
3) é um ortonaftoquinona originalmente obtido das folhas e casca interna da arvore
lapacho ou ipé-roxo (Tabebuia avelanedae) na América do Sul. Os compostos que
contém o grupo quinona sao encontrados em varios produtos naturais e muitas vezes
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estdo associados a diferentes atividades farmacolégicas, como fungicida (FREIRE et
al, 2010), antimalarico (SHARMA et al, 2013), tripanossomicida (CARNEIRO et al,
2012), antituberculose (FERREIRA et al, 2010) e antibacteriana (FRANCISCO et al,
2010).

Mais especificamente, a B-lapachona (BLP) demonstrou atividade citotoxica
contra uma variedade de células cancerigenas in vitro e in vivo, até mesmo em
doses micromolares, de modo que foi postulado como um novo agente antitumoral
(LAMBERTI et al, 2013). Atualmente encontra-se em fase |, nos testes clinicos, para
tratamento de tumores sélidos e cancer pancreatico (CLINICAL TRIALS, 2018).

Quando nos referirmos ao comportamento eletroquimico desta quinona, em
meio aquoso a BLP na auséncia de co-solvente apresenta pico catédico em torno
de -0,3 V (ABREU et al, 2002), que envolve o consumo de 2 elétrons e dois prétons
gerando HQ e sua correspondente onda de reducéo, conforme representacdo na
Figura 2:

OH
a2, 24 O‘

Figura 2: Mecanismo de reducao da BLP em meio aquoso, gerando sua correspondente
hidroquinona.

Fonte: CANDIDO et al, 2018.

51 ESTUDO DA INTERACAO ENTRE PAMAM EM ELETRODO DE OURO E

COMPOSTOS BIOATIVOS (6CN10 E BLP)

A aplicacao dos conceitos, metodologia e equacgdes, foram abordados em dois
trabalhos publicados recentemente (DA SILVA et al, 2017; CANDIDO et al, 2018). Em
ambos os casos os compostos (6CN10 e BLP) foram analisados via eletroquimica,
por um eletrodo de ouro modificado para formacdo de uma SAM com o dendrimero
PAMAM, como discutido a segquir.

Adaptando a metodologia de Bustos e colaboradores (2008), que em seu
trabalho acoplou na superficie do eletrodo de ouro 0 PAMAM, por intermédio do acido
11-mercaptoundecanoico (MUA) mediante a ligacdo entre superficie do ouro e o
PAMAM, garantindo sua imobilizacdo. Esta imobilizagdo do PAMAM permite maiores
possibilidades de sitio ativos disponiveis do dendrimero, visto que boa parte de suas
aminas terminais ficam livres. Sendo assim, foi possivel obter uma SAM com PAMAM
e conseguimos avaliar a interacdo entre este dendrimero e diferentes compostos
biativos.
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Com o nitrocomposto 6CN10 o eletrodo foi modificado com eletrodo o PAMAM de
geracédo 3 (G3) e com o a BLP de geracéo 2 (G2), obtendo assim os eletrodos Au/MUA/
PAMAM G3 e AuU/MUA/PAMAM G3, respectivamente. Uma representacéo do eletrodo
de ouro modificado com PAMAM G2, quando avaliado com BLP, esta na figura 3.

~ -~

o — ~—— OB LP

Figura 3: Representacéo do eletrodo de ouro modificado com dendrimero PAMAM para avaliar
interacao com a BLP.

Fonte: CANDIDO et al, 2018.

O eletrodo Au/MUA/PAMAM G3 foi avaliado em meio aquoso-etandlico (10% de
etanol), como diferentes concentragdes de 6CN10 (7 x 10%a 5 x 10*mol L"), buscando
determinar o numero de sitios ativos no PAMAM 3G e a constante de equilibrio entre
6CN10 e o referido dendrimero (Figura 4).

= ol
2

g 2

c

Q Gp -1
E o4l ——[6CN10]= 7x10°M
o —— [6CN10]= 3x10°M"

——[BCN10]= 5x10°M"
——[BCN10]= 3x10™*M"
——[6CN10]= 5x107* M

-0,8 -0,6 -04 -0,2 0,0

E /V vs Ag|AgCI|CI sat

Figura 4 - Voltamograma ciclico para o 6CN10 em diferentes concentracdes (7 x 108a 5 x 10+
mol L) com eletrodo de ouro modificado com MUA e PAMAM G3. Tampao fosfato pH 7,03,
10% de etanol, v=0,05V s™.

Fonte: Adaptado de DA SILVA et al, 2017

Os picos catodicos do voltamograma ciclico apresentado s&o da substancia livre e
complexada, como mostrado em outros estudos (BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI
et al, 2011), com a substéncia livre sendo localizada em torno de -0,4 V e complexada
a cerca de -0,78 V. Também pode ser observado que, a um certo ponto, a substancia
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livre desaparece, indicando a completa complexacao das moléculas 6CN10 disponiveis
pelo PAMAM 3G.

A vinculacdo do numero de moléculas de ligantes associadas por 1 mol de
receptor e a concentracéo da substancia adicionada no meio apresenta um carater
hiperbdlico (BOBROVNIK, 2002; BUCZKOWSKI et al, 2011)

i_ kl’{6CNlO] equagéo1
Al 1+ K[6CN10]

sendo Al, é a diferenga entre os valores de corrente (l.-1,,) gerada pela redugéo do
6CN10 em diferentes concentragoes, (I,) a corrente referente a substancia complexada
e (l,,) a corrente referente a substancia livre, n € o nimero de sitios ativos em que a
droga pode se ligar no dendrimero, K a constante de equilibrio do complexo formado
e [6CN10], a concentracédo do 6CN10.

O trabalho destaca entdo que uma melhor analise dos resultados pode ser obtida
linearizando a equacéo anterior, o que resulta em um sistema duplamente inversamente
proporcional, como descrito pela equacdo de Scatchar-Klotz (BOBROVNIK, 2002;
BUCZKOWSKI et al, 2011; SCATCHARD, 1949):

1 1 1 equagao 2
A K[6CNIO] n

Os dados experimentais levaram a obtengcdo da reta mostrada na Figura 5, como
sua respectiva equacéo da reta e valor de R?, além do numero de sitio ativos n para
o PAMAM G3 na condicéo apresentada e da constante de equilibrio do complexo
formado 6CN10:PAMAM G3 como o valor de 2,16 x 10° L mol, indicando assim,
segundo os autores uma tendéncia de afinidade da molécula com o nanocarreador em
futuros testes in vivo, visto a alta ordem de grandeza da constante e as condigbes do
meio de andlise (DA SILVA et al., 2017).

Com o objetivo de investigar o numero de sitios ativos no PAMAM e da constante
de equilibrio entre a BLP e este dendrimero, avaliou-se os valores de corrente catddica
referente as concentracdes crescentes da quinona para o eletrodo de ouro modificado
apenas com MUA (Au/MUA) e com MUA e PAMAM (Au/MUA/PAMAM G2) (Figura 6).
Diferentemente do que ocorreu com o 6CN10, o complexo da BLP com o PAMAM
apresentou potencial de reducéo préximo ao da BLP sozinha, com isso foi necessario
comparar os valores de corrente obtidos, conforme Figura 6.
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6CN10

020 y=0,1481+6,85174*10"x
R*= 0,98669
019} n=86,75
K.=2,16*10°
0,18 |-
fﬁ_ 017 |
0,16 |-
0,15 |
0,14 L L L L 1 1 I 1

0 10500 21000 31500 42000 52500 63000 73500
1/mol

Figura 5 - Curva analitica gerada através dos valores de concentracéo e corrente da 6CN10
com eletrodo de ouro modificado com MUA e PAMAM G3. Tampao fosfato pH 7,03, 10% de
etanol, v=0,05V s

Fonte: DA SILVA et al., 2017.

1{uh)

AUMUAPAMAM
/ —— AP 5pmol L

Branco (AuUA)Y -10 |- s .
PLPS umol L ——APS pmol L
PLP G umolL” 15 —— /AP 10 pmol L
HLP 10 umol L —— /AP 12 pmol L
BLM 12 umol L -
BLP 15 umol L 20 | ——ALP 15 umol L
FLP 18 umol L —— AP 18 mol L

BLP 20 wmol L ) . . —— ALP 20 ymol L ,

. ;
T : T T T r T T r
12 10 -©08 66 -64 02 06 02 04 06 -1,0 -0.8 0.8 0.4 0.2 0.0 0.2

E/V vs. Ag|AgCI|CI™ (sat.) E IV vs. Ag|AgCIICI (sat.)

Figura 6: Voltamogramas ciclicos obtidos para BLP (5-20 ymol L") eletrodo de ouro modificado
com A) Au/MUA e B) Au/MUA/PAMAM G2. Sulfato de sodio 0,2 mol L, 5% v/v de etanol, v =
0,05V s,

Fonte: Adaptado de CANDIDO et, 2018

Inicialmente, a interagdo da quinona com o PAMAM pode estar ocorrendo por
encapsulamento, por isso sua identificacdo com este sensor se mostra tao eficiente
quando comparado ao eletrodo modicado sé com MUA. Isto ocorre devido as cavidades
internas vazias do PAMAM que o tornam capaz encapsular moléculas de BLP.

Analisando o voltamograma da Figura 6B, em que foi realizada modificacéo
do eletrodo de ouro com PAMAM G2, observou-se uma variagao de potencial
correspondente a (AE) 83 mV e uma diminuicdo da reversibilidade do processo,
que é notavel neste mesmo voltamograma, isto pode ser explicado pelo fato da
oxidacéo da quinona semirreduzida esta sendo dificultada, provavelmente devido a
uma estabilizacado do radical gerado durante a reducao da BLP Durante a reducéo,
a estabilidade do radical gerado na semirreducédo da BLP pode ser atribuida a uma
interacao eletroestatica entre este radical e os grupamentos aminos (aminas primarias
e terciarias) que estao protonados em pH 7,0.
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Os resultados experimentais obtidos foram também aplicados na equacéao
adaptada de Scatchard-Klotz (equacgao 2) para avaliar o intervalo de variagdo em que
se deve procurar o numero de sitios ativos e a constante de equilibrio da combinacéo
BLP-PAMAM G2 em solugdo aquosa. A dependéncia inversa da corrente (Al), pela
concentracéao de BLP adicionada (Figura 7) é descrita com a equacéo de linha reta:
Y = (0,0439) X + (1,51107) x 10° (R? = 0,98954). O numero de sitios ativos n em
dendrimeros e a K entre BLP e PAMAM a partir da Equacdo de Scatchard-Klotz,
forneceu os valores de 22,77 e 2,9 x 10* L mol, respectivamente.

03§ y=0,0439 +1,51107x10°%
R’ = 0,98954

0.1030000 #0000 120000 160000 200000

1/[AP]

Figura 7: Curva analitica gerada através dos valores de concentracao e corrente da BLP com
eletrodo de ouro modificado com MUA e PAMAM G2. Sulfato de sédio 0,2 ymol L, 5% de
etanol, v=0,05Vs".

Fonte: CANDIDO et al, 2018

6 | ESTUDOS COMPLEMENTARES

Como forma de agregar aos resultados eletroquimicos, em muitos casos, €
viavel lancar m&ao de outras técnicas auxiliares. Uma técnica classica no estudo de
complexo entre moléculas e carreadores é a espectrometria de UV-Vis. Nos trabalhos
de Da Silva e colaboradores (2017) e Candido e colaboradores (2018), é apresentada
uma metodologia via espectrometria de UV-Vis, que possibilita a caracterizagcado do
complexo entre o composto bioativo (6CN10 e B-lapachona, respectivamente) com o
nanocarreador PAMAM.

Com o resultado foi possivel sugerir o numero de moléculas (do composto
analisado) incorporadas em 1 mol de PAMAM. No estudo com o 6CN10, os dados
mostram que no complexo 1:32 (PAMAM:6CN10) o numero de moléculas incorporadas
é no total de 39,35, indicando, nesse caso, que o 6CN10 pode interagir ndo apenas com
0s grupos superficies do PAMAM, como também com os espacgos hidrofébicos do seu
interior (DA SILVA et al., 2017). Ja para B-lapachona a mesma metodologia indica que
a molécula tem mais afinidade com o interior do PAMAM, uma vez que na propor¢cao
do complexo de 1:12 (PAMAM: B-lapachona), a quantidade de moléculas incorporadas
por mol de PAMAM foi de 9,31 (CANDIDO et al., 2018). Em ambos os casos se obteve
um dado importante para melhor compreensao das analises eletroquimicas.

|13
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71 CONCLUSAO

A analise de compostos bioativos por técnicas eletroquimicas, apresenta-se como
uma alternativa viavel e com resultados confiaveis, que possibilitam 0 emprego dessa
técnica para determinagcdo nao somente de mecanismos de agao, estresse oxidativo,
interacdo com o DNA mas, como discutido amplamente neste capitulo, na avaliagcao de
complexo nanocarreador e molécula alvo, medindo esta interacéo de forma quantitativa,
bem como a influéncia do nanocarreador no processo de solubilizacdao das moléculas,
passo essencial na etapa de absorcdo dessas pelo organismo e consequentemente
em sua acao farmacologica.
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