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INTRODUCAO

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabdlitos distribuidos
naturalmente. Nos ultimos anos o interesse por estas substincias tem se intensificado
devido a importancia que estes compostos t€m em relacdo aos processos bioquimicos
vitais e ao destaque que as quinonas tém recebido em estudos farmacologicos (SILVA,
FERREIRA, SOUZA, 2003). O plumbagin ¢ uma naftoquinona citotoxica, produzida
pela planta Dionaea muscipula Ellis - uma das plantas carnivoras mais conhecidas no
mundo (TOKUNAGA, TAKADA, UEDA, 2004), que apresenta um amplo espectro de
propriedades bioldgicas e farmacologicas, como: antimaldricas, anti-microbianas
antifingicas, antialérgicas e anti-cancer (GREVENSTUK et al. 2007). De acordo com
VESSECCHI et al. (2006) as atividades biologicas desses compostos estdo relacionadas
com seu potencial redox, enquanto sua atividade citostatica e antimicrobiana se deve a
sua habilidade de agir como um potente inibidor do transporte de elétrons. Segundo
Grevenstuk et al. (2007), as propriedades antitumorais apresentadas pelo plumbagin e
seus derivados podem representar uma nova dimensao na terapia contra o cancer. Esta
citotoxicidade apresentada pelo plumbagin em células tumorais parece estar relacionada
a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (KAWIAK et al., 2007; WANG,
LUO, ZENG, 2008; POWOLNY, SINGH, 2008) como o radical hidroxil (¢*OH), anion
radical superéxido (O2-) e hidroperoxil (ROQe) (SOUSA et al. 2007), que podem atuar
como eletréfilos ou nucledfilos, atacando moléculas orginicas pela abstracdo de
hidrogénio ou acoplando-se em duplas ligacdes e anéis aromaticos (hidroxilacao),
inclusive em posicOes substituidas causando reagcdes como desmetilacdo,
desalogenacgdo, desalquilacdo, desnitrilagdo, desaminagdo e descarboxilacdo (AGUIAR
et al. 2007), podendo causar danos ao DNA ou oxidar lipideos e proteinas e ainda atacar
cadeias de acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipideos e do colesterol, iniciando o
processo de peroxidacgdo lipidica nas membranas celulares (SOUSA et al. 2007).

OBJETIVO

Realizar estudos acerca da reatividade do plumbagin com agentes oxidantes, como o
perdxido de hidrogénio (H,0,), a fim de estabelecer alguma relagdo entre os resultados
obtidos e os efeitos bioldgicos apresentados por estas substancias.

METODOLOGIA

O plumbagin foi adquirido da empresa Sigma Chem Co. (St. Louis, USA) e todas as
outras substincias utilizadas possuem o maior nivel de pureza disponivel
comercialmente. A 4gua utilizada para o preparo das solugdes tampao ¢ bidestilada e
purificada pelo sistema Milli-Q e a concentracdo maxima de calcio presente na mesma €
de 10 umol/L. Os experimentos envolvendo espectrofotometro foram realizados em um
espectrofotometro Matriz Fotodiodo MultiSpec-1501 (Shimadzu Co., Kyoto, Japao) e
foi utilizada uma cubeta de quartzo com caminho 6timo de 1 cm. Dentro destas
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condi¢des obteve-se a variagdo do pH utilizando um tampao universal cuja composi¢ao
consiste de acido borico, acido acético, acido fosforico e agua, seguida pela adicdo de
hidroxido de so6dio 3M para obten¢do do pH desejado (medido com pHmetro). Foram
realizados espectros de absor¢do eletronica do plumbagin com variagdo do pH de 2,0 a
12,0 na presenga e na auséncia do agente oxidante peroxido de hidrogénio (H,0,) com o
objetivo de verificar possiveis variagdes causadas pelo peroxido de acordo com o
tempo. Ainda com peroxido de hidrogénio presente no meio realizou-se a obtengdo de
espectros de absor¢do com varia¢do da concentragcdo da droga de 4,5 uM a 288 uM, na
presenga da resina a resina quelante EGTA (4cido etilenoglicoltetracético), com
Chelex™ com SDS (dodecil sulfato de sodio) e com CTAB (brometo de cetiltrimetil
amonio) a fim de observar se cations, anions ¢ metais influenciaram nos resultados
obtidos. Ainda, foi realizada a espectrofotometria de fluorescéncia do plumbagin com a
sua concentracdo variando de 50 uM a 250 uM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O plumbagin apresenta trés bandas de absorcdo caracteristicas: em 273, 416 e 516 nm,
como pode ser notado na figura 1, sendo que apenas duas coexistem em diferentes
faixas de pH. O aumento do pH promove a desprotona¢do da hidroxila do grupamento
fendlico da molécula da naftoquinona ocasionando o deslocamento do pico de absor¢ao
em 416 nm para 516 nm em meio alcalino. Portanto, o pico em 416 nm aparente em pH
acido ¢ referente a espécie protonada do plumbagin e o pico em 516 nm que s6 ¢
aparente em pH alcalino refere-se a espécie desprotonada da molécula. Ao plotarmos os
valores de absorbancia méaxima em fun¢do do pH, obtemos o valor do pK, desta
transi¢do que foi de 9,5.
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Figura 1 — Espectro UV-visivel do plumbagin 10 uM em tampao universal em diferentes valores de pH.

A reagdo do perdoxido de hidrogénio (H,O,) com o plumbagin foi avaliada
espectrofotometricamente pelas mudancas no espectro de absor¢do eletronica do
plumbagin. Em meio alcalino (pH 10,0), a adi¢do de H,O, causou um deslocamento da
banda de absor¢ao em 516 nm para 416 nm seguido de bleaching da banda em 416 nm.
(figura 2). Esse efeito foi observado também em pH 7, mas com uma velocidade de
reacdo muito menor e ndo foi observado em pH 4, indicando que o H,O, ndo reage com
plumbagin em pH relativamente acidos. A banda de absor¢do em 516 nm do plumbagin
em pH 10 sumiu ap6s a adi¢io de EGTA ou da resina quelante Chelex”, mas mesmo
assim, na presenga de H,O, foi observado bleaching da banda em 416 nm. O mesmo
comportamento foi observado na presenca dos surfactantes positivo CTAB ou negativo
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SDS. No entanto a reatividade do plumbagin com H,O, foi maior no meio contendo
CTAB do que SDS. As velocidades da reagdo em meios heterogéneos micelares serao
calculadas posteriormente, bem como o produto da reagdo do plumbagin com H,0, sera

identificado.
A pH 4,0 pH 7,0
04
—) —0
‘ ——200 —— 200
600 600
0,3-‘ ——— 1200 —— 1200
1800 1800
—— 3600 —— 3600
< 02]
\
0,1 ]
0,0 - Hn A T T T77 = T T
200 300 400 500 600 400 500 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

c pH 10,0
04
—0
— 200
600
03+ — 1200
1800
—— 3600
< 072 4
0,1
0+ ;I/: — T T
200 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 2 — Espectro UV-visivel do plumbagin 10 pM com peroxido de hidrogénio 3 uM em tampdo
universal em pH 4,0 (A), 7,0 (B) e 10,0 (C), cinéticas realizadas em 0, 200, 600, 1200, 1800 e 3600
segundos.

CONCLUSOES
Em meio acido o plumbagin apresenta dois picos de absor¢do caracteristicos sendo um
em 216 nm e o segundo em 416 nm, em valores de pH alcalinos ocorre um
deslocamento do pico em 416 nm para 516 nm. O valor do pK, do plumbagin estimado
foi de 9,5. O perdxido de hidrogénio reage com plumbagin, conforme demonstrado
pelas mudangas espectrais do plumbagin na presenca do agente oxidante, sendo que a
reatividade aumentou com o aumento do pH, indicando que a reagdo ocorre com a
forma desprotonada da naftoquinona.
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