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Artigo

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND STUDY OF THE PROPERTIES OF A NEW MONONUCLEAR QUERCETIN
COMPLEX CONTAINING Ga(III) IONS. Flavonoids are one of the most important compound groups applied as medicine given
their antioxidant properties, but several intrinsic properties can be improved through structural modifications to their molecules.
Here, the synthesis and characterization of a new gallium (III) complex with quercetin is described. Electrochemical properties,
as well as antioxidant and cytotoxic activities, were investigated and compared to the free flavonoid molecule. The mononuclear
complex obtained, [Ga(C,;H,0,),].2H,0.2CH,OH.CH,CH,0OH, seems more active as a DPPH radical scavenger given its lower
oxidation potential compared to quercetin. The new complex cytotoxic responses have shown to be more effective than those of the

free flavonoid and of lapachol used as a control.
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INTRODUCAO

Os flavonoides sdo compostos de baixa massa molar com uma
estrutura base constituida por dois anéis aromaticos (A e B) ligados
através de um anel pirano (C), como pode ser visualizado na Figura
1. Eles representam um dos grupos fendlicos mais importantes e di-
versificados entre os produtos de origem natural, sendo amplamente
distribuidos no reino vegetal.! Nos dltimos anos essas moléculas tém
atraido a aten¢@o de muitos pesquisadores, pois exibem notavel varie-
dade de atividades bioldgicas, fisicas e farmacoldgicas.”® Elas podem
atuar como sequestradores de radicais livres, neutralizando espécies
reativas de oxigénio, e como ligantes quelatos para fons metdlicos,
sendo que se atribui a essas caracteristicas a responsabilidade por
suas propriedades benéficas.**

Figura 1. Representagdo esquemdtica da estrutura do flavonoide quercetina

A quercetina (Figura 1) € um dos flavonoides mais presentes na
dieta humana, pois € encontrada em grande quantidade nas frutas,
verduras e chds. Possui propriedades de grande interesse, entre elas
estdo seus efeitos anticarcinogénicos, protetores do sistema renal,
cardiovascular e hepdtico.® A interacdo dos flavonoides com fons
metélicos pode mudar as propriedades antioxidantes e alguns outros
efeitos bioldgicos, sendo a maioria de suas propriedades muitas vezes
superiores as dos compostos originais.* Pesquisas tém mostrado que
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alguns complexos metdlicos com a quercetina possuem resisténcia
a atividade neoplasmadtica e apresentam atividades antisséptica, anti-
-inflamatéria e/ou antioxidante.”

O gélio atua em nosso organismo em focos de inflamacdo e
infeccdo particularmente nos neutréfilos granulosos e leucdcitos
polimorfonucleares.® O principal interesse clinico do gdlio deriva da
observacao de que suas propriedades metabdlicas sdo similares as do
ferro.”!! Desde os anos 70, o gdlio mostrou-se eficaz na diminuigao
da reabsor¢do Ossea acelerada, redugdo associada aos niveis plas-
madticos elevados de célcio ou inibidores da prolifera¢do neoplésica,
tornando-se o segundo fon metdlico depois da platina, a ser utilizado
no tratamento de cancer.'? Entretanto, seus sais trivalentes (Ga*) sdo
fracamente absorvidos pelo intestino e alguns derivados sdo suscep-
tiveis a hidrdlise, diminuindo, assim, sua eficiéncia bioldgica.!! Por
isso o grande interesse na sintese de compostos de coordenagdo com
o fon metdlico, visando uma possivel corre¢do dessas deficiéncias.
Estudos demonstram um aumento da biodisponibilidade e uma efi-
cdcia antitumoral superior para alguns dos complexos, comparado
com o nitrato de gélio(Il) e outros sais do fon metélico.'” Kopacz e
colaboradores'>'* descrevem a sintese, algumas propriedades fisico-
-quimicas e estudos potenciométricos de complexos formados entre a
quercetina e o dcido quercetina-5-sulfonico com metais do grupo 13
(aluminio, gdlio e indio), entretanto, ndo fornecem uma caracteriza-
¢do estrutural efetiva, bem como estudos relacionados as atividades
bioldgicas desses compostos.

Desta forma, o presente trabalho descreve a sintese, caracterizagao
e estudo das propriedades eletroquimicas e bioldgicas (antioxidante e
citotéxica) de um novo complexo metdlico obtido a partir da reacéio
entre o flavonoide natural quercetina e fon Ga**.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos
Todos os reagentes e solventes empregados nas sinteses e andlises

foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem purificagdo
prévia.
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Analise elementar, espectroscopia (IV e UV-Vis) e estudo
térmico

A determinacdo dos percentuais de carbono e hidrogénio foi
realizada em analisador elementar de CHNS Thermo Cientific Flash
2000. A andlise termogravimétrica do complexo foi obtida em um
analisador térmico TGA Q50 da TA Instrument, em uma faixa de
temperatura de 25 a 550 °C, com gradiente de aquecimento de 20
°C min’!, em atmosfera de ar sintético (massa inicial da amostra: 7,5
mg). As curvas da calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram
obtidas em um calorimetro TA Instruments modelo DSC Q20, em
atmosferas de nitrogénio e oxigénio (ambos com vazdo de 50,0 mL
min™'), gradiente de aquecimento de 10 °C min™' e faixa de varredura
entre 25 a 550 °C. Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram
obtidos em um espectrofotdmetro Thermo Nicolet Nexus 650, com
acessorio de deteccio por fotoactstica (resolugdo 8 cm!, média de
256 espectros). Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta
e visivel (UV-Vis) foram obtidos em um espectrofotdmetro Varian
modelo Cary50, sendo as andlises realizadas em metanol (grau
espectroscépico) e cubetas de quartzo com capacidade para 4,0 mL
com caminho 6ptico de 1 cm.

Ensaio citotéxico

O ensaio de toxicidade sobre a Artemia salina foi conduzido
segundo metodologia descrita na literatura'>'” com modificagdes.
Uma solugdo marinha foi preparada utilizando-se sal e d4gua destila-
da (38 g de sal/L de 4gua), sendo esta dividida em duas partes, uma
para a eclos@o dos ovos e a outra para a preparacdo das dilui¢des das
substancias-teste, com pH variando entre 8-9. Em 500 mL da solugdo
salina foram adicionados aproximadamente 1,5 g de ovos comerciais
de A. salina, submetidos a um choque de luz com lampada de 100 W,
por 48 h, sendo o sistema protegido de poeira e insetos. O restante
da soluc¢do salina foi acondicionado em outro recipiente e também
submetido as mesmas condi¢des de iluminag@o e temperatura. Foram
utilizados 10 mg das amostras, que foram solubilizados em metanol
e o volume completado para 5 mL com &dgua salinizada. Destas
solucdes foram retiradas aliquotas, transferidas para tubos de 5 mL
com os volumes sendo completados com dgua marinha, obtendo-se
concentragdes de 500, 250, 100, 50 e 10 pg mL"! para cada amostra.

Nas mesmas condi¢des preparou-se a amostra de lapachol, que
foi utilizado como controle positivo, uma vez que o composto &
relatado na literatura como agente citotéxico efetivo.!®?° O controle
negativo apresentava soluc@o salina e metanol. Para cada diluicio
foram montadas triplicatas, nas quais foram adicionadas 10 larvas de
A. salina com auxilio de uma pipeta Pasteur. A contagem dos animais
mortos e vivos foi realizada apds 24 h em temperatura e iluminag¢ao
ambientes com protecdo contra poeira e insetos. Para obtencio dos
valores de DL, foi utilizada a andlise Probit,”' através do software
BioStat,*> com 95% de confianga.

Avaliacao da atividade antioxidante

O ensaio antioxidante quantitativo foi realizado de acordo com
modifica¢des dos métodos descritos na literatura,*>* monitorando-se
o consumo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) pelas
amostras, através da medida do decréscimo da absorvancia (515 nm)
de solu¢des metandlicas em diferentes concentracdes. Utilizou-se um
espectrofotdmetro Varian modelo Cary 50 e cubetas de quartzo com
capacidade para 4,0 mL com caminho éptico de 1 cm.

Construgdo da curva de calibragdo do DPPH
Primeiramente, prepararam-se 50 mL de uma solu¢do de DPPH
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em metanol na concentragdo de 100 ug mL"!, mantida sob refrigeracdo
e protegida da luz. Foram feitas dilui¢des em triplicata de 40, 30, 20,
10, 5e 1 uyg mL". A curva de calibragao foi construida a partir dos
valores da absorvancia medidos a 515 nm.

Leitura das medidas de absorvdncias das amostras

Solucdes do complexo e da quercetina foram preparadas em
uma concentragfo inicial de 100 pg mL"' e diluidas nas seguintes
concentragdes: 1, 5, 10, 15, 20 e 25 ug mL'. As medidas das absor-
vancias das misturas reacionais (0,5 mL das amostras e 2,5 mL da
solu¢do de DPPH na concentragio de 40 ug mL") foram realizadas
a 515 nm apds um intervalo de 30 min de reac@o. Foi considerada
como referéncia de maxima absorcao, 0,5 mL da solucdo de DPPH
adicionados a 2,5 mL de metanol. A partir da equag@o da curva de
calibracio e dos valores de absorvancia no tempo de 30 min para cada
concentracio testada, foram determinados os percentuais de DPPH
remanescentes (% DPPH,_ ), conforme a Equacdo 1:

Rem

% DPPH,.,,= [DPPH],_/[DPPH],_, x 100 (1)
onde [DPPH],_, corresponde a concentracdo de DPPH no meio, apés
a reacdo com as amostras e [DPPH],_, € a concentrac@o inicial de
DPPH, ou seja, 40 ug mL™.

Os valores de DPPH no meio, apds a reagdo com a amostra,
foram calculados substituindo-se os valores das leituras obtidas
para absorvancia na equacdo da curva analitica. A partir dos valores
de % DPPH,,, calculou-se a concentracdo eficiente, quantidade de
antioxidante necessdria para decrescer a concentragdo inicial de
DPPH em 50% (CEj), graficando a porcentagem de DPPH,, versus
as concentragdes de cada amostra. Os valores de absorvancia em
todas as concentracdes testadas, no tempo de 30 min, foram também
convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA), deter-
minada pela Equacio 2:

Ao

% AA = x 100 ()

onde A€ absorvancia do DPPH em metanol; A € a absorvancia da
mistura DPPH, metanol e amostra, ambos os casos ap6s 30 min de
reagdo; e % AA € a atividade antioxidante em porcentagem. Com os
percentuais das atividades antioxidantes das amostras foi construido
um grafico da % AA versus a concentragio de cada amostra.

Estudos eletroquimicos

O comportamento redox da quercetina e do complexo foi in-
vestigado por voltametria ciclica em potenciostato/galvanostato
Metrohm Autolab PGSTAT 302 interfaceado a um microcomputador
e gerenciado pelo software GPES (Versdo 4.9) para aquisi¢do dos
dados. Os experimentos foram realizados em solugdo de acetonitrila
sob atmosfera ambiente. Foi usado um sistema convencional de trés
eletrodos, composto por um eletrodo de carbono vitreo (didmetro
de 2,0 mm) como eletrodo trabalho, um eletrodo de Ag/Ag* usado
como eletrodo de referéncia e um fio de platina usado como eletrodo
auxiliar (contraeletrodo). O eletrodo de trabalho foi cuidadosamente
polido antes de cada experimento com alumina, lavado com agua
bidestilada e posteriormente seco. Para este sistema, foi usada uma
célula convencional com capacidade méaxima de 10,0 mL para as
medidas. Uma solu¢do de hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
(0,1 mmol L) foi utilizada como eletrdlito suporte. Para monitorar
o eletrodo de referéncia utilizou-se o par redox ferrocinio/ferroceno
(Fc*/Fc) como padrio interno® (onde E, , p.., r,, = 0,950 V vs Ag/Ag*
com AEP =0,120V).
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Sintese do complexo

O complexo [Ga(C,H,0,);].2H,0.2CH,OH.CH,CH,OH foi
obtido reagindo-se o flavonoide quercetina com o sal nitrato de
gélio(Il), Ga(NO,),.H,O (Sigma-Aldrich), em uma estequiometria
3:1 (ligante:metal). A uma solugdo de 0,064 g de nitrato de galio(III)
em 10 mL de dgua, com agitacdo e aquecimento, adicionou-se uma
solucdo da quercetina (0,226 g) solubilizada em aproximadamente 10
mL de etanol. A solu¢io amarela continuou sob agitacio e leve aque-
cimento por 20 min, sendo adicionadas a mesma aproximadamente 3
gotas de uma solug@o tampao pH 4,5 (acetato de sédio/acido acético),
o que resultou na mudanga de coloragdo para laranja. Manteve-se a
reagdo em refluxo por 4 h. Apds alguns dias obteve-se a formacao
de um s6lido amorfo de coloracdo verde, o qual foi filtrado, lavado
com metanol a frio, seco e armazenado para a realizacdo das andlises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise elementar, espectroscopia (IV e UV-Vis) e estudo
térmico

O complexo foi obtido com grau de pureza adequado, o que é
demonstrado pela andlise elementar. A andlise elementar apresenta
resultado concordante com a férmula molecular GaC,,H,,0,, (MM
=1.119,60 g mol™'; calculado: C =52,57% e H = 4,05%; encontrado:
C =52,25% e H = 3,87%), o que indica que o complexo mononu-
clear obtido foi isolado em uma estequiometria 3:1 (ligante/metal),
contendo ainda duas moléculas de dgua, duas de metanol e uma de
etanol como compostos de solvatacdo. Os resultados obtidos através
da andlise termogravimétrica reforcam esta sugestao.

Macedo e colaboradores® em um estudo sobre a caracterizagio
térmica da quercetina mostraram que a mesma apresenta diferentes
estagios de degradacio, dependentes da atmosfera gasosa utilizada
e velocidade de aquecimento, e que sdo relacionados com a perda
de 4dgua (estdgio inicial), transicao de fase (estdgio intermedidrio) e
decomposicao da quercetina (estagio final). O pico de transicao de
fase (curva DSC) ocorre sem a perda de massa (na curva TG), mas com
variagdo de calor, o que evidencia uma mudanga estrutural. Quando
se compara o perfil das curvas de TG e DSC obtidas para o complexo
(Figura 2) com o que € relatado para a quercetina, verifica-se uma
similaridade nos estdgios de decomposi¢do, com uma diferenca no
inicio e final das curvas em virtude da presenca de diferentes solventes
e presencga do fon metdlico. A etapa de degradacdo inicial € caracte-
rizada por processos endotérmicos relacionados com a evaporagio
de compostos organicos e dgua de solvatacdo, que se inicia em 26
°C e se estende até 130 °C. Observam-se inflexdes na curva dTG em
45 e 79 °C, indicando que no processo de evaporagdo hd diferentes
compostos envolvidos. A primeira perda de massa (6,0%) estd relacio-
nada a duas moléculas de metanol, enquanto a subsequente (7,6%) se
relaciona com a mistura azeotrépica formada por duas moléculas de
dgua e uma de etanol. Na etapa seguinte, similarmente ao que ocorre
na quercetina livre, verifica-se um pico de transi¢do de fase em
265 °C (curva DSC), que ocorre sem perda de massa na curva
TG, e que estd atrelada a uma mudanga estrutural, inalterada
mesmo apds o processo de coordenagdo. A etapa final, entre
325 e 525 °C, mostra o processo exotérmico associado a decompo-
sicdo das moléculas de quercetina, com uma perda de massa total
de 78,7%. As trés subetapas nesta decomposicio estdo associadas a
diferentes estdgios da combustdo, como fun¢do da estabilidade tér-
mica de distintas partes da molécula do ligante quercetina. A perda
total de massa encontrada na TG foi de 92,3% e o total calculado foi
de 93,4% com um residuo final referente ao 6xido de gilio. Estes
resultados mostram boa concordancia com a férmula encontrada na
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andlise elementar de CHN e permitiram estabelecer a estequiometria
do complexo, o qual apresenta trés moléculas de quercetina coorde-
nadas ao centro metdlico e moléculas de d4gua, metanol e etanol como

espécies de solvatagao.
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Figura 2. (Superior) Curva TG do complexo em atmosfera ambiente na faixa
de temperatura 25-550 °C, coeficiente de aquecimento de 20 °C min”' com uma
massa inicial da amostra de 7,5 mg. (Inferior) Curvas DSC do complexo sob
atmosferas de nitrogénio e oxigénio (fluxo de 50,0 mL min™') com gradiente
de aquecimento 20 °C min” e faixa de varredura entre 25 a 550 °C

Uma andlise comparativa entre os espectros na regido do infra-
vermelho do ligante e do complexo indica a presenga das principais
bandas (Tabela 1), com algumas pequenas distin¢des oriundas do
processo de coordenagdo. A presenca da absor¢do em 448 cm’!
possivelmente esta relacionada a formacgdo das ligacdes Ga-O, pois
relatos na literatura indicam que este tipo de ligacdo € encontrado em
uma faixa de 450 a 470 cm!, entretanto, com outros tipos de ligan-
tes.'?? Uma outra alterac@o € verificada na banda atribuida ao grupo
carbonila que € deslocada para um menor comprimento de onda no
complexo (1666 cm™ na quercetina livre para 1650 cm™ no complexo).
Isto pode ser indicativo da coordenagdo do ligante ao fon metdlico
via oxigénio carbonilico (na posi¢@o 4 do anel C, Figura 1) uma vez
que resultados similares foram encontrados para outros complexos
com flavonolatos.>*3%-3Nota-se um aumento significativo da ordem
de ligacdo da banda referente a deformacdo da ligacdo C-OH,,,
de 1319 cm™ no ligante para 1342 cm™! no complexo, conforme pode
ser verificado na Figura 3. Esse fato pode estar relacionado a coor-
denagdo de um dos grupamentos fendlicos presentes na quercetina
(3-OH, 5-OH, 3°-OH e/ou 4’-OH). Como o grupo 3-hidroxil possui
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um préton mais dcido comparativamente aos demais (o que o torna um
quelante mais efetivo),”? espera-se que seja um dos primeiros sitios,
juntamente com o grupo 4—oxo, a serem envolvidos no processo de
coordenacdo. Os demais grupos fendlicos ndo devem estar envolvidos
devido a menor acidez e ao possivel impedimento espacial ocasionado
pela primeira complexacdo.>* Estudos com ions metélicos e flavonoi-
des (principalmente a quercetina) tém indicado uma predominancia
nessas posicdes de coordenagdo, o que também ¢ corroborado pelos
dados obtidos através da espectroscopia eletronica.>>>%35 A frequén-
cia de vibragdo para ,(C-O-C) também foi alterada ap6s a coordenacdo
do flavonoide, conforme pode ser visualizado na Figura 3. A partir
desses resultados pode-se inferir que cada quercetina provavelmente
se coordenou ao fon Ga(IIl) como um ligante bidentado através da
carbonila (4-oxo0) e do grupo 3-hidroxil. A presenga das moléculas
de metanol e etanol na estrutura do complexo promove uma ligeira
modificac@o no perfil do espectro infravermelho, principalmente nas
regides esperadas para os modos vibracionais desses solventes.” A
presenca dessas moléculas € devidamente confirmada pelas andlises
elementar e térmica.

Tabela 1. Principais bandas e atribui¢des, em cm’!, dos espectros no infra-
vermelho para a quercetina e o complexo (detecgdo por fotoactstica com
resolugdo 8 cm! e média de 256 espectros)

Quercetina Complexo Atribuicoes
3394 ~3442 - 3285 S(O-H)
1666 1650 [(C=0)
1250 1271 [(C-0-C)
1319 1342 s(C-OH,,.)

- 448 M-0)

O espectro eletrdnico da quercetina em metanol (Figura 4,
insercdo) apresenta duas bandas de absor¢do relacionadas com as
transi¢des T > 7*: uma em 375 nm (g = 24.167 mol’! dm’ cm™),
denominada banda I, correspondente ao sistema conjugado entre o
anel B e a carbonila do anel C (sistema cinamoil), e outra em 255 nm
(e =24.580 mol'dm*cm"), banda II, referente ao sistema conjugado
entre o anel A e a carbonila do anel C (sistema benzoil).>**? Os
espectros na regido do UV-Vis em metanol mostram diferengas sig-
nificativas entre a quercetina pura e o complexo (Figura 4), demons-
trando claramente a coordenacio do centro metalico: verificam-se o
deslocamento batocrdmico da banda I e o surgimento de uma nova
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Figura 3. Espectro no infravermelho comparando a quercetina livre (linha
solida) e o complexo (linha tracejada) na regido entre 1400 e 1200 cm™!
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banda em 437 nm (com um ombro em =501 nm). A nova banda em
437 nm (g = 30.500 mol! dm* cm™) sugere que o fon Ga(IIl) esteja
ligado ao grupo fendlico 3-OH e a carbonila 4-oxo do anel C.%
Segundo Dehghan, as evidéncias que suportam esta sugestao estdo
relacionadas aos seguintes fatos: o grupo 3-OH € um melhor agente
quelante (o que esta relacionado com sua maior acidez frente aos
demais) e a deslocalizacio dos elétrons do oxigénio do grupo 3-OH ¢
maior, o que facilita a deslocalizagdo dos elétrons 7. O deslocamento
batocrémico que ocorre na banda I (de 375 nm na quercetina para
388 nm no complexo) pode ser explicado pela interagéo do Ga* com
o grupo 3-hidroxil da quercetina, resultando em uma redistribuicao
eletronica entre a molécula do flavonoide e o fon metdlico, formando
um sistema ligante 7 estendido.”® Baseado em relatos da literatura,
sugere-se que o processo em =501 nm (ombro) pode estar relacio-
nado ao fendmeno da fluorescéncia, que € explicado pela excitagio
e relaxamento dos elétrons do ligante (n — 7*), influenciados pelo
centro metélico.'? As mudangas apGs a coordenac@o sdo concordantes
com o que € descrito em outros trabalhos que estudaram complexos
metalo-flavonolatos, indicando, por exemplo, um deslocamento para
menor comprimento de onda da banda referente ao sistema cinamoil
(banda I). Como citado anteriormente, o grupo 3-hidroxil possui
um préton mais dcido; dessa forma, os grupos 3-OH e 4-0x0 sdo os
primeiros sitios de coordenagdo envolvidos no processo de comple-
xagdo e influenciam no deslocamento da banda. O grupo hidroxila
localizado na posi¢do 5 ndo € envolvido no processo de coordenagio
devido a sua menor acidez e ao impedimento espacial ocasionado
pela primeira complexagdo.?%
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Figura 4. Espectro eletronico do complexo em CH;OH (concentragdo: 2,0 x
107 mol L''; caminho dptico: 1 cm). Insercdo: espectro eletronico da quer-
cetina em metanol (concentragdo: 4,8 x 10° mol L'; caminho dptico: 1 cm)

Ensaio citotéxico

Virios estudos correlacionam a toxicidade sobre a A. salina com
atividades antiftingica, antimicrobiana, tripanossomicida e parasiti-
cida e, também, como avaliacdo prévia de uma possivel atividade
antitumoral. O microcrustidceo pode ser utilizado para estimar a
toxicidade através da concentracdo média letal (DL.,), que € a dose
efetiva para matar 50% das larvas de A. salina.'>"

Os resultados obtidos no ensaio com A. salina (Tabela 2) indicam
que todas as amostras se mostraram ativas contra o microcrustaceo,
pois apresentaram resultados de DL, inferiores a 1000 pg mL"', que
é a concentra¢io mdxima para uma amostra ser considerada ativa.’> O
pré-controle feito com metanol e dgua salina ndo apresentou influéncia
sobre os resultados, jd que nenhuma larva morreu nessa mistura. O
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valor de DL, para o complexo (DL, =22,51 pg mL"'") indica uma me-
lhor resposta citotdxica do composto, sendo consideravelmente menor
que o da quercetina pura (DL, = 398,94 pg mL"') e o do lapachol
(DL, = 64,85 ug mL™"). O valor de DL, obtido para o lapachol € um
valor muito préximo ao encontrado na literatura (68 ug mL"),” o que
indica boa adequac@o nos procedimentos experimentais utilizados.

Tabela 2. Resultados do teste de citotoxicidade sobre A. salina, relativos a
quercetina, ao complexo e a substancia controle (lapachol)

Amostras DL, (ug mL")* Intervalo de confianga (95%)
Complexo 22,51 0,11 7,57 40,97
Quercetina 398,94 + 0,04 339, 42 — 496, 86
Lapachol 64, 85+ 0,05 48,56 -98, 52

* Dados apresentados como médias + desvio padrdo de 3 repeti¢des.

Avaliacao da atividade antioxidante

O modelo para avaliagdo da atividade antioxidante utilizando
DPPH € baseado na capacidade do radical livre estdvel 2,2-difenil-1-
-picril-hidrazil em reagir com substincias doadoras de hidrogénio,
incluindo compostos fendlicos.*** Quando uma determinada subs-
tancia que age como doadora de dtomos de hidrogénio ¢ adicionada
a uma solugdo de DPPH, a hidrazina (forma reduzida) € obtida com
mudanca simultinea na coloragdo de violeta para amarela pdlida. E
um método fécil, rdpido e muito utilizado para avaliar a capacidade
sequestradora de radicais livres de amostras.* Os resultados da ava-
liag@o da atividade antioxidante (%AA) do complexo e do controle
positivo, determinados pelo ensaio do DPPH, estdo apresentados
na Figura 5, mostrando que o complexo apresentou boa atividade
antioxidante, chegando a ser mais efetivo que a quercetina pura em
todas as concentracdes testadas.
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Figura 5. Porcentagem da atividade de inibi¢do do DPPH da quercetina e
do complexo

A concentragdo de cada amostra necessaria para decrescer a
concentragio inicial de DPPH em 50%, CE,, também indicou a
potencializagdo da atividade antioxidante do flavonoide quercetina
apds a complexagdo com o fon Ga**. O complexo apresentou um valor
de CE,,de 0,73 ug mL'. Comparativamente, a quercetina apresentou
um valor de 2,4 ug mL'!, similar aos encontrados na literatura,?
que variam de 2,20 a 2,34 pg mL". A capacidade dos flavonoides
de atuarem como antioxidantes depende da sua estrutura molecular;
entretanto, hd muitas divergéncias quanto a0 mecanismo envolvido no
processo.*"* Alguns autores sugerem que a atividade estd relacionada
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com a posi¢do e o nimero de grupamentos hidroxilicos presentes
na estrutura do flavonoide. A alta atividade antioxidante poderia ser
atribuida, principalmente, a contribui¢do significativa dos grupos
3’,4’—OH. A quercetina em rea¢do com o radical DPPH doaria um
dos dtomos de hidrogénio e se transformaria em uma espécie radicalar
(Q°) ou uma semiquinona, sendo esta reagdo atribuida a presenca das
hidroxilas em posi¢do orto no anel B. Entretanto, recentemente, Foti
e colaboradores® sugeriram que a etapa inicial do processo deve ser
representada pela transferéncia de elétrons entre o DPPH e o oxigénio
fendlico na posicdo C-7, em vez da abstracdo de um dos dtomos de
hidrogénio dos grupos 3’,4’~OH.

O aumento da atividade antioxidante da quercetina apés a com-
plexacdo sugere que o fon metalico Ga** pode alterar as propriedades
quimicas do ligante quercetina, retirando densidade eletronica dos
grupos fendlicos circunvizinhos, fazendo com que se tornem mais
acidos e, consequentemente, mais susceptiveis de serem abstraidos ou
permitirem a transferéncia eletronica. Dados experimentais, utilizan-
do diversos fons metdlicos, tém demonstrado que os complexos sdo
consideravelmente mais eficientes sequestradores de radicais livres
do que os flavonoides livres.*”# Os resultados obtidos abrem uma
nova perspectiva para o uso do complexo de gdlio como farmaco,
visando a preven¢do de doencas decorrentes do estresse oxidativo.
No entanto, o teste utilizando o DPPH ndo permite uma defini¢io
dos efeitos antioxidantes, sendo necessario um estudo utilizando um
sistema biolégico, como células, para determinar se este composto
poderad ser utilizado para esta finalidade.

Estudos eletroquimicos

O comportamento eletroquimico da quercetina e do complexo
foi investigado através da técnica de voltametria ciclica. Os vol-
tamogramas obtidos sdo apresentados na Figura 6. Os processos
foram obtidos em solug¢do de acetonitrila, utilizando carbono vitreo
como eletrodo de trabalho, Ag/Ag* como eletrodo de referéncia,
fio de platina como eletrodo auxiliar e 0,1 mmol L' de TBAPF,
como eletrdlito suporte. Todos os valores dos potenciais foram re-
ferenciados versus Fc*/Fc,” onde E, ,(Fc*/Fc) = 0,950 V vs Ag/Ag*
(A, = 0,120 V) (Figura 6, inser¢do). No voltamograma ciclico
obtido para a quercetina em solucio de acetonitrila (0,8 mmol L")
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos da quercetina (linha tracejada) e do
complexo (linha sdlida). Inser¢do: voltamograma do par redox ferrocinio/
ferroceno (Fc*/Fc) utilizado como padrdo interno (E,, = 0,95 V vs. Ag/Ag").
Condigoes experimentais similares para todos os voltamogramas (solvente:
acetonitrila; eletrodo trabalho: carbono vitreo; eletrodo de referéncia: Ag/
Ag*; eletrodo auxiliar: fio de platina; eletrélito suporte: 0,1 mmol L' TBAPF,;
velocidade de varredura de 25 mV s™)
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para uma velocidade de varredura de 25 mV s séo observados dois
processos de oxidagdo irreversiveis em 0,553 V vs Fc*/Fe (E ) e
0,807 V vs Fc*/Fe (E,;). De acordo com dados jé reportados na
literatura,”* o processo no pico I (E,,) corresponde a oxidagdo
do grupo 3’,4’-di-hidroxil no anel B da quercetina, em uma reagdo
envolvendo os prétons. O grupo hidroxila na posi¢do 5- do anel A €
oxidado depois e corresponde ao pico Il (E ), enquanto a reagio de
oxidag¢do envolvendo o grupo 7-hidroxil ndo € observada no volta-
mograma ciclico nas condig¢des utilizadas. Quanto a reversibilidade
das reagdes que ocorrem nesses processos de oxidacdo, ainda €
contraditéria e depende muitas vezes dos parametros experimentais
empregados. 74850

No voltamograma ciclico do complexo, seguindo as mesmas
condicdes experimentais utilizadas para a quercetina pura, verificam-
-se 0s mesmos processos descritos anteriormente, entretanto, com
diferencas nos valores dos potenciais. Esses resultados mostraram
uma diminui¢do considerdvel dos potenciais de oxidacdo (pico I:
0,305 V vs Fc*/Fc e pico II: 0,565 V vs Fc*/Fc) comparados ao
ligante livre, pois a coordenagdo com o fon metélico faz com que os
processos de oxidagdo ocorram mais facilmente.? Ndo hd nenhum
processo relacionado diretamente ao fon metdlico Ga(lIll), uma vez
que o mesmo € inerte eletroquimicamente.’’

Através de técnicas eletroanaliticas, como a voltametria ciclica,
¢ possivel determinar a atividade antioxidante de substancias. Essas
técnicas podem correlacionar potenciais de oxidagdo, intensidade
de corrente e/ou outros parametros eletroquimicos com a capaci-
dade antioxidante, sendo mais seletivas e sensiveis que os métodos
espectrofotométricos. Quanto menor o valor de E, maior € o poder
doador de elétron da espécie em estudo e, portanto, teoricamente,
maior seu poder antioxidante.** Assim, o complexo sintetizado
mostrou-se um antioxidante mais eficaz do que a quercetina livre.
Estes resultados concordam com o teste antioxidante utilizando o
radical livre estdvel DPPH.

CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude do crescente interesse na quimica de complexos
metal-flavonolatos, o presente trabalho estudou a interacio entre a
quercetina e o fon galio(Ill), sendo que as andlises fisico-quimicas
realizadas sugerem a coordenag¢do do Ga** através do grupo car-
bonila (4-0x0) e do oxigénio fendlico (na posi¢cdo 3 do anel C) do
flavonoide, formando um complexo mononuclear com férmula
[Ga(C,;H,0,);].2H,0.2CH,OH.CH,CH,OH. O complexo apresentou
resposta citotéxica frente ao crustdceo A. salina mais efetiva quando
comparado ao flavonoide puro e ao lapachol (utilizado como con-
trole). No estudo da atividade antioxidante baseado no radical livre
DPPH, observou-se um aumento nessa propriedade quando se com-
parou o complexo ao flavonoide livre, o que demonstra claramente
a importancia da coordenagdo do fon metélico para o processo. A
atividade antioxidante do complexo também foi avaliada do pon-
to de vista eletroquimico, confirmando o resultado obtido com o
teste utilizando o radical DPPH. Os resultados mostraram valores
relativamente mais baixos nos potenciais de oxidacdo do complexo
comparativamente aos da quercetina pura, o que indica que pode se
oxidar com mais facilidade que o flavonoide e, consequentemente,
ser melhor agente antioxidante. Todos estes resultados abrem espago
para a busca de outras atividades do complexo sintetizado, bem como
uma melhor investiga¢@o das propriedades antioxidante e citotdxica,
visando uma possivel aplicag@o farmacéutica.
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