UENS
MPGR o

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO GROSSO DO SUL
UNIDADE UNIVERSITARIA DE DOURADOS

PROGRAMA DE POS- GRADUACAO EM RECURSOS NATURAIS

Sintese e Caracterizacio de um Novo Complexo de Ag'
Contendo Ligante Bioativo Lapachol e Estudo das Suas
Propriedades Biologicas

Académica: Natalia Aparecida Cabeza

Dourados-MS
2015

@



MPGR ——

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

Sintese e Caracterizaco de um novo complexo de Ag'
contendo ligante bioativo lapachol e estudo das suas
propriedades biologicas

Académica: Natalia Aparecida Cabeza
Orientador: Prof. Dr. Alberto Adriano Cavalheiro

Co-Orientador: Prof. Dr. Ademir dos Anjos

“Dissertacdo apresentada ao programa de pds-
graduagdo em Recursos Naturais, area de
concentragdo em  Recursos  Naturais, da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul,
como parte das exigéncias para a obtencdo do titulo
de Mestre em Recursos Naturais”.

Dourados — MS
2015

@



@ PGRN S

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

FICHA CATALOGRAFICA

Cl112s Cabeza, Natalia Aparecida

Sintese e caracterizacdo de um novo complexo de Ag' contendo ligante
bioativo lapachol e estudo das suas propriedades biolégicas/ Natalia
Aparecida Cabeza. Dourados: UEMS, 2015.

91f.

Dissertacdo (Mestrado) — Recursos Naturais — Universidade Estadual de
Mato Grosso do Sul, 2015.

Orientador: Prof. Dr. Alberto Adriano Cavalheiro

1.Lapacholato-prata(l) 2.Atividade antimicrobiana 3.Atividade
antitumoral. I. Titulo

CDD 23.ed. - 546.654




PGR I

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

EPIGRAFE

“Ninguém pode comegar de novo, mas, qualquer um pode fazer um novo fim”
Chico Xavier



®PGRN ——

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha familia
Ao meu amado namorado Anderson Taira

As minhas queridas amigas Tamires Donizeth e Lis Regiane



@ PGRN I

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus todo poderoso, por sempre olhar e iluminar meu
caminho.

A UEMS, em especial a unidade académica de Navirai, pelo acolhimento para o
desenvolvimento da pesquisa.

Ao meu orientador Alberto Adriano Cavalheiro, pela oportunidade e paciéncia.

Ao meu professor co-orientador Ademir dos Anjos pelo apoio, confianca, amizade,
pelos ensinamentos, e por nunca me deixar desamparada.

Aos professores do programa de pds graduacdo em recursos naturais, pelos
ensinamentos e dedicagéo.

Ao professor Anderson Rodrigues Lima Caires e ao mestrando Gelson Tiago
Tavares pela realizacdo das analises de Luminescéncia.

Aos professores Sandro Marcio Lima e Luis Humberto da Cunha Andrade pela
disponibilizacdo do aparelho de Infravermelho.

Ao professor Lincoln Carlos Silva de Oliveira e ao doutorando Jusinei Meireles
Stropa pela realizacdo da anélise térmica.

A professora Mary A. Foglio e ao professor Rogério Cesar de Lara da Silva pela
realizacdo do ensaio antitumoral in vitro.

Aos professores membros da banca examinadora, por aceitarem participar da
avaliacdo do trabalho.

Aos meus amigos de pesquisa: Tamires, Debora, Natali, Stefani, Michele, Alice,
Eduardo, Amanda, Natali Cruz e a toda equipe do laboratério de pesquisa. Ao Junior
Cabral e Leandro Biscoli pela realizacao dos testes antimicrobianos. A Debora Brotto pelas
contribuigdes.

As amigas da pds graduacdo, em especial a Michele por sempre me receber de
bracos abertos em sua residéncia. As parceiras de viagem, Marcia e Tamires por tornar a
trajetoria mais curta e agradavel.

A professora e amiga Daniela Manfroi pelos conselhos e contribuigdes.

Vi



UENS
M PGRN I

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

Aos meus pais: Fatima Dutra e Antonio Cabeza, as minhas irmas Franciely Dutra e
Giovana Cabeza e sobrinha Eduarda Dutra que continuamente estiveram ao meu lado, me
apoiando e me ajudando sempre que necessario.

Ao meu namorado Anderson Taira, por sempre estar do meu lado, me
compreendendo e me deixando crescer.

A equipe da Bless Modas e Balada Store, que sempre me deram forca,
principalmente em suas oracoes.

A toda equipe da Pds Graduacdo em Recursos Naturais, e a todos que contribuiram
de alguma forma para a realizacdo deste trabalho.

Ao Orgio de fomento a pesquisas, FUNDECT no qual este trabalho esta inserido,

pela bolsa concedida.

Vi



@ PGRN I

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura dos trés principais grupos das qUINONAS. ...........cccererereeeeiienneniesiesenesenns 7
Figura 2. Estrutura quimica da Vitamina K...........cccocoeiiiiiiieiccc e 10
Figura 3. Lapachol- (a) Arvore familia Bignoniaceae (Ipé) (b) Estrutura do quimica............. 11
Figura 4. (a) Estrutura com complexo Zn(Lap),(EtOH), (Martinez et. al., 2003) e (b)
estrutura do [Co(Lapy.(DMF)(H20)] (Martinez et. al., 2005). ........ccccoevvrriiriiinrnnn 14
Figura 5. Estrutura dos complexos (Lp)(PhsSb)OH e (Lp)2(PhsBi), De -Oliveira et. al,
2000, et r et E Rt R et et R et st be et renre s 15
Figura 6. Complexo de prata - (a) Estrutura da sulfadiazina de prata. Em (b) sua respectiva
BSEIUTUIA 1M 3.ttt sttt s re et rn et 18
Figura 7. Modos de coordenagao da Prata. .........ccccueieeieeieieeseeie s esie e sre e 19
Figura 8. Etapas de extragdo do 1apachol. ... 29
Figura 9. Sintese do complexo 1apacholato-Ag(l). ........coeerereiriiiireseeese e 30
Figura 10. Curva de titulacdo potenciométrica do lapachol com solucdo titulante de NaOH
0,01036MO0 L™ w..ooooioiei s 32
Figura 11. Primeira derivada da curva de titulacdo potenciométrica do lapachol.................... 33
Figura 12. Estrutura dimérica do lapachol estado SOlido. ..........cccceveveiieieeiecc e 34
Figura 13. Espectro na regido do infravermelho do Lapachol. ...........c.ccooviiiiiniiis 35
Figura 14. Espectro na regido no infravermelho do complexo lapacholato-Ag'. ..................... 35
Figura 15. Ampliacdo dos espectros do ligante € CompleXo. ........cccevvvevveieeieiic i 36
Figura 16. Curvas termogravimétricas obtidas para o lapachol e o complexo.............ccccuen... 38

Figura 17. Espectro eletrdnico do ligante e complexo nas concentragdes de 5,0x10™ mol L’
LT OO P OO 39

Figura 18. Espectro de eletrénico do lapachol. Solvente acetonitrila, em concentracdes de
(1) 1,0 x 10°, (2) 2,0 x 10, (3) 3,0 x 10™, (4) 4,0 x 10 e (5) 5,0 x 10 mol L™
Insercéo: curvas analiticas relacionando absorbancia e concentrago............cc.ccovuee. 42

Figura 19. Espectro de eletronico do complexo. Solvente acetonitrila, em concentragdes de
(1) 1,0 x 10°, (2) 2,0 x 10, (3) 3,0 x 10™, (4) 4,0 x 10 e (5) 5,0 x 10 mol L™
Insercdo: curvas analiticas relacionando absorbancia e concentragdo............cc.ccevveee. 42

Figura 20. Mapa de contorno 3D. (esquerda) lapachol e (direita) o complexo...........c.cce.... 44

viii



UENS
M PGRN s

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

Figura 21. Espectro de emissdo com excitacdo em 325 nm em concentracdo de 6,4x107
MOL L™ e 44
Figura 22. Representacéo estrutural dos trés principais estados de oxidacdo das quinonas. ... 45
Figura 23. Voltamogramas via onda quadrada do par redox ferrocinio/ferroceno (Fc*/Fc)
utilizado como padrdo interno. CondicGes experimentais: DMSO (solvente),
carbono vitreo (trabalho), Ag/Ag” (referéncia) e fio platina (auxiliar). ............ccc........ 46
Figura 24. Voltamogramas via onda quadrada do lapachol. Condi¢bes experimentais:
DMSO (solvente), carbono vitreo (trabalho), Ag/Ag® (referéncia) e fio platina
(BUXTHTAL). oot bbbttt b bbb 48
Figura 25. Voltamogramas via onda quadrada do complexo de prata(l). Condicbes

experimentais: DMSO (solvente), carbono vitreo (trabalho), Ag/Ag” (referéncia) e

Fio PlAtina (AUXTTIA). ....veveeiecec et 49
Figura 26. Voltamograma ciclico do lapachol imobilizado em pasta de carbono.................... 51
Figura 27. Voltamogramas ciclicos dos eletrodos contendo lapachol (preto) e complexo

(vermelho) medidos em velocidade de 1 MV S™. ..o 51
Figura 28. Atividades antiproliferativas do padrdo doxorrubicina.............cccccoevevieiiiiicinennne 55
Figura 29. Atividades antiproliferativas do 1apachol. ............ccccccciiiiiiiiccc e, 56
Figura 30. Atividades antiproliferativas do COMPIEX0. ........cooeiviiiiiiiiiiie s 57



@ PGRN I

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

LISTA DE TABELA

Tabela 1. Linhagens celulares humanas empregadas na avaliagdo de atividade
ANEIPIOITEIALIVAL ....c.veceie et eenreenrs 27

Tabela 2. Solubilidades relativas do ligante livre e do complexo de Ag' empregando vérios
101 V=T 01 (=SSR 31

Tabela 3. Porcentagens teodricos e experimentais obtidos atraves da andlise elementar de
(O | OSSR 33

Tabela 4. Principais bandas e atribuices, em cm™, dos espectros no IV para o lapachol

[IVIe € PAra 0 COMPIEXO.....cuiiiiiieiiieieie et 37
Tabela 5. Valores das absortividades molares expressos em mol L™  cm™. .......co.covvvvvervennee, 41
Tabela 6. Valores de Potenciais em V vs Fc'/Fc para o lapachol e o complexo...................... 48

Tabela 7. Valores (ug mL™) da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracio

bactericida Minima (CBM). ........ccoiiiiiiiee e 52
Tabela 8. Concentracéo necessaria para que ocorra 0% de crescimento celular TGI (ug mL"

1

) SO UR U SOTTSTTRRPRTSPTN 54



@ PGRN I

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

MMA - Ministério do Meio Ambiente

NCI — National Cancer Institute

DPPH- 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

CHN — Anaélise Elementar de Carbono, Hidrogénio e Oxigénio
UV-Vis — Ultravioleta-Visivel

IV - Infravermelho

DNA — Acido Desoxirribonucleico

RNA- Acido Ribonucleico

DMSO - Dimetilsulfoxido

DMF — Dimetilformamida

IUPAC — Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada
TG - Termogravimetria

DTG - Termogravimetria derivada

A - Comprimento de Onda

nm — nanémetro

pg/mL - Microgramas por mililitros

TCLM - Transferéncia de Carga Ligante Metal

CIM - Concentracao Inibitéria minima

CBM - Concentracdo Bactericida Minima

TGI- Concentragdo que inibe total crescimento celular
Glso- Concentracdo que inibe 50% do crescimento celular

TO- Tempo zero - Controle do crescimento celular no dia da adi¢do das amostras

Xi



@ PGRN I

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

RESUMO

A utilizacdo de compostos naturais como agentes terapéuticos tem engajado diversas
pesquisas, sendo que dentre estes estd o lapachol, uma naftoquinona com mudltiplas
atividades bioldgicas. Uma vez que este composto pode ser utilizado como ligante
coordenativo a ions metalicos, o que pode potencialmente ocasionar um aumento
significativo de suas atividades. Este trabalho objetiva a sintese e caracterizacdo de um
complexo metélico lapacholato-Ag', bem como o estudo das suas propriedades bioldgicas
(antimicrobiana e antitumoral). As diferencas de solubilidade e ponto de fuséo, assim como
a analises térmica e elementar de CHN indicaram a formacdo de um complexo
mononuclear com estequiometria 1:1 ligante/metal e com a formula molecular C15H1303Ag
(massa molar = 349,13 g mol™). A espectroscopia no infravermelho sugere que a
coordenacao ocorreu de forma bidentada pelos oxigénios carbonilico (C1) e fendlico. A
espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis mostra claramente a influéncia do processo de
coordenacao com o aparecimento de uma banda com maximo de absorcdo em 510 nm, a
qual pode ser atribuida a transferéncias de carga do tipo TCML; embora ndo ocorram
deslocamentos das bandas atribuidas ao lapachol, as mesmas sofrem aumento de
intensidade (efeito hipercrdmico) ap6s a complexacdo, 0 que é comprovado pela
determinacdo das absortividades molares. Os espectros de emissdo indicam que a
intensidade de luminescéncia apresentada pelo complexo foi superior a do ligante livre, ao
mesmo tempo em que se mostram concordantes quanto ao perfil encontrado na absorcao.
As técnicas eletroanaliticas, além de demonstrar a pureza do lapachol, mostram que o
mesmo comportou-se como um &cido fraco; a voltametria do complexo imobilizado em
pasta de carbono mostrou sua instabilidade em meio &cido. O estudo sobre o
comportamento eletroquimico do composto de coordenagdo, principalmente quando
comparado ao do lapachol, mostrou um perfil distinto, o que contribui tanto para a
compreensdo do sistema redox das quinonas em geral, como na explicacdo das atividades
bioldgicas que o complexo apresenta. Por fim, os ensaios bioldgicos apontaram uma
excelente potencializacdo das atividades ap6s a coordenacgdo: nos testes antimicrobianos o
complexo foi mais ativo que o lapachol e o sal metalico, mostrando-se, inclusive, ativo
frente a bactéria gram-negativa Escherichia coli; o0s ensaios antitumorais in vitro
demonstraram o melhor desempenho do complexo sobre praticamente todas as linhagens
de células, quando comparado ao ligante e ao padrdo doxorrubicina, o que abre boas
perspectivas quanto ao seu emprego como possivel farmaco.

Palavras chave: lapacholato-prata(l); propriedades fisico-quimicas; atividade
antimicrobiana; atividade antitumoral.
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ABSTRACT

The use of natural compounds as therapeutic agents has engaged in various researches, and
among these can be mentioned the lapachol, a naphthoquinone with multiple biological
activities. Since this compound can be used as a coordinative ligand to metal ions, which
can potentially cause a significant increase in their activities. This work aims to synthesize
and characterize a metal complex lapacholate-Ag', and study its biological properties
(antimicrobial and antitumoral). This compound when coordinated to metal ions can
potentially lead to a significant increase in its activities. Many researches are carried out on
the use of natural compounds as therapeutic agents including lapachol, a naphthoquinone
with many biological activities. The differences between solubility and melting point
showed metallic coordination. Mononuclear complex formation with stoichiometry 1:1
ligand/metal ion, and a molecular formula C;5H;303Ag (molecular weight = 349.13 g mol
1) was determined by CHN elemental analysis, thermal analysis and infrared spectroscopy.
The coordination possibly occurred in order for bidentate on phenolic and carbonyl
oxygen’s (C1). The appearance of a band with maximum absorption at 510 nm in UV-Vis
spectra shows the coordination process assigned to the charge transfer type MLCT; have
not been observed shifts on the bands assigned to lapachol, only their intensity increase
(hyperchromic effect) after complexation, evidenced by molar absorptivities determination.
Emission spectra indicated that the complex luminescence intensity was higher than the
free ligand, which agrees with absorption resultant profile. The lapachol purity, extracted
from ipe, was determined in 90% via potentiometric titration. Who also found their
behavior as weak acid. The voltammetry of immobilized carbon paste complex showed its
instability in acidic medium. The electrochemical behavior for lapacholate-Ag' showed
differences from lapachol profile, expanding the understanding of the redox system of
quinones, and assisting the explanation of complex biological activities. Finally, the
bioassays showed excellent enhancement of biological activities after metallic
coordination: the complex was more active in antimicrobial testing, even against
Escherichia coli gram-negative bacteria. Furthermore their activity was also higher for in
vitro antitumor tests on almost all cell strains, and even superior to standard doxorubicin.
These good results show good potential for the use of lapacholate-Ag' complex as possible
drug.

Keywords: lapacholate-silver(l); physicochemical properties; antimicrobial activity;
antitumoral activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos paises com a maior biodiversidade do planeta, com
aproximadamente 55.000 espécies nativas distribuidas ao longo dos biomas (VIEIRA,
1999). De acordo com um levantamento realizado pelo MMA (Ministério do Meio
Ambiente) o cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando uma area de 2.036,448
Kmg?, cerca de 22% do territorio nacional. A diversidade floristica deste bioma é dita como
a mais rica entre as savanas do mundo, possuidor de 6.429 espécies ja catalogadas. Dessas
espécies uma ampla gama é dotada de poder medicinal (RODRIGUES, 2005; PAGOTTO
et. al., 2006; SILVA et. al., 2002).

As plantas medicinais tém sido uma rica fonte para obtencdo de moléculas para
serem exploradas terapeuticamente. Ao longo do tempo, essas plantas foram usadas desde
em tratamentos simples como gripes, alergias, nauseas, dor de barriga entre outros, até
mais tarde na fabricacdo de remédios, sendo as vezes elemento principal ou coadjuvante
(GIRALDI & HANASAKI, 2010).

Um terco dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais. No caso das drogas anticancerigenas e dos
antibioticos, por exemplo, esse percentual atinge cerca de 70% (CALIXTO, 2003).

O Cancer tem sido a segunda causadora de mortes no mundo, ficando atras, apenas
das doencas cardiacas. Alguns programas de produtos naturais, conduzidos pelo Instituto
Nacional do Cancer norte-americano (NCI) tém identificado que plantas ricas em
naftoquinonas possuem um importante poder farmacoldgico contra essa doenca (WEI et.
al., 2009).

Essas quinonas sdo vastamente distribuidas na natureza e sdo estruturas com
elevada capacidade medicinal devido ao grande potencial biologico apresentado pela
especie (KUMAGAI et. al,, 1997; SILVA et. al.,, 2003). Elas sdo classificadas
guimicamente em benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas, e exercem importante
desempenho em processos bioquimicos vitais (VASCONCELLOS et. al., 1998; NETTO
et. al., 2000; TUKAJ & AKSMANN, 2007; AUCELIO et. al., 2013; SILVA et. al., 2014).
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Algumas dessas moléculas ganharam destaque na quimica de coordenagdo por
apresentarem papel admiravel no cenéario de possiveis farmacos para o tratamento de
cancer. (FONSECA et. al., 2003; GALM, 2005; WOLKENBERG et. al., 2005; YONG et.
al., 2008). Muitas destas quinonas bioativas encontram-se facilmente em plantas do
cerrado brasileiro, principalmente, na familia das bignoniéceas, entretanto elas também séo

amplamente disseminadas em outras plantas tipicas da América do Sul (PATERNO, 1882).

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona), extraido da
serragem do Ipé, pertence a classe das naftoquinonas e apresenta importantes propriedades
farmacoldgicas como antiinflamatéria (ALMEIDA et. al., 1990), antiviral (SILVA, 2003),
atividades microbicidas, moluscicida (CAMARA et. al., 2008), antimalarica (ANDRADE-
NETO et. al., 2004) e outras inumeras atividades (GOULARD et. al., 1997). Porém,
segundo alguns autores esta naftoquinona também apresenta alguns efeitos adversos
(SILVA, 2003; VERMA, 2006; ESTEVES-SOUZA et. al., 2007; SALUSTIANO, 2010),
como a sua interferéncia no metabolismo do oxigénio celular, impedindo a respiracao das
células, causando danos a alguns componentes celulares, tanto de células tumorais como
em células normais (HARADA et. al., 2009).

Os produtos naturais tem sido de grande importancia na descoberta de novas
moléculas biologicamente ativas (PUPO et. al., 2007). No entanto, devido a sua toxicidade,
modifica¢fes quimicas sdo realizadas para melhorar sua acdo farmacoldgica. Desta forma a
interacdo do lapachol com ions metélicos pode servir como artificio para eliminar seus
efeitos negativos, além de proporcionar um avanco em suas propriedades (De OLIVEIRA
et. al., 2011).

O desenvolvimento de compostos inorganicos como agentes terapéuticos tem se
intensificado no panorama atual, e a complexacdo desta molécula bioativa utilizando
metais de transi¢do, como a prata, pode ser de grande relevancia, ja que o presente metal
demonstra baixa toxicidade e inumeras propriedades, sendo a de maior destaque as
antimicrobianas (HOFFMAN, 1984; HUGO 1992).

O estudo dos complexos metalicos leva ao entendimento de suas propriedades tais

como sua cor, potencial redox, propriedades magnéticas, Opticas e estruturais. Sdo essas
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propriedades que despertam cada vez mais o interesse dos pesquisadores para aplicacdo
desses compostos, principalmente na area medicinal e tecnoldgica (LEE, 1999).

Desta forma é de grande relevancia estudos que demonstrem a interacdo da
naftoquinona natural com o ion metalico prata, visando potencializar as atividades
terapéuticas apresentada pela molécula, assim como estudar e caracterizar o ambiente

quimico do composto.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

A partir do ligante natural lapachol (extraido do ipé), promover a sintese e
caracterizacdo de um complexo metélico contendo fon Ag', assim como estudar suas
propriedades fisico-quimicas e atividades biologicas, comparando posteriormente com as

propriedades e atividades obtidas para o0 composto in natura e com os padrdes utilizados.

2.2 Objetivos Especificos

1- Promover a extracdo e purificacdo da naftoquinona lapachol do ipé.
2- Realizar a sintese de um complexo metalico lapacholato-Ag(l).

3- Caracterizar e estudar as propriedades fisico-quimicas do complexo obtido através de
analise elementar de CHN, analise térmica e técnicas espectroscopicas (Infravermelho,

UV-Vis e Luminescéncia).

4- Realizar estudos eletroquimicos (voltametria de onda quadrada e voltametria ciclica em

eletrodo modificado na pasta de carbono)

5- Realizar estudo das atividades bioldgicas (antimicrobiana e antitumoral) no ligante

livre e complexo sintetizado.

6- Comparar os resultados obtidos para o complexo com aqueles apresentados pelo

ligante ndo coordenado e com os padrdes utilizados.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Quimica Inorgénica e os Produtos Naturais

Trabalhos multidisciplinares tém  contribuido  expressivamente para o
desenvolvimento da quimica de coordenacdo com produtos naturais, sendo que esses
trabalhos nédo s6 contribuem, como auxiliam na compreensdo dos processos bioldgicos da
espécie em questdo. Além disso, os conhecimentos agregados por pesquisas em areas
entrelacadas como: biologia, medicina, farmacia, quimica e fisica, permitem um maior
embasamento cientifico e tem colaborado amplamente para a melhoria dos trabalhos, da
qualidade de vida e, consequentemente, para a sociedade de modo geral (THOMPSON et.
al., 2006; CASTILLO-BLUM et. al., 2000; PUPO, et. al., 2007).

A utilizacdo das plantas que contém substancias bioativas com propriedades
terapéuticas tem sido usada durante muitos séculos, sendo o Unico recurso medicinal de
muitas comunidades no controle de inimeras doencas (MACIEL et. al., 2002; SIMOES et.
al., 2007).

O desenvolvimento de compostos de coordenacdo a partir de produtos naturais
demonstra um avango promissor na busca de novas drogas. O estudo dessas interagdes,
entre metais transicdes e ligantes bioativos tem sido foco de empenho cientifico
recentemente, o interesse se da em promover alteracbes estruturais nos compostos in
natura, visando melhorar suas propriedades benéficas a salde. Estas pesquisas voltadas
para o isolamento de compostos naturais biologicamente ativos vem aumentado
significativamente (FOGLIO, et, al., 2006; SIMOES, 2002).

A quimica de coordenacdo envolvendo produtos naturais se tornou um alvo de
pesquisa promissora, e alguns estudos tem focado na sintese de complexos metalo-
flavonolatos e metalo-quinonas, indicando uma potencializagdo das ja conhecidas

atividades farmacolégicas dos flavonoides e naftoquinonas.

Simdes (2013) realizou a sintese e caracterizacdo de um novo complexo de galio(lll)
com o flavondide natural quercetina, sendo que os autores avaliaram as propriedades

eletroquimicas e biologicas do novo composto. No estudo da atividade antioxidante
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baseado no radical livre DPPH, foi observado um aumento nessa propriedade quando se
comparou o complexo ao ligante livre, o que demonstra claramente a importancia da

coordenacao do ion metalico para o processo.

De Oliveira (2011) realizou coordenacéo do lapachol aos metais antiménio(V) e de
bismuto(V). Em seus estudos além de analisar a estrutura cristalina dos mesmos, também
avaliaram a atividade citotoxica de ambos. O resultado apresentou inibi¢do do crescimento
de uma linha celular de leucemia mieléide cronica, sendo o complexo de Bi" cinco vezes
mais ativo que o lapachol livre, mostrando assim a importancia da coordenacao.

Vaérios outros trabalhos relatam a sintese de compostos de coordenacdo com
produtos naturais (PARRILHA et. al., 2012; CARUSO et. al., 2009, SOUZA & GIOVANI,
2005; TAN, 2008; BERREAU et. al., 2010; BUKHARI et. al., 2009).

Dentre os produtos naturais em destaque atualmente estdo as quinonas, conhecidas
na literatura por suas variadas atividades bioldgicas, das quais se sobressaem seu potente
efeito antitumoral e antimicrobiano (SILVA et. al., 2014).

3.2. Quinonas
Um dos maiores desafios da quimica, biogquimica e farmacologia € o isolamento e
elucidacdo dos componentes ativos presente em plantas e seus mecanismos de agédo
(SILVA et. al., 2003; PUPO, et. al., 2007).

Segundo Simdes e colaboradores (2007) “os produtos quimicos produzidos pelos
vegetais podem ser divididos em metabolitos primarios e secundarios”. O metabolismo
priméario € responsavel pela sintese de proteinas, carboidratos e lipideos, com funcgdes
vitais contudo é pouco visado na industria farmacéutica. O metabolismo secundario ja
produz a maioria dos compostos bioativos das plantas e despertam um maior interesse na
industria farmacoldgica. Estas moléculas sdo encontradas em baixas concentrages,
apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular e grande atividade biologica (DOS
SANTOS et. al., 2007; SIMOES et. al., 2007; RAVEN, 2001).

Dentre 0os metabolitos secundarios destacam-se os flavondides, taninos e as

quinonas. As quinonas constituem uma classe de produtos naturais de ampla distribuicéo,

6
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que vai dos vegetais superiores até bactérias, fungos, entre outros (GARCEZ, et. al., 2006;
GAUTAM, et. al., 2014). Elas s&o um grupo de substancias organicas fortemente coloridas
presentes na natureza, sdo derivadas de compostos aromaticos como benzeno, naftaleno e
antraceno (FARIAS, 1998; SILVA, 2003).

A caracteristica principal da estrutura das quinonas € a presenca de dois grupos
carbonilicos em um anel insaturado de seis atomos de carbono, situados relativamente em
posi¢des “orto” (adjacentes) ou “para” (LOPES et. al., 1996; VASCONCELLOS et. al.,
1998). Na Figura 1 tem-se trés classes principais de quinonas que é dada em funcdo do
clico no qual o sistema de duplas e cetonas conjugadas esté inserido, 0s grupos de quinonas
sdo:

benzoquinonas — um anel benzénico

naftoquinonas — um anel naftlénico

antraquinonas — um anel antracénico

Figura 1. Estrutura dos trés principais grupos das quinonas.

v wor

p-benzoquinona ¢-benzoquinona p-naftoquinona o-naftoquinona

o

(0]
antraquinona

Fonte: OLIVEIRA, 2012.

As quinonas sdo metabdlitos secundarios que correspondem a compostos de

grandes familias de ocorréncia natural, exercendo fungdes na respiragdo, fotossintese e
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como elementos essenciais no processo de acoplamento energético (HARADA, 2009;
KUMAGAI et. al., 1997; SILVA, 2003).

O avango de estudos com quinonas tem-se dado em virtude de propriedades
farmacologicas, devido a grande biodinamicidade que elas apresentam, com énfase nas
suas propriedades microbicidas, tripanossomicidas, antitumorais e inibidoras de sistemas
celulares, processos nos quais atuam de diferentes formas (TUKAJ & AKSMANN 2007;
BOLTON et. al., 2000; CASTRO et. al., 2008).

Estudos sobre o mecanismo de a¢éo bioldgica das quinonas destacam a importancia
do grupo quinonoidico como grupo farmacoférico, indispensavel para geracdo de espécies
reativas de oxigénio que induzem a apoptose (SILVA, 2003). H& vérios modos de acao
pelos quais as quinonas exercem atividade citotoxica, no entanto, ndo esta claro qual
dessas acGes € mais importante para induzir danos celulares, porém o principal alvo da
acdo citotoxica € o DNA (SAIFY 1999; GALM, 2005; WOLKENBERG et. al. 2005).

As quinonas sdo pontencialmente ativas em varios sistemas biologicos em sua
forma nativa, isso ocorre por elas serem facilmente oxidadas e reduzidas. Algumas
quinonas participam da fosforilacdo oxidativa, transportando elétrons entre a coenzima da
flavina e os citocromos. Estas moléculas naturais também participam de processos
bioldgicos tais como: fotossintese (plastiquinonas), respiracdo mitocondrial (ubiquinona ou
coenzima Q) e em processos enzimaticos, em que atuam como cofatores e sdo ativas na
inibicdo do crescimento de bactérias e fungos, além da inibicdo do complexo das
toposomerases, acdo que provoca 0 desencadeamento da apoptose celular (SILVA, 2003;
MONKS et. al., 1992; BUDZIAK et. al., 2004; SALMON-CHEMIN et. al., 2001).

A quimica das quinonas, j& ha muito tempo vem sendo descrita em trabalhos
publicados, conforme relatado por DE OLIVEIRA et. al., (2011), MOLINA et. al., (2007),
demostrando ndo s6 sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também, o

destagque que vem apresentando em estudos de diversas areas da quimica.
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3.3. Naftoquinonas
As naftoquinonas séo quinonas dicetonas derivadas do naftaleno, suas carbonilas
estdo nas posi¢des 1,2 do anel naftaleno e sdo chamadas de orto-naftoquinonas ou nas
posicBes 1,4 e sio chamadas de para-naftoquinonas (SIMOES et. al., 2007).

Elas estdo disseminadas nos mais diversificados reinos, em relacdo a distribuicéo
entre 0s vegetais, com sua maior parte encontradas nas familias da Bignoniacea e
Verbenécea, abundantes em vérios biomas brasileiros, incluindo o cerrado. No Brasil,
estima-se existir 46 tipos diferentes destas arvores, popularmente conhecidas como ipés
(género Tabebuia) (DE CASTRO, 2006).

Por ser fortemente pigmentada, o primeiro uso dessas substancias foi na industria
dos corantes, mais tarde as naftoquinonas naturais, como a lausona, junglona, plumbagina,
lapachol entre outras, foram isoladas de fontes vegetais e destacou-se por seus usos na
medicina tradicional (KUMAGAI et. al., 1997; SILVA et. al., 2003).

As naftoquinonas foram descritas como responsaveis por uma significante reducao
do crescimento celular em linhagens tumorais, quando conjugadas a outros agentes ou
qguando formado complexos com metais (CHEN et. al., 2004). Este subgrupo das quinonas
sdo atualmente os que vem recebendo maior atencdo de pesquisadores de todo o mundo,
devido as suas propriedades redox interferirem em diferentes processos oxidativos
(BABULA, et. al., 2012; NEVES, et. al., 2012; PINTO, et. al., 2014). Sdo moléeculas
altamente redox, e por este motivo conduzem a formacéo de espécies reativas de oxigénio,
como H,0, e O, que sdo as principais espécies responsaveis pelo estresse oxidativo,
danificando a membrana celular (SILVA, et. al., 2003; ROYO, et. al., 2013).

Uma naftoquinona importante pode-se citar a vitamina K (Figura 2), que é essencial

na manuten¢do da coagulacdo sanguinea e na prevencdo de doencas cardiovasculares, e no
tratando da osteoporose (MORRISON et. al., 1970; EBELLE et. al., 2010).
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Figura 2. Estrutura quimica da vitamina K.
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Fonte: PARILHA, 2012,

Nos grupos das naftoquinonas naturais tem-se destacado em especial o lapachol,
que pode ser considerado um dos principais representantes do grupo. As atividades
bioldgicas do mesmo vem sendo estudadas a séculos, até os dias de hoje, e o principal
interesse no lapachol é devido a sua capacidade de induzir o estresse oxidativo, através da

formacao intracelular de espécies reativas do oxigénio (SILVA, et. al., 2003).

3.4. Lapachol

O lapachol é uma naftoquinona natural que foi isolada pela primeira vez em 1882
por E. Paterno. Sua extragcdo ocorreu do lenho de uma &rvore argentina conhecida
popularmente pelo nome de lapacho, da qual se originou seu nome. De acordo com a
IUPAC sua nomenclatura é 2-hidroxi-3(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona, possui peso
molecular 242,26 g. mol™ com férmula molecular C15H,405 € ponto de fusdo entre 139,5 a
140,2 °C. Apresenta solubilidade em acetona, etanol, metanol, cloroférmio, benzeno, acido
acetico, éter etilico, hexano, diclorometano, acetonitrila, DMSO, DMF e sendo insoltvel
somente em agua a frio (EPIFANO et. al., 2013; De OLIVEIRA, et. al. 2011).

E facilmente obtido por extracio da serragem do cerne de varias espécies de
plantas, como as arvores das familias Scrophulariaceae, Malvaceae, Verbenaceae,
Proteaceae e Sapotaceae, porém possui uma maior abundancia na familia Bignoniaceae

(Tabebuia e Tecoma) (Figura 3a).

10
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A elucidagdo estrutural do lapachol ocorreu através dos trabalhos publicados por
Hooker e colaboradores (Figura 3b) (ROSA, 2000).

Um amplo leque de atividade terapéutica tem sido atribuido ao lapachol e seus
derivados, tais como anticarcinoma, anti-inflamatorio, antimalarica, antisséptico,
antitumoral, antiviral, bactericida, fungicida, entre outras (ROSA, 2000; SILVA et. al.,
2003; HUSSAIN et. al., 2007).

Figura 3. Lapachol- (a) Arvore familia Bignoniaceae (Ipé) (b) Estrutura quimica do lapachol.

O

OH

Fonte: ADAPTADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015

Os primeiros estudos sobre as atividades bioldgicas do lapachol foi iniciado no
Instituto de Antibioticos/UFPE, pelo Prof. Oswaldo Gongalves de Lima a partir de 1956,
que encontrou atividade antimicrobiana do ipé-roxo frente a cepas de Bacillus subtilis,
Sthaphylococcus aureus, Myotis flavus, Bacillus anthracis, Bacillus. cereus e Escherichia
coli, notando maior eficAcia em microorganismos Gram-positivos, e baixa a¢do contra
Gram-negativos, porém alguns os experimentos mostraram também acentuada atividade
contra o género Brucella. Nesses estudos verificou-se também que a medida que se eleva
0 grau de pureza da quinona, diminui- Se progressivamente a atividade antimicrobiana do
mesmo (LIMA, et. al., 1962; FONSECA, et. al., 2003).

Outra importancia bioldgica do lapachol encontra-se na sua atividade antiparasita,

usado como barreira topica para a pele, ativo contra 0 Trypanosoma cruzi, causador da

11
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doenca de Chagas, sem cura conhecida até hoje. J& sua agdo antiflngica pode estar
relacionada a capacidade do mesmo interagir com a membrana celular desses micro-
organismos (SALMON et. al., 2001).

As avaliacdes dos efeitos terapéuticos do lapachol contra o cancer iniciou por volta
dos anos 60, muitos estudos confirmaram a eficicia desta naftoquinona como um agente
antineoplasico. Entretanto, ensaios clinicos revelaram que as concentracdes elevadas
necessarias para que esta droga atue como um agente quimioterdpico, eficaz contra o
cancer humano, resultaram em efeitos secundarios muito toxicos, além do surgimento de
efeitos colaterais como nausea, vomito e efeito anticoagulante (SILVA et. al., 2003;
OLESON, et. al., 1968). Sua atividade antitumoral pode estar relacionada a sua interacao
com acidos nucléicos. Ao mesmo tempo, tem sido proposto que as naftoquinonas
interagem com os pares de bases da dupla hélice do DNA, inibindo a sintese do RNA e sua

replicacgéo.

Desse modo, frente as varias pesquisas que demonstram a potencialidade das
propriedades quimicas e bioldgicas do lapachol, torna-se evidente que este se apresenta

Como um composto promissor.

3.5. Quimica de coordenacéo do lapachol
Compostos de coordenacao tém ofertado novas possibilidades para a pesquisa com
o foco em propriedades bioldgicas, isto em funcdo dos diversos estudos da interacdo de
ions metélicos com ligantes organicos, especialmente aqueles que ja possuem atividades de
acdo bioldgica (CASTILLO-BLUM et. al., 2000, AHAMAD, et. al., 2006).

O lapachol é capaz de se coordenar a diversos ions metélicos de relevancia
bioldgica, o que influencia diretamente nas propriedades redox das naftoquinonas. Sabe-se
que, em geral a introducdo de metais de transi¢do na sua estrutura pode levar a profundas

mudancas em suas atividades, o que pode resultar em um avanco significativo.

Seus ambientes de coordenacdo a metais sdo atraves dos oxigénios em posicao orto,

no qual adquire a fungéo ceto-endlica. Dependendo do metal envolvido e de seu estado de

12
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oxidacdo, a coordenacdo pode ocorrer somente pelo oxigénio endlico (grupo hidroxil) ou
por ambos os oxigénios (OLIVEIRA et. al., 1997).

Os ions metalicos utilizados na quimica de coordenagdo sdo dos mais variados, e
possuem amplas aplicaces. Complexos de ouro(l), por exemplo, sdo usados no tratamento
de artrite, com destaque para a auranofina (OTT, 2009), complexos de prata(l) s&o comuns
no tratamento de infecgOes bacterianas, com destaque para a sulfadiazina de prata,
complexos contendo platina(ll) e platina(lV), como o cis-diaminodicloroplatina(ll) (cis-
platina), sdo utilizadas no tratamento do cancer. Compostos de vanadio(V) e vanadio(lV)
sdo empregados no tratamento de diabetes, complexos de ferro como anti-hipertensivos
(CHEM, 2009) e complexos a base de litio para o tratamento de disturbios psiquicos
(KLEIN & MELTON, 1966).

Relatos da literatura demostram o uso do produto natural lapachol na sintese de
complexos metélicos. Varios metais de transicdo ja foram investigados, juntamente com

essa molécula promissora.

Em 2003, Martinez e colaborados realizaram a sintese de um complexo de zinco(ll)
com o referido ligante bioativo, utilizando etanol como solvente. A coordenacdo ocorreu
de forma bidentada, onde o metal ligou-se através dos oxigénios (funcdo ceto-enol)
presente no lapachol, obtendo-se assim uma geometria de coordenacdo octaédrica,
completada através de 2 moléculas do solvente [Zn(Lap).(EtOH),].

Um pouco mais tarde, Martinez (2005) relatou sinteses e as estruturas moleculares
de dois complexos isoestruturais de Co(ll) e Zn(Il), que foram elucidados por difracdo de
raios-X e outras técnicas. Os dois novos complexos hexacoordenados (Figura 4)
apresentaram DMF (dimetilformamida) e &gua em suas estruturas cristalinas
[Co(Lap)2(DMF)(H20)] (a) e [Zn(Lap)(DMF)(H20)] (b).

Molina e colaboradores (2007) realizaram a sintese de complexos utilizando
cobalto, niquel e cobre, todos em estado de oxidacao I, utilizando etanol como solvente na
sintese dos complexos. Nos trés casos o lapachol desprotonado se comporta como quelante

bidentado, através dos oxigénios carbonilicos e fendlicos.

13
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Em 2009 Farfan, obteve uma estrutura cristalina utilizando ion lapacholato com
niquel (I). A estrutura cristalina do complexo apresenta geometria octaédrica com atomos
de lapachol coordenados atraves da carbonila, alem de aguas e o solvente DMF
coordenados nas posicdes axiais do complexo. Ainda no mesmo ano Caruso e
colaboradores, publicou um trabalho apresentando a sintese do composto utilizando ions

manganés (I1).

Figura 4. (a) Estrutura com complexo Zn(Lap),(EtOH), (Martinez et. al., 2003) e (b) estrutura do
[Co(Lapy(DMF)(H,0)] (Martinez et. al., 2005).

(@) (b)
Fonte: MARTINEZ et .al., 2003; MARTINEZ et. al., 2005.

De Oliveira et. al., (2011) realizou a coordenacdo do lapachol aos metais
antimonio(V) e de bismuto(V), utilizando fosfina (Ph3) na sintese (Figura 5). Em seus
estudos, além de analisar a estrutura cristalina dos mesmos, também avaliaram a atividade
citotoxica de ambos. O resultado apresentou inibi¢cdo do crescimento de uma linha celular
de leucemia cronica, sendo o complexo de Bi" cerca de cinco vezes mais ativo do que o

lapachol livre.
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Outro relato de coordenagao desta naftoquinona foi publicado em 2012 por Parrilha
et. al., onde foi sintetizado um complexo de bismuto(l1l), neste caso os autores visaram 0S
estudos das atividades anti-inflamatorias e anti-angiogénicas do ligante. A coordenacéo
ocorreu 2:1 razdo ligante/metal, de modo bidentado através do oxigénio carbdlico e

fendlico.

Figura 5. Estrutura dos complexos (Lp)(Ph3;Sh)OH e (Lp),(PhsBi), De -Oliveira et. al, 2011.

Fonte: DE OLIVEIRA et. al., 2011.

O artigo publicado por Kandioller e colaboradores (2013), traz a sintese de
organometélicos obtidos a partir de complexos Lapacholato-M (Ru", Os" e Rh") com
arenos. Em 2014 foi relatado em um trabalho de Barbosa et. al., a elucidacéo estrutural de
um complexo lapachol ruténio(ll) e estudos voltados para as atividades leshimanicidas do

mesmo.

Por apresentarem indmeras caracteristicas desejaveis, a busca por complexos
metalicos oferece muitas possibilidades para o avanco da ciéncia. Vista importancia do
ligante propde-se obter um novo complexo de prata, como uma possivel alternativa frente a

multirresisténcia bacteriana.
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3.6. Prata
As atividades exercidas por ions metalicos nos meios biolégicos tém estimulado a
pesquisa e 0 desenvolvimento de compostos inorganicos como agentes terapéuticos. Nos
ultimos anos, a quimica inorganica tem demostrado a eficacia no desenvolvimento dessa
area, baseando-se no conhecimento da funcionalidade de alguns metais de transicdo em
varias reacGes no sistema bioldgico, fazendo parte de metaloenzimas fundamentais no

organismo.

Dentre os metais de transicdo classificados como elementos essenciais e/ou tracos
no corpo humano, é possivel citar varios desses como imprescindiveis a vida humana

como: ferro, cobre, zinco, calcio, magnésio, entre outros.

Embora ndo seja um elemento bioldgico essencial, a prata metalica e seus derivados
apresentam varias aplicacdes que a faz de extrema importancia para o ser humano, como as
aplicacdes medicinais, isto, por possuir propriedades antimicrobianas, além de ser de baixa
toxicidade em seres humanos (FARRELL, 2004; SADLER, 1999; PERCIVAL, 2007).

A prata encontra-se entre 0s trés primeiros metais descobertos pelo homem,

juntamente com o ouro e o cobre sendo conhecidos também como metais de cunhagem.

Localiza-se no bloco d da Tabela Periddica (metal de transicdo), grupo 11, periodo
5 distribuicdo eletrdnica [Kr]4d'%5s', seu estado de oxidagdo pode variar de 0 a 3. Porém,
os estados mais conhecidos e estaveis sdao 0 e 1. Possui cor prateada, € brilhante,
maleavel, ductil e apresenta 6tima condutividade elétrica. E pouco reativa e bastante
resistente a corrosdo. Embora ndo seja muito abundante, pode ser encontrada no estado

nativo e na forma combinada, como no mineral argentita (Ag,S).

Seu potencial de reducdo padrdo € positivo e por isso, ndo é suscetivel & oxidacdo
pelos fons H* sob condigBes padrdo, esse carater nobre justifica sua aplicacdo em joias e
ornamentos. No entanto, objetos de prata perdem lentamente o brilho quando expostos ao
ar, pois ocorre a formacdo de sulfeto de prata (Ag.S) devido a pequena presenca de

compostos sulfurados no ar atmosférico (DE SOUZA, et. al., 2013)
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A prata possui atividade antimicrobiana, assim como o ouro, 0 cobre e 0 zinco,
porém com maior eficAcia (CASAGRANDE, 2010). Moyer e colaboradores em (1965)
foram, provavelmente os primeiros a abordarem o uso tdpico da prata no cuidado de
feridas desenvolvendo um tratamento eficaz contra queimaduras infectadas utilizando-se
de um creme a base de nitrato de prata a 0,5%. Seus estudos concluiram que o mesmo era
eficaz contra microorganismos como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e

Streptococcus hemolyticus sem causar resisténcia por conta da prata.

A acdo ocorre na interferéncia do metabolismo bacteriano, ions prata agem na
estrutura das proteinas, desativando-as, logo desativa-se a bactéria, as enzimas das
bactérias transportam ions e geram energia, ao serem desativadas, ocorre o bloqueio da
respiracdo e a consequente morte da bactéria (FENG et. al., 2000). fons prata interagem
com &cidos nucléicos, preferencialmente com o DNA, gerando uma inibicdo da diviséo
celular das bactérias e consequentemente a inibicdo do crescimento e a morte da bactéria, o
mecanismo é sempre 0 mesmo, independente de sua forma de apresentacdo. (JUNG et. al.,
2008).

Compostos de prata tém sido empregados como agentes antissépticos desde o inicio
do século XIX, onde solucBes de nitrato de prata eram usados como antisséptico e para
prevenir a oftalmia neonatal. Por volta de 1940, surgiu o complexo sulfadiazina de prata
(SSD) (Figura 6), um medicamento que consiste na reacao entre a sulfadiazina de sédio e 0
nitrato de prata em solucdo, este composto ainda é amplamente utilizado na medicina em
pacientes queimados para evitar e tratar infecc@es, possuindo amplo espectro de atividade,
tendo alta eficiéncia contra Pseudomonas aeruginosa, um dos principais organismos
responsaveis pelas infeccdes decorrentes de queimaduras (McDONNELL & RUSSEL,
1999).

Em relacdo a sua toxicidade é baixa em humanos, sendo considerado minimo o
risco de intoxicacdo por inalacdo, ingestdo, absorcéo pela pele e ferimentos ou mesmo por
aplicacdo intravenosa. Porém quando uma quantidade excessiva de prata é aplicada através

de medicamentos usados tdpica ou sistemicamente, pode levar a deposicao de particulas de
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prata metalica e de Ag,S principalmente na pele (argiria), olhos (argirose) e em outros
6rgdos (LANDSDOWN, 1995).

Figura 6. Complexo de prata - (a) Estrutura da sulfadiazina de prata. Em (b) sua respectiva estrutura em 3D.

Fonte: DE SOUZA, 2013.

Estes compostos sdo absorvidos pelo corpo e permanecem no sangue até se
depositarem nas membranas mucosas, formando uma pelicula acinzentada. Essas
condicdes podem ndo causar risco de morte, mas sdo cosmeticamente indesejaveis
(DRAKE; HAZELWOOD, 2005; BRANDT et. al., 2005; LANSDOWN, 2006; HADRUP
LAM, 2014).

Na area inorganica a prata possui uma quimica de coordenacéo rica e ainda com
muito a ser explorada. Na literatura é possivel encontrar compostos com diversos modos de
coordenacdo e geometrias (HUHEEY et. al., 1993; ATKINS, 2010).

Dentre as geometrias mais comuns, destacam-se a geometria linear (nimero de
coordenagdo = 2), trigonal planar (nimero de coordenacdo = 3), tetraédricas (nimero de
coordenacdo = 4) e octaédricas (nimero de coordenacdo = 6). Alguns exemplos dos modos

de coordenacao dos complexos de prata(l) sdo apresentados na Figura 7.

Além das propriedades ja& mencionadas a prata é, dentre, os metais o melhor
condutor de corrente elétrica, por isso, € uma escolha natural para diversos componentes

eletronicos, desde telefones, computadores, placas de circuito impresso, entre outros.
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Figura 7. Alguns exemplos de modos de coordenacédo da prata.

I/,”'

II;,"‘ l

Ag — Ag

Fonte: SEGURA, 2014

Levando em consideracdo a sua essencialidade em um enorme nimero de processos
bioldgicos, € de consideravel interesse a interacdo desses ions com ligantes ativos
biologicamente (LIPPARD & BERG, 1994).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e Solventes Utilizados

Os reagentes e solventes empregados na sintese do complexo, extracdo do lapachol
e analises, foram utilizados sem nenhuma purificacéo adicional, foram adquiridos de fontes
comerciais (com excec¢do do lapachol que foi extraido pelo grupo de pesquisa): Nitrato de
prata (Synth; 99%), Hidroxido de amoénio (Cinética; P.A), diclorometano (Vetec; grau
HPLC e P.A), etanol (Dindmica;, P.A), metanol (Vetec; grau HPLC e P. A),
dimetilsulfoxido (Vetec; P.A), dimetilformamida (Vetec; P.A), isopropanol (Dinamica;
P.A), acetonitrila (Vetec; P.A), acetona (Dinamica; P.A), cloroféormio (Vetec; P.A), éter
etilico (Dinamica; P.A) e hexano (Dinamica; P.A), hexafluorfosfato de tetrabutilamonio
(Sigma-Aldrich; 98%), ferroceno (Sigma-Aldrich; 98%), cloreto de litio (Vetec; 99%),
hidréxido de sddio (Vetec; 98%), acido cloridrico (Qhemis; 37%), acido sulfurico (CRQ;
95-97%), bifitalato de potassio (Vetec; 99,95-100,05%), Sulfato de sodio anidro (Nuclear;
99%), cloreto de potassio (Dinamica; 98%), cloreto de sodio (Dindmica; 98%), grafite em
po (Aldrich), cepa bacteriana Escherichia coli (Cddigo: ATCC SP 11229; Marca: BAC-
FAR (CCCD), cepa bacteriana Staphylococcus aureus (Codigo: ATCC SP 25923; Marca:
BAC-FAR (CCCD), Meio de cultura Agar Muller Hinton 500 g (HIMEDIA).

4.2. Métodos e Instrumentacao

4.2.1 Teste de Solubilidade

A solubilidade dos compostos foi realizada pesando-se cerca de 1 mg de amostra
(lapachol e complexo) e adicionando-se um volume de 2 mL de solvente. Utilizou-se agua
destilada e solventes P.A de diferentes polaridades (etanol, metanol, isopropanol,
acetonitrila, acetona, dimetilformamida, dimetilsulféxido, diclorometano, cloroférmio, éter

etilico e hexano).
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4.2.2 Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo dos compostos foram medidos através do aparelho Quimis
modelo Q340M13, com termometro de temperatura maxima em 310 °C, na Unidade

Universitaria de Navirai.

4.2.3 Anélise Elementar de CHN

A determinacdo dos percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
realizadas no Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo em um analisador Perkin
Elmer - CHN 2400, a partir das amostras devidamente purificadas de cada composto.

Foram realizadas as analises para o ligante e seu respectivo complexo.

4.2.4 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho (4000 a 450 cm™) foram obtidos em um
espectrofotdbmetro Thermo Nicolet Nexus 650, com acessério de deteccdo por fotoacuUstica
(resolucdo 8 cm™, média de 256 espectros por segundo) no Grupo de Espectroscopia
Optica e Fototérmica do Centro Integrado de Anélise e Monitoramento Ambiental- CInAM
da Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul em colaboracdo com os Profs. Drs.

Sandro Marcio Lima e Luis Humberto da Cunha Andrade.

4.2.5 Analise Térmica

As curvas TG/DTG foram obtidas em equipamento TGA Q50 da TA Instrument,
em razdo de aquecimento de 10 °C min®, partindo da temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) até 900 °C, em atmosfera oxidante de ar sintético com fluxo de
60 mL min™, utilizando cadinho de platina como suporte (massa inicial da amostra: 10
mg). As analises foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade Federal do

Mato Grosso do Sul, com a colaboracao do professor Dr. Lincoln Carlos Silva de Oliveira.
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4.2.6 Espectroscopia de Absorcdo Molecular na Regido do UV-Vis

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis) foram
obtidos em um espectrofotobmetro Varian modelo Cary 50, no Laboratorio de Pesquisa da
Unidade de Navirai/lUEMS. As andlises foram realizadas utilizando-se acetonitrila (grau
espectroscopico) e celas de quartzo com capacidade para 4,0 mL com 1 cm de caminho
éptico (concentracdo 5,0 x 10™ mol L™). As medidas de absortividade molar foram
realizadas com o preparo das amostras (ligante e complexo) em acetonitrila na
concentracdo de 5,0 x 10 mol L™ (solucdo mée), sendo que posteriormente foram feitas
diluicBes de 1,0 x 10, 2,0 x 10°, 3,0 x 10, 4,0 x 10° e 5,0 x 10 mol L™.

4.2.7 [Espectroscopia de Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas no espectrofotdmetro Cary Eclipse
(Varian). O espectrofluorimetro possui como fonte de excitacdo uma lampada pulsada de
Xendnio (80 Hz), com a largura a meia altura do pulso de aproximadamente 2 us e
poténcia de pico equivalente a 75 KW, dois monocromadores, um para a selecdo do
comprimento de onda de excitacdo e outro para a selecdo do comprimento de onda emitido
pela amostra. A deteccdo da fluorescéncia é feita por um tubo fotomultiplicador (R928).
Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e as analises realizadas em
triplicata, com os resultados obtidos reprodutiveis. As andlises foram realizadas utilizando-
se acetonitrila (grau espectroscopico) na concentracdo 6,4 x 10° mol L™, em parceria com
o Prof. Dr. Anderson Rodrigues Lima Caires na Universidade Federal da Grande

Dourados.

4.2.8 Eletroquimica

4.2.8.1 Medidas Via Voltametria de Onda Quadrada
O comportamento redox do lapachol e do complexo foi investigado por voltametria
de onda quadrada em um potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab PGSTAT 302

interfaceado a um microcomputador e gerenciado pelo software GPES (Versao 4.9). Foram
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utilizados eletrodo de carbono vitreo (diametro de 2,0 mm) como eletrodo trabalho, um
eletrodo de Ag/Ag” usado como eletrodo de referéncia e um fio de platina como eletrodo
auxiliar (contra-eletrodo). O eletrolito suporte utilizado foi hexafluorfosfato de
tetrabutilamonio e o solvente dimetilsulfoxido (DMSQ) grau espectroscopico, sendo que

ferroceno foi empregado como padréo interno (GAGNE, 1980).

4.2.8.2 Testes Eletroanaliticos com Pasta de Carbono
4.2.8.2.1 Purificacdo do grafite utilizado na pasta

A preparacao da purificacdo do grafite usado na preparacdo da pasta de carbono foi
realizada de acordo com procedimento descrito por BORGO et. al., 2003. Foram pesados
20 g de grafite em p6 e em seguida adicionado 60 mL de HCI 0,001 mol L™
Posteriormente, colocou-se em agitacdo magnética até que a pasta estivesse homogénea.

Manteve-se em repouso por 30 minutos.

Em seguida, montou-se um sistema de filtracdo e realizaram-se vérias lavagens
utilizando-se agua destilada e deionizada. Ap0s as lavagens transferiu-se a pasta para um
cadinho de porcelana e levou-se a estufa por aproximadamente 3 horas a 100 °C.
Posteriormente, a pasta foi transferida para um recipiente de vidro e armazenada no

dessecador.

4.2.8.2.2 Preparagédo dos Eletrodos de Pasta de Carbono Modificados Quimicamente

Em um béquer de 50 mL foram adicionados 1,0 mg de lapachol e 375 mg de grafite
purificado. Logo ap6s, pipetou-se 180 pL de H,SO, 2 mol L™ utilizando-se uma
micropipeta de volume varidvel e transferiu-se para o béquer que continha o composto e a
pasta de carbono. A pasta foi homogeneizada e transferida para um capilar. Apds, a pasta
ter sido adicionada no capilar, introduziu-se um fio condutor para poder realizar as

medidas.

O procedimento de preparacdo do eletrodo modificado com o complexo de Ag' foi

similar ao descrito anteriormente para o lapachol, utilizando-se as mesmas quantidades.
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4.2.8.2.3 Medidas de Voltametria Ciclica

Os voltamogramas ciclicos dos eletrodos preparados (ligante e complexo) foram
testados em um potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab PGSTAT 302, utilizando
uma cela eletroquimica composta por 3 eletrodos: contra-eletrodo de platina, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCI 3 mol L™), além de cada um dos eletrodos modificados que
atuaram como eletrodo de trabalho. Como eletrolito utilizou-se uma solucao de H,SO,4 0,5
mol L. Antes de realizar as medidas, o eletrodo de trabalho permaneceu submerso por
aproximadamente 1 hora no eletrélito para condicionamento conforme procedimento ja
adotado por NGAMENI et. al., (2000). Os eletrodos de trabalho também permaneceram
em repouso por aproximadamente 1 hora em uma soluc&o de H,SO4 0,5 mol L™ (lapachol)

e aproximadamente 30 minutos em uma solugdo de Na,SO4 0,5 mol L-1 (complexo).

4.2.9 Testes antimicrobianos

4.2.9.1 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinagdo da CIM foram realizadas diluicdes da amostra (lapachol e
complexo) em solucdo de DMSO 5%, sendo ajustadas concentracdes derivadas de
diluicdes em série 2:1 (100, 50, 25, 12,5, 6,25 pug mL™).

Em seguida, foram produzidos inéculos a partir das col6nias bacterianas com tempo
de incubacdo recente, ndo superior a 24 horas. Com o auxilio de uma alca de platina
(bacterioldgica), retirou-se 2 col6nias bacterianas com a mesma morfologia, e diluiu-se em
tubo de ensaio contendo 4,0 mL de agua salina (0,8% de NaCl diluido em agua destilada),

utilizando-se um agitador de tubos tipo vortex.

O ino6culo produzido foi ajustado a solugdo padrdo de 0,5 McFarland, previamente
preparada, que corresponde ao padrdo de turvacdo da bactéria Escherichia coli a uma
concentracdo de 1,5 x 108 UFC mL™ (unidades formadoras de col6nias por mililitro).
Quando o inoculo ndo alcancava a turvacdo padrdo, eram acrescentadas col6nias

bacterianas, e quando superava a escala nefelométrica, era adicionada agua salina. Esta
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solucdo foi entdo diluida em caldo Luria-Bertani para obter um in6culo com concentracéo
de 5,0 x 10° UFC mL™.

Para a determinacdo da CIM foi distribuido em cada tubo de ensaio, previamente
esterilizado, a aliquota de 1,0 mL de cada solucdo teste (nas concentracdes especificadas
no primeiro paragrafo deste item) e 1,0 mL da suspensdo bacteriana ajustada 5,0 x 10°
UFC mL™, exceto no tubo de controle negativo.

Os tubos de ensaio com a solucéo teste foram incubados a (35+£2)°C por 20 horas.
Apdbs este periodo foi avaliada a presenca de turvacdo nos tubos, que indicam o

crescimento bacteriano.

A partir desta afericdo é possivel encontrar o intervalo em que esta o valor da
concentracdo inibitéria minima, que é a menor concentracdo de composto capaz de inibir o

crescimento microbiano.

Em cada ensaio foram incubados tubos de Controle Negativo (menor concentracéo
do composto e caldo LB sem indculo); e de Controle Positivo (caldo LB e suspensdo
bacteriana ajustada). Para cada composto foram realizadas trés incubagfes utilizando os
solventes puros, objetivando verificar a existéncia de atividade antimicrobiana frente as

cepas bacterianas.

Os bioensaios foram realizados em duplicata com trés repeticbes para cada cepa
bacteriana; quando detectado erro ou contaminagdo o resultado foi descartado e a réplica

do teste refeita.

4.2.9.2 Concentracao Bactericida Minima (CBM)
Em conjunto aos procedimentos para determinacdo da Concentracdo Inibitdria
Minima, foram iniciados os procedimentos para determinacdo da Concentragdo Bactericida

Minima pelo método de plagueamento em meio de cultura.

Ap0s o periodo de incubacdo para determinagcdo da CIM foi retirada uma aliquota

de 0,1 mL de cada tubo de ensaio, inclusive do controle positivo e negativo (sem inoculo).
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Os indculos foram distribuidos sobre a superficie do meio de cultura em placas de petri,
com o auxilio de uma alga de Drigalski préximo ao Bico de Bunsen.

As placas de petri inoculadas foram incubadas a temperatura de 35°C+2 por 20

horas. Apos este periodo foi observado a presenca de col6nias bacterianas em cada placa.

A CBM foi determinada como sendo a menor concentracdo do composto capaz de
impedir o crescimento microbiano em meio de cultura (formacdo de colonias bacterianas).
Os bioensaios foram realizados em duplicata com trés repeticdes para cada cepa
bacteriana; quando detectado erro ou contaminacdo o resultado foi descartado e o teste

refeito.

4.2.10 Ensaio Antitumoral in vitro

As amostras (lapachol e complexo) foram avaliadas quanto a sua atividade
antiproliferativa em células tumorais humanas utilizando-se o ensaio da sulforrodamina B

(SBR) para avaliacdo do crescimento celular (MONKS et. al., 1991).

Foram empregadas 10 linhagens de células tumorais humanas (Tabela 1). As
linhagens tumorais humanas foram cedidas pelo Frederick Cancer Research &
Development Center, National Cancer Institute (NCI, EUA) e a linhagem HaCat
(queratindcitos imortalizados humanos) foi doada pelo Dr. Ricardo Della Coletta (FOP,
UNICAMP). Todas as linhagens foram mantidas no laboratorio de cultura de células em
frascos de 25 cm® (Nunc®), com 5mL de meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 5%
de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e incubadas a 37°C em atmosfera imida com 5% de
CO..

Foram inoculados 100 plL/compartimento, em placas de 96 compartimentos
(Nunc®), de cada suspensdo celular, em meio RPMI/5% SFB, acrescido de penicilina:
estreptomicina (1000 U mL™: 1000 pg mL™?; 1,0 mL L™ RPMI). Apés 24h de incubacio, a
37 °C em atmosfera tmida com 5% de CO,, foram adicionados 100uL/compartimento da
amostra a ser testada em quatro concentracdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL™).
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Para preparacdo das amostras, uma aliquota de 10 mg de cada amostra foi

dissolvida em 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, 50 pL dessa solugdo-mae

foram dispersos em 950 pL de meio RPMI/5% SFB, para preparacdo da solucdo de

trabalho. Esta foi entdo diluida sucessivamente, em meio de cultura, para preparacao das

concentracdes finais de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL™. A concentracdo final de DMSO néo

interfere no crescimento celular.

Como controle positivo utilizou-se o quimioterdpico doxorrubicina,

nas

concentraces de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg mL™. No momento da adic&o das amostras, foi

realizada a fixacao, com &cido tricloroacético (TCA) a 50%, da placa controle chamada TO,

0 que permitiu determinar qual a quantidade de células no momento da adicdo das

amostras.

Tabela 1. Linhagens celulares humanas empregadas na avaliacdo de atividade antiproliferativa.

Densidade de
Linhagem Celular Orgao/Doenca Inoculagao

(10* cel mL™)
Linhagem Tumoral
U251 SNC; glioma 3,0
MCF-7 Mama; adecarcinoma 6,0
NCI-ADR/RES* Ovaério; adenocarinoma 5,0
786-0 Rim; adenocarcinoma 3,0
NCI-H460 Pulméo; carcinoma 4,0
PC-3 Prostata; adenocarcinoma 4,5
OVCAR-3 Ovaério; adenocarcinoma 7,0
HT-29 Colén; adenocarcinoma 5,0
Linhagem ndo Tumoral
HaCaT Pele (queratinécito)/Normal 3,0

* esta linhagem apresenta resisténcia a maltiplos farmacos

Ao final de 48 horas de incubagdo, as células foram fixadas com

50uL/compartimento de TCA a 50% e as placas incubadas por 1 hora a 4 °C; a sequir, as
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placas foram lavadas quatro vezes consecutivas com agua destilada para remoc¢do de
residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Depois de secas completamente, a
temperatura ambiente, as células foram coradas com 50uL/compartimento de SRB 0,4%
(p/v), dissolvido em acido acético 1%, e mantidas por 20 min, a temp. ambiente; em
seguida, lavadas quatro vezes com 4&cido acético 1% e secas a temperatura ambiente.
Finalmente o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com Trizma Base
(Sigma®), 10 mM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em

540 nm em leitor de microplacas.

Com os valores médios de absorbancia para cada concentracdo de cada amostra, 0

crescimento celular expresso em porcentagem foi calculado segundo as seguintes formulas:
Se T > T; — estimulo de crescimento celular
Se T1 > T > Ty — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-To)/( T1-To)]
Se T< Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ To]
Onde:
T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula
T, = absorbancia do branco de células.
To = absorbancia do controle de células na placa Ty.

Foram gerados graficos de porcentagem de crescimento em funcdo da concentracdo
da amostra testada, para cada uma das linhagens testadas. Uma concentracdo efetiva
denominada TGI (do inglés total growth inhibition, concentracdo necessaria para que
ocorra 0% de crescimento celular) foi calculada em funcéo do tipo de gréfico obtido, por

regressdo ndo linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin, versdo 8.0.

4.2.11 Extracdo do lapachol e determinacao da pureza via titulacio potenciométrica

4.2.11.1 Extracgéo do Lapachol
A extracdo da naftoquinona natural lapachol foi realizada partindo-se de 100 g de

serragem de ipé em béquer contendo diclorometano (quantidade suficiente para cobrir a
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serragem), mantendo-se em constante agitacdo e aquecimento por 30 minutos. Apds o
término da primeira etapa, filtrou-se a serragem em sistema de vacuo, utilizando funil de
buchner e evaporou-se a solucdo em evaporador rotativo. Recristalizou-se o extrato obtido
em etanol repetidamente, induzindo-se a sua precipitacdo com agua destilada (FARFAN et.
al., 2012). A Figura 8 apresenta diferentes etapas da extracdo até a obtencdo do produto

final lapachol.

Figura 8. Etapas de extracdo do lapachol.

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2015.

4.2.11.2 Titulag&o potenciométrica do lapachol

As solucdes de LiCl 1 mol L™, NaOH 0,010 mol L™, HCI 0,001 mol L™, H,SO,4 2
mol L™, H,SO,4 0,5 mol L™ e Na,SO,4 0,5 mol L™ foram preparadas segundo metodologia
descrita na literatura (BACCAN, 1979; SKOOG et. al., 2007), assim como a padronizacdo
da solucdo de NaOH com padrdo primario bifitalato de potéssio, utilizando titulacdo

potenciométrica com eletrodo de vidro combinado.

Foram solubilizados 0,012 g de lapachol em um béquer de 100 mL utilizando uma
mistura etanol/agua (50% v/v). Posteriormente pipetou-se 1 mL de LiCl e transferiu-se
para 0 mesmo béquer, para auxiliar na estabilizacdo das medidas no inicio da titulagdo.
Utilizou-se uma bureta de 10 mL com solucdo de NaOH 0,010 mol L™ previamente
padronizada para realizar a titulacdo. As medidas foram realizadas em um pHmetro
conectado a um eletrodo combinado de vidro para medida de pH de soluges alcoolicas.
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4.2.12 Sintese do Complexo

A sintese do complexo [Ag'(lap)] foi realizada em estequiometria 1:1
(lapachol/AgNQ3) utilizando hidroxido de aménio e dgua como solventes. Na primeira
etapa o lapachol (0.134 g) foi solubilizado em NH,OH e o sal de prata (0.0858 g) em H,0,
sendo que foram misturados e levados para aquecimento e agitacdo constante até a total
volatilizacdo da aménia (Figura 9). O pH foi controlado até que apresenta-se neutro.
Obteve-se um soélido de coloracdo vermelho escuro (rendimento de 76%), que foi seco e

caracterizado.

Figura 9. Sintese do complexo lapacholato-Ag(l).

0 r —
OH
NH,OH/H,0
Aglaq) ——2
O‘ + Agitagio/A
AN
0

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2015
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Consideracdes gerais: solubilidade e ponto de fusdo

A extracdo do lapachol a partir da serragem do ipé, ocorreu de forma adequada,
obtendo um produto final na forma de cristais amarelos. O complexo mononuclear foi
obtido através da reacdo estequiomeétrica entre o nitrato de prata e o lapachol (1:1), em uma
mistura de solventes (proporcao 1:2 amonio e agua). Esta mistura reacional foi levada para
aquecimento e agitacdo constante até a total evaporacao da amonia e reducdo do volume de
agua. Observa-se a formacdo do complexo no final da sintese obtendo-se um po6 de
coloracdo vermelho intensa o qual foi seco e caracterizado por CHN, técnicas

espectroscopicas e termogravimétricas.

O estudo da solubilidade foi realizado como carater preliminar para as analises
subsequentes. A Tabela 2 mostra os resultados da solubilidade em diferentes solventes. O
teste mostrou uma afinidade do lapachol em diversos solventes, sendo insoldvel somente
em agua. O complexo apresentou maior afinidade em solventes mais polares, mostrando

ser solivel somente em acetonitrila, DMF e DMSO.

Tabela 2. Solubilidades relativas do ligante livre e do complexo de Ag' empregando vérios solventes.

Solvente Solubilidade
Lapachol Complexo

Agua Insoltvel Insoltvel
Etanol Solavel Insoltvel
Metanol Soluvel Insoltvel
Isopropanol Solavel Insolavel
Acetonitrila Solavel Solavel
Acetona Solavel Parcialmente SolGvel
Dimetilformamida Solavel Soluvel
(DMF)
Dimetilsulfoxido Solavel Solavel
(DMSO)
Diclorometano Solavel Parcialmente Solavel
Cloroférmio Solavel Parcialmente Soltvel
Eter Etillico Soluvel Insoltvel
Hexano Soluvel Insolavel

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2015
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Além da diferenca de solubilidade, o ligante e complexo apresentaram diferentes
pontos de fusdo: o lapachol funde entre 138/140 °C, estando de acordo com a literatura
(ARAUJO et. al., 2002), para o complexo observa-se ponto de fusdo de 168 °C. Esses

dados preliminares apontam para formacéo do complexo.

5.2 Titulacdo potenciométrica do lapachol

A titulagdo potenciométrica foi realizada com o intuito de determinar o indice de
pureza do composto extraido. Devido a baixa solubilidade da naftoquinona em agua foi
necessario realizar a analise utilizando como solvente uma mistura etanol/agua (50% v/v).
Na curva de titulacdo obtida (Figura 10), observa-se que o ligante comportou-se como um
acido fraco, o que encontra-se de acordo com os valores de pKa descritos na literatura para
a naftoquinona (pKa: 5,02 (4gua); pKa: 6,12 (a4gua/etanol)) (FERRAZ et. al., 2001;
OSSOWISK et. al., 2008). Esta informacdo justifica a utilizacdo da base hidroxido de
amonio na sintese do complexo para auxiliar na desprotonagéo do ligante.

A partir do grafico da primeira derivada do pH em funcdo do volume de titulante
(Figura 11) obteve-se 0 volume de equivaléncia, que foi utilizado na determinacdo do
indice de pureza da naftoquinona natural. O indice de pureza, calculado a partir da média
de trés titulacGes, foi de 90,3% (grau técnico), porcentagem adequada para sua utilizacdo

na sintese do complexo metalico.

Figura 10. Curva de titulagdo potenciométrica do lapachol com soluco titulante de NaOH 0,01036mol L™.
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Figura 11. Primeira derivada da curva de titulagdo potenciométrica do lapachol
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5.3 CHN

As quantidades de C e H foram determinadas através da analise elementar de CHN
para o complexo, sendo que o resultado experimental estd em concordancia com os dados
tedricos calculados, mostrados na Tabela 3, demonstrando que o complexo foi obtido
através de uma estequiometria 1:1 e indicando um elevado grau de pureza. A andlise
apresenta um resultado concordante com a férmula molecular C;5H;303Ag (MM = 349,130
g mol™) apontando também que o complexo encontra-se na forma neutra. Os percentuais

resultantes calculados indicam 13,75% oxigénio e 30,89% de prata.

Tabela 3. Porcentagens tedricas e experimentais obtidos através da analise elementar de CHN.

Carbono Hidrogénio
Calculadas 51,59% 3,74%
Encontradas 51,62% 3,68%
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5.4  Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada como ferramenta de caracterizagdo
estrutural dos compostos, auxiliando na determinacdo do modo de coordenacdo do
lapachol ao centro metalico de prata(l). Alguns modos vibracionais, como, por exemplo, 0
estiramento da ligacdo O-H (,0-H), sdo relevantes para sugerir a formagdo do composto de

coordenacao.

No estado sélido o lapachol apresenta-se sob a forma dimérica, em que sua
estrutura é estabilizada por ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre o oxigénio da
carbonila e hidrogénio da hidroxila em orto, como mostrado na Figura 12 (FARFAN, R. A.
et. al., 2009, DA SILVA, 2009; PARILHA et. al., 2012).

Figura 12. Estrutura dimérica do lapachol no estado sélido.

Fonte. PARILHA et. al., 2012.

Na Figura 13 é mostrado o espectro de absorcao na regido do infravermelho para o
ligante livre, onde observa-se uma banda intensa e aguda na regido de 3352 cm™, que
corresponde ao estiramento da ligacdo O-H da hidroxila, além de uma banda de menor
intensidade em 3420 cm™, indicando a interacdo de hidrogénio (FARFAN et.al., 2012).

Outra regido de interesse é a regido de 1600 cm™ caracteristica de grupamentos
carbonilicos. Verifica-se no espectro dois picos de absorgdo, um em 1657 cm™ referente ao
v C=0 do C1 e outro em 1638 cm™ correspondente ao v C=0 do C4. Demais bandas
caracteristicas sdo observadas, como as bandas em 2971, 2914 e 2855 cm™, referentes,
respectivamente, aos estiramentos CH (C-12), CH3 (14 e 15) e CH, (C-11). Na regido 724
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cm, encontram-se as vibrages fora do plano do anel aromatico, como: C-C, C-H e C=C
(PARRILHA etal., 2012; DE OLIVEIRA etal., 2011; CARUSO et. al., 2009;

MARTINEZ et. al., 2003).

Figura 13. Espectro na regido do infravermelho do Lapachol.
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Apbs a sintese do complexo observa-se mudancas significativas no espectro de
infravermelho, demostrando a influéncia do centro metélico no perfil vibracional do
complexo, como pode ser observado na Figura 14 e na ampliacdo Figura 15 que compara

ambos 0s espectros do ligante e complexo.

Figura 14. Espectro na regido no infravermelho do complexo lapacholato-Ag'.
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Observa-se que a coordenagcdo provoca alteragfes das bandas referentes ao
lapachol, verificando-se o desaparecimento do pico em 3352 cm™ referente estiramento da
ligacdo O-H do grupamento fenol, esta auséncia pode estar relacionada com a
desprotonacdo deste grupo, o que sugere a coordenacdo do ligante ao fon metéalico Ag'
através do oxigénio presente no carbono 2 do anel quinonoidico. Deslocamentos para
menores nimeros de onda (1657 cm™ para 1647 cm™) sdo observados na regido de
absorcdo dos grupamentos carbonilicos, indicando também a coordenacdo atraves do
oxigénio presente no carbono 1, a qual enfraquece o carater da dupla ligagdo como previsto
na literatura (FARFAN et.al., 2012; MARTINEZ, M. A. et. al., 2003).

Na ampliacdo dos espectros (Figura 15) pode-se observar os deslocamentos
apresentados quando compare-se 0 ligante e o complexo. A banda de estiramento C-O
(fenol) foi observada em regido de maior energia no complexo passando de 1240 cm™ para
1290 cm™, enquanto a de deformagdo C-O (fenol) foi observada em menor nimero de
onda deslocando-se de 1270 para 1232 cm™. Demais bandas como as atribuidas as ligacdes
C=C, que foi deslocada para menor energia (1592 para 1528 cm™), e as mudancas
correspondentes a deformacéo fora do plano das ligacbes C-H do anel que sdo observadas
na regido de 732 cm™ (lapachol: 724 cm™). A sobreposicdo de bandas néo permite verificar

as alteracdes referentes aos estiramentos da carbonila na posi¢édo C-4, e C-O de fenol.

Figura 15. Ampliacéo dos espectros do ligante e complexo.
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Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos via espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, relne-se na Tabela 4 as principais bandas e

atribuicdes para os grupos funcionais presentes nas estruturas dos compostos analisados.

Tabela 4. Principais bandas e atribuicdes, em cm™, dos espectros no 1V para o lapachol livre e para o
complexo

Atribuicdes Lapachol Complexo
v(O-H fenai) 332 |
W(C-H) 2971 2971
+(CHs) 2914 2914
W(CH)) 2855 2856
W(C=0) c1 1657 1647
W(C=0) cs 1638 1585
W(C=C) 1592 1528
6(C-O fenol) 1270 1232
W(C-O fenol) 1240 1290

---- auséncia da banda

55 Analise térmica

A analise termogravimeétrica foi realizada para verificar o comportamento térmico e
também para confirmar a proporcdo metal/ligante do complexo. As perdas de massa em
funcéo da temperatura para o ligante livre e 0 complexo séo apresentadas na Figura 16.

A decomposicdo da molécula de lapachol ocorre em duas perdas de massa: uma
primeira perda que se inicia em 137 °C e vai até 220 °C (91,8%), e uma segunda que vai de
220 até 540 °C (8,1%), onde o composto organico é totalmente carbonizado. Estes dados
sdo concordantes com os estabelecidos pela literatura (SANTANA, etal, 2008;
KATAWATE, et.al, 2013; LIRA, et.al, 2007; MACEDO e NASCIMENTO, 2001)

Ja no complexo, a decomposicao ocorre em mais etapas do que no ligante. As duas
primeiras etapas de degradacdo indicam a perda de uma parcela da molécula orgénica
(38,87 %), sendo que estas decomposi¢es ocorrem em uma faixa de temperatura entre 156
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a 350°C. A terceira etapa envolve uma perda de massa de 30,7%, a qual é associada a

decomposi¢do da outra parte da molécula, ocorrendo em uma faixa de temperatura entre
350 e 600°C. O residuo obtido ap6s 600°C, cujo valor residual encontrado é de 30,5%, €

concordante com o valor teoricamente calculado, indicando a formacdo de prata metalica

(isto é verificado visualmente no cadinho).

Nota-se que ndo houve perda de massa na faixa anterior a 120 °C, o que indica que

ndo ha moléculas de dgua presentes na estrutura do complexo. Estes resultados concordam

com os resultados obtidos através da analise elementar e espectroscopia no infravermelho,

confirmando que o complexo mononuclear é formado pela estequiometria 1:1

metal/ligante, sendo que a partir dai é possivel sugerir uma possivel estrutura para o

complexo (Figura 9).

5.6

Figura 16. Curvas termogravimétricas obtidas para o lapachol e o complexo.
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O comportamento espectroscopico de complexos de metais de transicao

coordenados a ligantes organicos esta relacionado as provaveis transi¢oes eletrénicas entre

0s orbitais localizados no metal e nos ligantes. Os espectros na regido do UV-Vis em
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acetonitrila mostram diferengas significativas entre o lapachol puro e o complexo,

demostrando claramente a influéncia do centro metalico.

De acordo com a literatura (PORTUGAL et. al., 1997; CARUSO et. al., 2009;
FARFAN, et. al., 2012), o lapachol exibe trés principais bandas de absor¢&o na regifo do
UV-Vis. A banda de absorgdo | com méximo de intensidade igual a 223 nm é atribuida as
transicdes eletrdnicas do tipo n—n*, oriundas dos anéis aromaticos enquanto, as bandas 11
e 111 que absorvem absorvem em maximo de 249 e 282 nm respectivamente sdo referentes
as transicbes do sistema quinonoidico. Uma quarta banda de absorcdo com menor
intensidade é observada em maximo igual a 330 nm e pode ser atribuida as transi¢oes
eletronicas do tipo n—z*, provenientes dos grupamentos carbonilicos presentes no
lapachol (MARTINEZ, M. A. et. al 2003).

Na analise de absor¢do molecular na regido do ultravioleta e visivel realizado para
0 complexo verificou-se uma mudanca no perfil espectral do mesmo, quando comparado

ao seu respectivo ligante, como pode ser observado na Figura 17.

Figura 17. Espectro eletronico do ligante e complexo nas concentracdes de 5,0x10™ mol L™.
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Analisando-se o0 espectro eletronico, verifica-se a presenca de um ombro em 300
nm possivelmente estd relacionado a modificacbes na distribuicdo eletrénica
correspondente ao sistema quinonidico. O aparecimento de uma nova banda em A maximo
de 500 nm, sugere a coordenacdo do ligante ao centro metalico de Ag', sendo que este
processo de absorcdo pode estar relacionado as transi¢des eletrnicas do tipo TCLM
(fenolato > Ag'). As bandas de absorcdo caracteristicas do lapachol (Banda I-1V), que sdo
atribuidas as transicdes eletrénicas do tipo TCIL (intraligantes) sdo observadas na regido
de maior energia sofrendo. Nota-se também um aumento referente as intensidades de
absorcéo das bandas com efeito hipercromico do complexo, notavelmente maiores que do
ligante, também confirmando a influéncia do fon metalico (DA SILVA, 2009; FARFAN et.
al., 2012; CARUSO et. al., 2009).

5.7 Absortividade molar

Em estudos quantitativos envolvendo absorcdo de radiacdo, necessita-se de uma
medida experimental que caracterize a quantidade de radiacdo eletromagnética absorvida
por uma amostra, através de uma lei geral conhecida como Lei de Lambert-Beer. Ela
demonstra que para uma dada substancia em determinado comprimento de onda, a
absorbancia é diretamente proporcional a concentracdo deste absorvente para um mesmo

caminho dptico ou diretamente proporcional a ele para uma mesma concentragao.

A absortividade molar € um pardmetro que indica a intensidade da absor¢édo
relacionando a absorbancia (A) e comprimento de onda especifico a concentracdo molar da
amostra (b), a partir do comprimento do caminho éptico (c) da célula espectroscépica
(SOLOMONS & FRYHLE, 2001; SKOOG et. al., 2007), sendo que a relacdo entre estes

pardmetros sdo expressos pela equacdo Lambert-Beer (Equacéo 1).

A
E=— E do 1
be (Equacéo 1)

Onde: € ¢ a absortividade molar, A absorbancia, b concentracdo molar da amostra

e ¢ caminho optico.
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A andlise foi realizada para o lapachol e o complexo (Figura 18 e 19) utilizando-se
como solvente acetonitrila (grau espectroscépico), sendo que os resultados obtidos (Tabela

5) mostram diferencas nos valores de absortividade.

Tabela 5. Valores das absortividades molares expressos em mol L™ cm™.

Banda Il | Banda lll | Banda IV | BandaV
Lapachol 23.063 18.633 3370 | -
Complexo | 32.968 30.576 3.257

Conforme visualizado no espectro comparativo da Figura 17, nota-se que a
complexacdo potencializou a absorcdo de radiacdo eletromagnética, implicando
diretamente no aumento das absortividades molares (&) de todas as bandas, o que reflete as
alteragBes na estrutura eletrénica. O processo de coordenacdo é o principal responsavel
pelo aumento das absorbancias observadas, sendo que este efeito é denominado

hipercrémico.
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Figura 18. Espectro de eletrdnico do lapachol. Solvente acetonitrila, em concentragées de (1) 1,0 x 107, (2)
2,0x 107, (3) 3,0 x 10, (4) 4,0 x 10™ e (5) 5,0 x 10™ mol L. Insercdo: curvas analiticas relacionando

absorbancia e concentragéo.

5
30
1 —&—Banda Il
25- | —#—Bandalll
—A—Banda IV
4+ e
1 R’ 09946 B -
g -
] ] =
e —RE09896
—
m ® 10
g 3 Il b
=
« | 059 R’ 0,9955
=
o i 00+— ; ; , .
8 2 - 0,000021 0,000028 0,000035 0,000042 0,000049
. 4
[ Concentrag&o (mol L™)
1
0 T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700
A (nm)

80C

Figura 19. Espectro de eletrdnico do complexo. Solvente acetonitrila, em concentragdes de (1) 1,0 x 10,
(2) 2,0 x 10”,(3) 3,0 x 10”, (4) 4,0 x 10” e (5) 5,0 x 10”° mol L. Insercéo: curvas analiticas relacionando
absorbéncia e concentragéo.
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5.8 Espectroscopia de Fluorescéncia

Atualmente tem havido um grande interesse no desenvolvimento de complexos
metalicos com configuracéo d'° que possam apresentar propriedades luminescentes, devido
a possiveis aplicagdes em areas tecnologicas e farmacologicas.

As investigacOes das propriedades luminescentes foram realizadas para o complexo
e seu ligante livre. Para a caracterizacdo dos compostos através de luminescéncia
inicialmente realizou-se um mapa de contorno 3D do ligante natural e do complexo
metalico (Figura 20), com o intuito de observar a regido de maior intensidade de
luminescéncia dos mesmos. Os espectros de emisséo do ligante e do complexo (Figura 21)
foram plotados excitando-se na regido de 325 nm.

A intensidade de luminescéncia apresentada pelo complexo lapacholato-Ag' foi
superior a do ligante livre, a qual pode estar relacionado ao enrijecimento do sistema
resultando no aumento da intensidade de fluorescéncia (WANG, et. al., 2014). De acordo
com FORMICA e colaboradores (2012) a coordenagdo de um ion metalico pode promover
uma potencializacdo da emissdo fluorescente, efeito chamado de (CHEF) do inglés
Chelation Enhanced Fluorescence Effect, ou uma diminuicdo da florescéncia, efeito
chamado (CHEQ) Chelation Enhancement Quenching effect, sendo que ambos podem
estar atrelados a deslocamentos da banda de emisséo.

A intensidade luminescente apresentada pelo complexo (Figura 20 e 21) foi
superior a do lapachol ndo coordenado, atribuindo-se o efeito CHEF, o qual pode estar
relacionado a diferentes tipos de mecanismos eletrbnicos, como por exemplo a
transferéncia eletronica fotoinduzida (PET) e a do tipo transferéncia de carga fotoinduzida
(PCT). Uma diferenca entre os dois mecanismos esta relacionada a deslocamentos no
comprimento de onda das bandas de emissdo: a resposta fluorescente do tipo PET nédo
ocasiona qualquer deslocamento espectroscopico das bandas, enquanto no PCT este
deslocamento € significativo (VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 2002; DEMCHENKO,
2009; FORMICA, 2012).

Desta forma, como nédo ocorre deslocamentos nas bandas nem de emissdo e nem de
absorcdo para o complexo, como ja observado, infere-se que o mecanismo envolvido € do

tipo PET. Nota-se que no complexo metélico ha o surgimento de uma nova banda situada
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na regido do vermelho (~556 nm) que pode ser atribuida as transferéncias de carga
ligante>metal (HUANG & ZHANG, 2014), sendo que estes dados sdo concordantes com

os resultados obtidos nos estudos espectroscopicos por absorcao.

Figura 20. Mapa de contorno 3D. (esquerda) lapachol e (direita) o complexo.
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Uma vez que o composto de coordenacdo apresenta uma potencializacdo da
fluorescéncia da quinona natural, a0 mesmo tempo em que € dotado de potencial
antitumoral perante diversas linhagens de ceélulas cancerigenas (conforme veremos
adiante), o mesmo pode tornar-se um futuro medicamento antineoplasico com uma
propriedade adicional relevante, ser um sensor quimico fluorescente, o que pode servir

como um biomarcador eficiente.

5.9 Eletroquimica
5.9.1. Medidas Via Voltametria de Onda Quadrada

A atividade bioldgica das quinonas estd associada ao seu grupo orto ou para
quinona que geralmente aceita um e/ou dois elétrons (ciclo redox) para formar, in situ, a
semiquinona radicalar, anions radicalares ou os dianions correspondentes e catecolatos
(Figura 22) (SALMON, et. al., 2001).

Figura 22. Representagdo estrutural dos trés principais estados de oxidacao das quinonas.
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Fonte: KATHAWATE, 2014.

Estas espécies podem ter participacdo fundamental em processos vitais, assim como
podem, em outros casos, danificar biomoléculas, como DNA e proteinas, alterando e
possivelmente controlando a sua atividade bioldgica (De LUCAS, 2015). Desta forma, as
informagdes sobre o comportamento eletroquimico do composto de coordenacéo,

principalmente quando comparado ao do lapachol, contribuem tanto para a compreensao
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do sistema redox das quinonas em geral, como na explicacdo das atividades bioldgicas que

0 complexo venha a apresentar.

O comportamento eletroquimico do lapachol e do complexo foram investigados
através da técnica voltamétrica de onda quadrada, sendo que todos os valores dos
potenciais foram referenciados versus Fc*/Fc (GAGNE, 1980), onde E(Fc*/Fc) = 0,209 V
vs. Ag/Ag” (Figura 23).

Figura 23. Voltamogramas via onda quadrada do par redox ferrocinio/ferroceno (Fc¢*/Fc) utilizado como
padrio interno. CondicGes experimentais: DMSO (solvente), carbono vitreo (trabalho), Ag/Ag™ (referéncia) e

fio platina (auxiliar).
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No caso do voltamograma de onda quadrada do lapachol (Figura 24 e Tabela 6),
observa-se quatro picos de oxidacdo e cinco de redugdo, dos quais pode-se considerar trés
pares de picos quase-reversiveis e trés irreversiveis. Antes de atribuir a que processos
correspondem cada um destes picos, é necessario expor algumas considera¢es quanto as

caracteristicas eletroquimicas das quinonas.
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Embora sejam amplamente conhecidas vérias formas redox das quinonas, algumas
das quais representadas na Figura 22, ha ainda certa controvérsia na literatura quanto a
correta atribuicdo dos processos eletroquimicos obtidos a partir das mesmas, uma vez que
inimeros fatores (como tautomerizacdo, protonacao/desprotonacao, formacdo de ligagdes
de hidrogénio, formacdo de espécies radicalares, entre outros) podem influenciar no
mecanismo, originando diversas outras espécies e consequentemente dificultando a
interpretacdo. Estudos de revisdo sobre as propriedades eletroquimicas de quinonas em
diferentes meios, alguns dos quais com acompanhamento conjunto com técnicas
espectroscopicas (como RPE e UV-Vis), permitem a proposi¢do de mecanismos redox (DE
LUCAS, 2015; KATHAWATE, 2013; BUSTAMANTE, 2012; GUIN et. al.,, 2011,
EBELLE, et., al., 2010; BOURROUET, 2010; GOULART, 2003; WIPF et. al, 1986).

Considerando somente o ponto de vista redutivo, ocorre inicialmente uma etapa de
transferéncia eletrénica (ganho de um elétron), seguida por uma etapa de protonacéo,
sendo o produto formado uma semiquinona radicalar (Q-OH/Q-OH®). Esta espécie,
altamente reativa, influi significativamente na formacao de vérias outras espécies, dentre as
quais sugere-se a formacdo de anions ou dianions radicalares (Q-OH*/Q-0O*", Q-OH*/Q-
0°%), que posteriormente originam formas catecolatos (O-Q-O"); a partir dos catecolatos
podem ser formados hidroquinonas (OH-Q-OH), obtidas por mais um ganho eletrdnico e
protonacdo. Paralelamente, também podem estar ocorrendo equilibrios ceto-endlicos com
formacdo de uma estrutura dimérica da quinona, bem como formacéo de bases conjugadas

2-hidroxinaftoquinonas, entre outras.

Dessa forma, supde-se que para a resposta eletroquimica do lapachol (Figura 24 e
Tabela 6): o par quase-reversivel (Epa1 = -1,334 V vs. Fc'/Fc; Epe = -1,326 V vs. Fc'/Fc)
pode ser relacionado ao equilibrio envolvendo a formas hidroquinonoidicas, enquanto o
par (Epsz = -0,753 V vs. Fc'/Fc; Epea = -0,947 V vs. Fc'/Fc) é atribuido a formagdo das
espécies catecolatos; o par quase-reversivel (Epas = 0,767 V vs. Fc'/Fc; Epes = 0,631 V vs.
Fc*/Fc) pode ser atrelado a formagcéo da semiquinona radicalar. Esta por sua vez, devido a
sua alta reatividade, forma uma série de outras espécies radicalares (anions ou dianions

radicalares), que podem ser responsaveis pelas pequenas respostas redutivas irreversiveis
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localizadas em -0,683 (Epcs) € -0,423 (Epes) V vs. Fc'/Fc, devido a sua deposicdo na

superficie do eletrodo de trabalho. O processo irreversivel localizado em Epa3 = -0,387 V

vs. Fc'/Fc é de dificil atribuico, haja visto as inimeras rea¢des quimicas acopladas as
espeécies anteriormente citadas (De LUCAS, 2015; KATHAWATE, 2013; BOURROUET,

2010).

Figura 24. VVoltamogramas via onda quadrada do lapachol. Condic6es experimentais: DMSO (solvente),

carbono vitreo (trabalho), Ag/Ag* (referéncia) e fio platina (auxiliar).
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Tabela 6. Valores de Potenciais em V vs Fc*/Fc para o lapachol e o complexo.

Lapachol Complexo
Epal -1,334 -1,449
Epcl -1,326 -1,268
Epa2 -0,753 -0,407
Epc2 -0,947 -0,941
Epa3 -0,387 0,002
Epc3 -0,683 -0,592
Epa4 0,767 0,454
Epc4 -0,423 -0,423
Epc5 0,631 0,548
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Os voltamogramas do complexo (Figura 25) mostram ligeiras alteragGes no perfil e

consequentemente nos valores dos potenciais, as quais sdo oriundas do processo de

coordenacdo ao centro metélico, que influéncia significativamente na distribuicdo

eletronica.

O unico processo que pode ser tentativamente atribuido ao centro metélico é o

localizado em Ep, = —0,407 V vs. Fc'/Fc, devido a sua acentuada resposta eletroquimica.

Os demais processos estdo relacionados ao ligante. Os processos irreversiveis de oxidacao

(Epar = —1,449 V vs. Fc'/Fc) e de redugdo (Epei = -1,268 V vs. Fc'/Fc) podem estar

centrados no equilibrio que envolve as espécies hidroguinonoidicas, enquanto que 0s

demais processos séo baseados na formacdo da semiquinona radicalar (Epas = 0,454 V vs.

Fc'/Fc; Epes = 0,548 V vs. Fc*/Fc) e das espécies anidnicas radicalares (Epez = -0,592 V vs.

Fc'/Fc; Epes = -0,423 V vs. F¢'/Fc).

Figura 25. VVoltamogramas via onda quadrada do complexo de prata(l). CondicGes experimentais: DMSO

(solvente), carbono vitreo (trabalho), Ag/Ag” (referéncia) e fio platina (auxiliar).

0,0000195 -

0,0000156 -

0,0000117 -

0,0000078 -

0,0000039

1 (A)

0,0000000 -

-0,0000039 -

-0,0000078

-0,0000117

Oxidacgéo
—— Reducéo

Epal

Epc1

Epa2

Epa3

-1,44 -1,08

-0,72 -0,36

E (V) vs. Fc'/Fc

0,00

0,36

49



UENS
M PGRN s

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

A principio ocorre a formagdo da forma catecolato (Epcz = -0,941 V vs. Fc'/Fc),
entretanto, ndo se observa a reversibilidade do processo como ocorria no lapachol livre,
sendo que o potencial redutivo é ligeiramente menor; estes efeitos sdo devido a interacao
oxigénio-prata(l). O processo irreversivel localizado em 0,02 V vs. Fc'/Fc (Epas) Nd0 pode
ser convenientemente atribuido em virtude dos varios equilibrios quimicos-eletroquimicos

presentes.

5.9.2. Voltametria Ciclica em Eletrodos de Pasta de Carbono Modificados

Os estudos de voltametria ciclica utilizando eletrodo de pasta de carbono
modificado com o lapachol e o complexo foram realizados inicialmente como forma de
auxiliar na caracterizacdo de ambos, bem como obter dados sobre a estabilidade do
eletrodo montado, visando sua posterior utilizacdo. Esses estudos utilizaram-se do lapachol
em estado sélido imobilizado na pasta de carbono com registro de voltamograma em meio
aquoso acido, condi¢do na qual a solubilidade do lapachol em &gua é muito baixa.

No voltamograma do lapachol obtido em meio acido (Figura 26), observou-se dois
pares de picos (Epal: 0,145 e Epcl: 0,118 V vs Ag/AgCl; AEpall: 0,033 e Epcll: 0,002 V
vs Ag/AgCl) ambos semi-reversiveis, sendo que a atribuicdo da presenca destes pares
deve-se provavelmente ao equilibrio tautomérico com formacdo de uma forma endlica.
Ebelle e colaboradores no ano de 2010 realizaram testes eletroquimicos com a
naftoquinona em seu estado sélido (assim como na presente analise), e obtiveram de forma
semelhante dois pares de picos, referentes a presenca da naftoquinona em duas diferentes
formas, resultantes da capacidade de ressonancia da molécula.

Para a caracterizacdo do complexo obtido, foram realizados o0s testes
eletroquimicos em meio acido com o composto, sendo os resultados comparados com o
ligante ndo coordenado (Figura 27). Ao observar o voltamograma comparativo entre o
ligante e 0 complexo, nota-se que existe grande semelhanca no perfil de ambos, bem como
deslocamentos pouco significativos nos valores dos potenciais. Sugere-se que devido a
necessidade de realizacdo das medidas para 0 complexo em meio acido, j& que 0 mesmo
ndo apresentou resultados em outros meios (como solucdo aquosa de sulfato de sodio),

ocorreu a degradacdo do composto restando apenas o ligante. O estudo permitiu entdo
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obter uma caracteristica importante sobre o composto de coordenagdo sintetizado,

demonstrando que 0 mesmo é instavel em meio acido.

Figura 26. Voltamograma ciclico do lapachol imobilizado em pasta de carbono.
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos dos eletrodos contendo lapachol (preto) e complexo (vermelho)
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5.10 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM)

A verificacdo das a¢des bioldgicas antimicrobianas para o lapachol e o complexo
foi realizada frente as cepas bacterianas gram-negativa Escherichia coli (ATCC SP 11229)
e gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC SP 25923), em solucGes de DMSO a 5% .
Nessa concentracdo o solvente ndo é eficiente na inibicdo do desenvolvimento microbiano
das cepas analisadas.

Na tabela 7 s&o descritos os resultados da concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) para o complexo e o ligante livre. Analisando-se
0s mesmos, verifica-se que o complexo metalico é significativamente mais ativo que o
lapachol livre na inibicdo das cepas, principalmente, na gram-negativa Escherichia coli.
Este resultado é bastante relevante, uma vez que na literatura descreve-se que o lapachol
apresenta uma predominancia de atividade contra certos microrganismos gram-positivos,
porém, uma baixa atuacdo contra gram-negativos (ANTUNES, 2006; OLIVEIRA, 2001).
Sugere-se que a coordenacdo do centro metalico ao ligante proporciona uma melhor

permeabilidade na parede celular da bactéria, o que néo € observado para o ligante livre.

Tabela 7. Valores (ug mL™) da concentracéo inibitéria minima (CIM) e da concentracio bactericida minima

(CBM).
Composto/Cepas Escherichia coli Staphylococcus aureus
Bacterianas CIM CBM CIM CBM
Lap-Ag' 12,5 12,5 25 50
Lapachol N&o ativa N&o ativa 250 1000
AgNO; 69,5 - 69,4 -
[Ag(hnc)]” 41,1 - 143,3 -
[Ag(hmnc)]” 151,6 - 129,3 -
[Ag(phen),(hnc)]” 44,7 - 32,1 -

*Segundo CREAVEN (2005).

Embora a cepa gram-positiva Staphylococcus aureus tenha apresentado uma maior

resisténcia ao complexo quando comparada a gram-negativa Escherichia coli, sua
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concentra¢do inibitéria minima é considerada como boa, principalmente quando se
compara ao lapachol (HOLETZ et. al, 2002; DALMARCO, 2010).

Outro dado significativo esta relacionado a maior efetividade do complexo quando
comparado ao sal nitrato de prata(l) (CREAVEN, 2005), onde o composto de coordenacao
é cerca de cinco vezes mais ativo na inibicdo da cepa gram-negativa Escherichia coli, e
duas vezes para a gram-positiva Staphylococcus aureus.

Quando se compara as atividades do complexo lapacholato-Ag' com outros
complexos da literatura (CREAVEN, 2005), também nota-se uma acdo bactericida mais
efetiva.

A acdo dos compostos analisados (lapachol e complexo) é considerada bactericida,
como sugerido por BERCHE e colaboradores (1988), os quais sugerem esta classificacdo
em virtude do valor obtido a partir da razdo CBM/CIM: quando a mesma € igual ou
inferior a 4, o efeito de inibicdo é considerado bactericida e, quando superior a 4,
considerado bacteriostatico (SANTOS, 2014; KONATE, 2012).

5.11 Ensaio Antitumoral

O estudo das atividades antitumorais do lapachol e do complexo foi realizado
contra dez linhagens celulares tumorais e uma ndo tumoral, a saber: U251 (glioma), MCF-
7 (mama), NCI-ADR/RES (ovério com fendtipo de resisténcia a maltiplos farmacos), 786-
0 (rim), NCI-H460 (pulmédo, tipo ndo pequenas células), PC-3 (prostata), OVCAR-03
(ovério) e HT29 (colon), como linhagens tumorais; e a linhagem ndo-tumoral humana
HaCat (queratindcito) extraida da pele.

O perfil das atividades antiproliferativas nas diferentes culturas celulares,
empregando-se o lapachol, o complexo e o quimioterapico dexorrubicina (controle
positivo), apo6s 48 horas de tratamento, sdo representados pelas Figuras 28 a 30, enquanto
os dados sdo sumarizados na Tabela 8. Nestas figuras, os graficos correlacionam as
porcentagens de crescimento com as concentragdes dos compostos testados. Dentre 0s
valores mais importantes, destacam-se o controle negativo (CN), representado pelo valor

100%, demonstrando o quanto as células que ndo foram expostas aos compostos cresceram
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ao término do experimento; o ponto 50% (Glsp) aponta a concentragdo do composto
necessaria para inibicdo de 50% do crescimento celular; e o tempo zero (T0), que é
apresentado em 0%, indica a inibicao total do crescimento.

O quimioterdpico doxorrubicina (Figura 28), utilizado como controle positivo,
demonstrou poténcia elevada e seletividade. Este padrdo apresentou bom perfil citostético
nas concentragdes de 0,025 e 0,25 ug mL™. Na concentragdo de 0,025 ug mL* apresentou
valores de Glso muito proximos para a célula MCF7 (mama), 786-0 (rim) (com valores um
pouco abaixo do ponto para que ocorra a inibicdo de 50%) e PC-3 (prostata) (valor pouco
acima da inibicdo de 50%). Na concentracio de 0,25 pg mL? o quimioterapico
apresentou excelente inibicdo em praticamente todas as linhagens, ocasionando a inibi¢ao
total na linhagem ndo tumoral HaCat (queratindcito) e a morte celular nas linhagens
tumorais NCI-H460 e U251. Nas concentragdes de 25 e 250 pg mL™, o padréo apresentou

um perfil citocida para todas as linhagens testadas.

Tabela 8. Concentragio necesséria para que ocorra 0% de crescimento celular TGI (ug mL™).

Linhagem Dexorrubicina | Lapachol Lapachol Ag' Razéo de
Tumoral eficacia*
U251 0,16 9,5 1,7 5x
MCF-7 1,1 32,4 3,7 ox
NCI-ADR/RES 1,2 57,3 2,4 24X
786-0 0.65 78,1 6,6 12X
NCI-H460 0,31 12,8 7,9 1,6x
PC-3 0,41 30,0 3,3 9x
OVCAR-03 1,4 22,2 3,7 6Xx
HT29 2,8 39,5 6,5 6X
Linhagem Nao Tumoral

HaCat | 0.16 | 20,9 | 3,9 5x

Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovério com fenétipo de
resisténcia a mdltiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmdo, tipo ndo pequenas células); PC-3
(prostata); OVCAR-03 (ovario); HT29 (colon). Linhagem nédo-tumoral humana: HaCat (queratinécito) pele.

* Razdo de Eficacia (complexo X lapachol) nimero de vezes maior para que ocorra 0% de crescimento TGl
(Mg mL™)
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No gréfico representativo para o lapachol, exposto na Figura 29, nota-se que o
ligante ndo coordenado apresentou boa eficiéncia de inibicdo de crescimento das linhagens.
Na concentragdo de 0,25 pg mL™, o composto demonstrou uma perfil citostatico, onde
todas as linhagens apresentaram crescimento celular proximos do Glsp. Na concentracédo de
2,5 pg mL' o composto j& apresentou acdo citostatica satisfatoria, exibindo baixo
crescimento celular para as linhagens analisadas; As linhagens NCI-H460 (pulméo) e
U251 (glioma) tiveram crescimento celular pequeno, com valores proximos de TO. Quando
ocorre o aumento da concentragio para 25 pg mL™, nota-se que a molécula bioativa
apresentou boa eficiéncia para as linhagens 786-0 (rim), HT29 (c6lon), HaCat (célula ndo
tumoral), MCF7 (mama) e NCI/ADR-RES (ovério resistente). Ainda nesta concentragéo, o
lapachol impede totalmente o crescimento da linhagem celular tumoral OVCAR-3
(ovério), e causa morte celular somente em duas linhagens celulares tumorais: na U251
(glioma) e na NCI-H460 (pulmé&o).

Figura 28. Perfil das atividades antiproliferativas do padrdo doxorrubicina.
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Conforme verificado na Figura 30, os resultados das atividades antiproliferativas do
complexo foram significativamente mais eficientes que os encontrados para a naftoquinona
livre (Tabela 8). Na concentracdo de 0,25 pg mL™, o composto apresenta boa atuagdo
citostatica: a linhagem tumoral NCI-ADR-RES (ovario resistente) expressa uma inibigdo
de crescimento de 50%, enquanto a linhagem U251 (glioma) exibe crescimento celular
abaixo desse valor. Observa-se que o desenvolvimento celular para outras linhagens sdo
préximos a Glsp, demonstrando que, mesmo em baixas concentragdes, o complexo
apresenta boa eficiéncia de inibi¢do do crescimento celular.

Figura 29. Perfil das atividades antiproliferativas do lapachol.
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O complexo de Ag' apresentou resultados satisfatorios também para a concentragdo
de 2,5 ug mL™?, sendo que a maior parte das linhagens apresentaram baixo crescimento
celular. As linhagens NCI/ADR-RES e HaCaT exibiram crescimento celular praticamente
nulo. Ainda nesta concentragdo nota-se morte celular de duas linhagens tumorais a U251 e

OVCAR-3. Ja em altas concentracdes, 25 e 250 pg mL™, o complexo demonstra morte
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celular para todas as linhagens. Vale salientar que na maior concentraco (250 pg mL™)
todos os compostos mostram efeito citocida contra todas as linhagens.

Como ja observado nos resultados anteriores, 0 complexo apresenta uma melhor
acao citostatica quando comparado ao lapachol, necessitando de menores concentracdes
para que ocorra total inibicdo das linhagens analisadas. Em especial, no caso da linhagem
NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos), o complexo
apresentou eficacia (em termos de concentracdo) cerca de 24 vezes menor que da
naftoquinona (Tabela 8).

Figura 30. Perfil das atividades antiproliferativas do complexo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam a coordenacdo da quinona natural lapachol ao ion
metalico Ag'. As distinges quanto a solubilidade e o ponto de fusdo foram indicativos
prévios do processo de coordenacdo, sendo que posteriormente isto foi reforcado pela
interpretacdo dos dados obtidos via andlise elementar, analise térmica e espectroscopia na
regido do infravermelho.

As informacdes obtidas sugerem a formacdo de um complexo mononuclear, obtido
em estequiometria 1:1 ligante/metal, com a formula molecular C15H;303Ag (massa molar =
349,13 g mol™), sendo que a coordenagdo possivelmente ocorreu de forma bidentada
mediante oxigénios carbonilico (C1l) e fendlico; ndo ha evidéncias da presenca de
moléculas de solvente ou 4gua, 0 que sugere uma geometria linear bastante distorcida.

A espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis mostra claramente a influéncia do
processo de coordenacdo com o aparecimento de uma banda com maximo de absorgao em
510 nm, a qual pode ser atribuida a transferéncias de carga do tipo TCML (fenolato —
prata'); embora ndo ocorram deslocamentos das bandas atribuidas ao lapachol (bandas
intraligantes do tipo transi¢gdes 1 > 7 e n > 7), as mesmas sofrem aumento de
intensidade (efeito hipercrobmico) ap6s a complexacdo, 0 que é comprovado pela
determinacdo das absortividades molares. Os espectros de emissdo indicam que a
intensidade de luminescéncia apresentada pelo complexo foi superior a do ligante livre, ao
mesmo tempo que se mostram concordantes quanto ao perfil encontrado na absorcéo.

As técnicas eletroanaliticas, além de demonstrar a pureza do lapachol, mostram que
0 mesmo comportou-se como um acido fraco; a voltametria do complexo imobilizado em
pasta de carbono mostrou sua instabilidade em meio &cido. O estudo sobre o
comportamento eletroquimico do composto de coordenagdo, principalmente quando
comparado ao do lapachol, mostrou um perfil distinto, o que contribui tanto para a
compreensdo do sistema redox das quinonas em geral, como na explicagdo das atividades
bioldgicas que o complexo apresenta.

Os ensaios bioldgicos apontaram uma excelente potencializacao das atividades ap0s

a coordenacéo: nos testes antimicrobianos o complexo foi mais ativo que o lapachol e o sal

58



UENS
M PGRN s

Pés-Graduacdo em Recursos Naturais

metélico, mostrando-se, inclusive, ativo frente a bactéria gram-negativa Escherichia coli;
0S ensaios antitumorais in vitro demonstraram o melhor desempenho do complexo sobre
praticamente todas as linhagens de células, quando comparado ao ligante e ao padrdo
doxorrubicina, 0 que abre boas perspectivas quanto ao seu emprego como possivel
farmaco.

Na verdade, uma vez que o composto de coordenacdo é dotado de potencial
antitumoral perante diversas linhagens de células cancerigenas e apresenta uma
potencializacdo da fluorescéncia da quinona natural, 0 mesmo pode tornar-se um futuro
medicamento antineoplasico com uma propriedade adicional relevante, ser um sensor

quimico fluorescente, o que pode servir como um biomarcador eficiente.
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