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RESUMO - A agio biolégica de nitrocompostos, derivados nitroimidazéli-
cos, presentes em farmacos com propriedades antichagasicas depende da
redugio do grupo nitro e formacio de dois intermedidrios de redugio: o ni-
troradical aniénico (RNO:"") e o derivado hidroxilaminico (RNHOH). Neste
trabalho substituiu-se o Oz molecular, envolvido no ciclo enzimatico da gli-
cose oxidase, pelo nitrofural. Desta forma o RNO;'™ foi gerado enzimatica-
mente num biossensor de glicose, construido a partir da modificagio de um
eletrodo de ouro por monocamadas organizadas de 4cido 3-merca-
ptopropionico. O sinal detectado na auséncia da glicose em solu¢do demons-
trou que o processo de modificagdo superficial do eletrodo criou um ambi-
ente hidrofébico local, adequado a formagio e detecgdo do radical, em meio
preponderantemente aquoso e pH préximo ao fisiologico, independente-
mente de o ciclo enzimatico estar ativo ou nao.

Palavras-chave: Biossensotr. Glicose. Nitrorradical. Nitrofural. Voltametria
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1 INTRODUCAO

Existem varios nitroheterociclicos com elevada atividade anti-
chagasica, sem, contudo utilidade terapéutica, em face dos efeitos ad-
versos graves que apresentam. Entre eles encontram-se o megazol e o
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nitrofural, anteriormente conhecido como nitrofurazona (NFZ). Ou-
tros agentes, como a primaquina, de emprego como antimalarico na
terapéutica (KOROLKOVAS, 2000), a nifuroxazida e a nifuroxima
(BLUMENSTIEL e a/, 1999) também apresentaram atividade anti-
chagasica.

O nitrofural [5-nitro-2-furfurilidenossemicarbazona] foi sinte-
tizado com base no conhecimento de que o acido furdico, bem como
seus derivados alquilados e mercuriais, apresentavam atividade bacte-
riostatica. Tal derivado mostrou-se ativo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (DODD et al, 1944). A estrutura do nitro-
fural (NFZ) ¢é apresentada no esquema 1.

Esquema 1 - Estrutura quimica do nitrofural

H H o
I I V4

0
\<\_/7_c —N — N—C -

Este farmaco foi empregado, inicialmente, durante a II Guerra
Mundial, no tratamento de queimaduras, apresentando amplo espectro
de atividade antibacteriana (CRENSHAW ez @/, 1976). Em razao da
resisténcia bacteriana, o espectro de atividade foi se modificando ao
longo do tempo (CRENSHAW, 1976; KOROLKOVAS, 2000).

Muitas bactérias causadoras de infecgoes superficiais na pele
ou em mucosas sao sensiveis a este farmaco. Este composto apresenta
atividade contra Staphilococus anreus, Streptococcus, Escherichia coli, Clostridi-
um perfringens, Aerobacter aerogens, Protens e Trypanosomas, inibindo um
grande nimero de enzimas bacterianas, especialmente as envolvidas na
degradacgdo aerdbica e anaerdbica da glicose e piruvato. Apesar de ini-
bir uma variedade de enzimas, o nitrofural nio é considerado um ini-
bidor enzimatico, sendo usualmente administrado na concentragao de
0,2% em transportadores soluveis ou misciveis em agua (LEPORI,
1998). A toxicidade desse nitrofurano ¢ alta por via oral, em razio da

2
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hemolise e neuropatia graves que provocam. Em alguns paises foi reti-
rado do mercado e em outros continua a ser empregado apenas por
via topica, sendo de escolha no tratamento de infecgdes estafilococicas
da pele — feridas, queimaduras e tlceras — especialmente aquelas resis-
tentes a outros farmacos (KOROL-KOVAS; 2000).

Em 1969, Andrade e Brener observaram que este composto
provocava destruicdo do T. euzi (ANDRADE; BRENNER, 1969).
Mais tarde, em 1988, Henderson e a/. constataram a inibigao da tripa-
notiona redutase por naftoquinonas e nitrofuranos, incluindo o nitro-
fural (HENDERSON ez a/, 1988). Em 1994, Gongalves ¢ al. identifi-
caram potencializa¢do da atividade do nitrofural em associagdio com
primaquina quando ensaiado em cultura de células LLC-MK2, infecta-
das com formas tripomastigotas de 1. cuzi (GONCALVES et al,
1995).

Medicamentos contendo derivados nitroimidazoéis como prin-
cipio ativo também sio de grande importancia para fins terapéuticos
por possuirem amplo espectro de atividade contra bactérias tipo
Gram-positivas e Gram-negativas, protozoarios, helmintos, tumores
hipoéxicos e por selecionarem baixo nivel de resisténcia em microorga-
nismos anaerobicos (LA-SCALEA, 1998). A acao biolégica dos nitro-
compostos (RNO,) depende da reducao do grupo nitro, e a agao cito-
toxica deles tem sido atribuida a dois intermediarios desta reducdo: o
nitroradical aniénico e o derivado hidroxilaminico. Os mecanismos de
acao desses compostos normalmente envolvem uma ou mais reagoes
de reducdo do grupo nitro, seguidas por inibi¢oes de varias enzimas
que sdo necessarias as exigéncias energéticas da célula do parasita
(CAMPO; MORENO, 1984).

Em geral, o primeiro passo do metabolismo desses compostos
¢ a sua reducio ao correspondente anion nitrorradical. Sob condi¢oes
anaerobicas, esse radical pode sofrer reducao gerando derivado nitro-
so, hidroxilamina e aminoderivados (NUNEZ-VERGARA et al,
1997). O nitrorradical aniénico e o derivado hidroxilaminico sao os
principais intermediarios responsaveis pela agao citotoxica de alguns
nitroheterociclicos (LA-SCALEA, 1998).
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Varios processos fisiologicos importantes, sempre catalisados
por enzimas, sao baseados em etapas de oxidagao e redugao, existindo
evidéncias experimentais de que os produtos resultantes em tais rea-
¢oes podem ser obtidos usando-se apenas os métodos eletroquimicos.
Normalmente, os pesquisadores utilizam diversos eletrodos de traba-
lho, tais como: gota de mercurio, eletrodos sélidos baseados em plati-
na, carbono vitreo ou diamante altamente dopado com boro (JULIAO

et al, 2005) patra determinar o potencial redox do par RNO,/RNO,"",
bem como o tempo de vida do radical (SQUELLA et al, 2000;
SQUELLA et al, 2007), responsavel pela intensidade da agao farmaco-
l6gica e citotoxica, esta que muitas vezes limita o uso do composto na
terapéutica.

As medig¢oes sio normalmente feitas em meio misto (solvente
nao aquoso/tampao aquoso) ou diretamente em meio NA0 aquoso,
simulando a condigao lipofilica da membrana celular. Por outro lado,
no interior da célula, o meio ¢ aquoso e este fato nos incentivou a ten-
tar determinar o potencial redox em meio preponderantemente aquo-
so (JULIAO et al, 2005). In vivo, a reducio do nitrocomposto é pro-
movida via enzimatica, e assim, um biossensor contendo uma enzima
para efetuar o reconhecimento molecular produzindo o nitrorradical
anionico simularia as condi¢coes observadas 7z wivo. Evidentemente,
para tanto, a superficie do biossensor deveria ser muito mais hidrofé-
bica do que a superficie dos eletrodos convencionais. Esta condi¢ao ¢é
obtida utilizando monocamadas auto-organizaveis de tiois, previamen-
te formadas sobre o eletrodo de ouro, ja que as mesmas mimetizam o
microambiente celular das bicamadas lipidicas (CHAKI; VIJAYA-
MOHANAN, 2002), o que ¢ interessante para estabilizacao do radical
livre formado via mecanismo enzimatico.

2 METODOLOGIA

2.1 Reagentes e solugdes

Neste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes: acido
3-mercaptopropionico (MPA) — Sigma Aldrich; enzima glicose oxidase
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tipo II (GOx) — Sigma, EC 232-601-0 de Aspergillus nzger 15500 unida-
des/g; glutaraldeido em solucdo aquosa a 25% (v/v) — Sigma; nitrofu-
ral (NFZ) grau analitico — Avocado e glicose — Sigma.

As solugdes preparadas a partir dos reagentes citados foram:
acido 3-mercaptopropionico 23 x 10” mol L' em etanol; glutaraldeido
a 2,5% (v/v) em agua deionizada; glicose oxidase 3519 U/mL em
tampio fosfato (pH = 5,1); glicose 0,1 mol L' em 4agua deionizada;
nitrofural 5,0 x 10” mol L em 50% de 4gua deionizada e 50% de eta-
nol. A solugdo de glicose foi utilizada apds repouso por uma noite pa-
ra permitir o equilibrio entre os isdbmeros, e a solugao de nitrofural
(NFZ) foi armazenada ao abrigo da luz para evitar degradagao por fo-
tolise.

2.2 Equipamentos

Todas as medidas voltamétricas foram efetuadas usando-se:
um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT20 da Eco Chemie
(Holanda) acoplado ao programa GPES 4.9.007; as medidas de pH
foram executadas utilizando-se pHmetro e eletrodo de vidro combi-
nado, modelos 654 e 6.0203.100 (OE), respectivamente, ambos Me-
trohm. Em seguida, as medidas voltamétricas foram tratadas utilizando
o software Microcal Origin 5.0. Foi utilizado como eletrodo de traba-
lho o eletrodo de ouro comercial (Metrohm) modificado conforme
procedimento descrito a seguir.

Todos os experimentos eletroquimicos foram executados em
temperatura ambiente numa célula convencional de trés eletrodos.
Ag/AgCl, KCl, e uma espiral de platina foram usados como eletro-
dos de referéncia e auxiliar, respectivamente. O eletrodo de trabalho
foi, inicialmente, polido com suspensao de diamante em suporte de
vidro recoberto com feltro e lavado com 4gua deionizada. Em seguida
foi sonicado em diclorometano por 5 minutos (YANG et al, 1995).

2.3 Método de modificacdo do eletrodo

Uma aliquota de 10 ul. de solucdo 23 x 10° mol L' de MPA
foi adicionada diretamente a superficie do eletrodo, previamente poli-
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da com suspensao de diamante, efetuando-se a secagem ao ar. Em se-
guida, adicionou-se segunda aliquota de 10ul. da mesma solugao e es-
perou-se nova secagem ao ar. Posteriormente, 10 pl. de solucdo de
glutaraldeido 2,5% foram adicionados esperando-se a secagem. Final-
mente, adicionou-se a superficie do eletrodo 10 pL de solu¢io enzima-
tica 3519 U/mL e novamente o eletrodo foi seco ao ar.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A TFigura 1 apresenta os voltamogramas registrados para o
NFZ 5,0 x 10* mol L' em tampao BR (pH = 8,0) com o biossensor
recém-preparado e apés 24 horas de hidratagdo em tampao fosfato
(pH = 5,1). A hidrata¢ao prévia da membrana em tampao fosfato (pH
= 5,1) foi imprescindivel para diminuir a resisténcia do eletrodo e
permitir a detecgao das correntes faradaicas de interesse. Consideran-
do a hidratagido da camada enzimatica como caracteristica necessaria
ao funcionamento do biossensor, as medidas voltamétricas em solucao
contendo nitrofural e glicose foram realizadas apds 24 horas (tempo
otimizado) apds constru¢ao do biossensor, perfodo durante o qual o
mesmo ficou imerso em solugdo tampao fosfato (pH = 5,1).

O sinal voltamétrico relativo ao par redox reversivel

RNO2/RNO2"" foi detectado mesmo na auséncia de glicose na célula
eletroquimica, demonstrando que o biossensor mimetiza as caracterfs-
ticas hidrofébicas do microambiente celular, permitindo o registro do
sinal de reoxidag¢ao do nitro radical anionico, Figura 2. Os resultados
mostram ainda, que a presenca de glicose na célula eletroquimica pro-
duz um aumento nos sinais de corrente, mostrando que de fato o ni-
trocomposto (RNO2) participa do ciclo enzimatico.

A TFigura 3 também traz informagdes sobre a saturacio do
modelo enzimatico. Como pode ser observado, apds certa concentra-
¢ao de substrato, mesmo aumentando a concentracao de NFZ, o sinal
ja nao pode ser mais aumentado. O potencial redox do par
RNO2/RNO2"" detectado no biossensor (0,46 V vs. Ag/AgCl, KCI-
sat) para o nitrofural esta em boa concordancia com aquele registrado
em eletrodo de diamante altamente dopado com borol2, a velocidade
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de varredura = 100 mVs-1. De fato, a diferenca de velocidade de var-
redura utilizada nos dois modelos nio impede a comparagio direta de
resultados, pois em se tratando de um sistema reversivel o potencial
redox do sistema ndo se altera com a variacao da velocidade de varre-
dura, embora os sinais de corrente variem.

Figura 1 - Voltamogramas ciclicos registrados com o biossensor em solugio
contendo 5,0 10-4 mol L-1 de NFZ em tampiao BR (pH = 8§,0). (1)
biossensor recém-preparado; (2) biossensor apds 24 horas de hidratagdo em
tampao fosfato (pH = 5,1). Condi¢bes experimentais: (1): Ei = 0,0 V, Ex = -
0,70 V,Ef = 0,0 V,v =700 mVs-1 e (2): Ei = 0,0 V, Ex = -0,60 V, Ef = 0,0
V,v =700 mVs-1.
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Figura 2 - Voltamogramas ciclicos registrados com o biossensor hidratado
em solu¢io contendo concentragdes crescentes de NFZ e glicose em tampao
BR (pH = 8,0). (1): [NFZ] = 9,1 104 mol L' ¢ 4,5 10 mol L-! de glicose; (2):
INFZ] = 9,1 10* mol L' e 9,1 10* mol L' de glicose. Condi¢coes
experimentais: Fi = -0,30 V, E; = -0,60 V, Ef = -0,30 V, v = 700 mVs-.
Solugdo na célula previamente desaerada por borbulhamento de N, durante
15 minutos.
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Figura 3 - Voltamogramas ciclicos registrados com o biossensor hidratado
em solucido contendo concentracoes crescentes de nitrofural (NFZ) e glicose
em tampio BR (pH = 8,0). (1): [NFZ] = 1,25 10-* mol L-! ¢ 8,3 10 mol L
de glicose; (2): [NFZ] = 1,25 103 mol L' e 1,25 103 mol L' de glicose.
Condic¢oes experimentais: E; = -0,30 V, Ex = -0,60 V, Er = -0,30 V, v =700
mV s Solugio da célula previamente desaerada por borbulhamento de Na
durante 15 min.
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4 CONCLUSOES

O biossensor construido permitiu a determinagao do potencial
de redugdo, em meio preponderantemente aquoso, do par

RNO,/RNO,"” usado como composto modelo. O mesmo procedi-
mento pode ser aplicado na determinaciao do potencial de redugao de
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outros nitroderivados, pois a metodologia desenvolvida utiliza um bi-
ossensor cuja superficie se assemelha ao meio biolégico encontrado 7
vivo, dispensando, portanto, a necessidade de se efetuarem medicoes
em meio misto ou nao aquoso.

DETERMINATION OF THE RNO,/RNO,” PAIR REDUCTION
POTENTIAL DERIVED OF THE NITROFURAL USING
GLUCOSE BIOSENSOR

ABSTRACT — The biological action of nitrocompounds presents on drugs with
antichagasics properties depends on the reduction of the group nitro and formation
of two intermediary of reduction: anionic nitroradical (RNO,”) and the
hydroxilaminic derivative. In this work, O, molecular, involved on engymatic cycle
of the glucose oxidase, was replaced by nitrofural. Thus the RNO,™, was generated
engymatically on a biosensor of glucose, built from the modification of a gold
electrode by self-assembled monolayers of 3-mercaptopropionic acid. The signal
detected in the absence of glucose in solution, demonstrated that the process of
superficial modification of the electrode created a local hydrophobic environmental,
adequate to the formation and detection of radical, in aqueons highly medinm and
PpH near to physiologic pH, regardless of the enzgymatic cycle to be or not be active.
Keywords: Biosensor. Glucose. Nitroradical. Nitrofural. Cyclic voltammetry.
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