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Resumo

Neste artigo foi apresentado o uso de compostos quindnicos como mediadores em metodologias analiticas,
baseado no monitoramento das suas reagdes com os analitos e a determinagdo de seus produtos. As
potencialidades das técnicas utilizadas, bem como os aspectos mecanisticos foram discutidos.
Palavras-chave: Quinonas. Analises. Caracterizacao.

Abstract

In this paper is showed several uses of quinonic substances presented as mediators in analytic
methodologies, based on the monitoring their reactions and the detection of their products. The
potentialities of different techniques as well as mechanistic features were depicted.
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Consideracoes gerais

O desenvolvimento de metodologias analiticas
sempre teve um papel de destaque nas diferentes
areas do conhecimento, sempre com é&nfase nas
determinagdes de espécies quimicas em meios
“reais”. Pode ser destacada a analise clinica, para
diagnosticos mais preciso de doengas (GANONG,
1995); na nutrigdo animal, visando racionalizar
o uso de nutrientes (MCDONALD; EDWARDS;
GREENHALGH, 1987); na tecnologia de alimentos,
propondo novos produtos ou aperfeigoamento
dos existentes (FENNEMA, 1976) e na ecologia
(ROBBINS, 1983), buscando a sustentabilidade na
interacdo homem-natureza.

Na tentativa de resolver os problemas existentes
diversas metodologias foram adaptadas visando
diferentes  aplicagdes  analiticas = (MURTHY;
SHARMA, 1998; SURYA; MURTHY; SHARMA,
1997, HASEBE; TANAKA; UCHIYAMA, 1994;
ISKANDER; MEDIEN, 1990; RZPECKI; WAITE,
1989). Dentre alguns exemplos, incluem-se a
utilizacdo de quinonas para a determinacdo de
proteinas totais em plasma sanguineo (ZAIA et
al., 1992a; ZAIA; VERRI JUNIOR; ZAIA, 1999)
ou tecidos animais (ZAIA et al., 1992b; ZAIA;
VERRI JUNIOR.; ZAIA, 2000) ¢ a determinacdo
simultinea de aminodcidos e proteinas totais
(ZAIA, et al., 1993; BARRETO; AQUINO; ZAIA,
1990); a determinagcdo de cisteina em xampus,
pilulas de alimentos, aminoacidos e a misturas de
carbocisteinas em produtos farmacéuticos (ZAIA;
RIBAS; ZAIA, 1999).

As tém buscado

como mediadores as moléculas de quinonas,

metodologias analiticas
visando transformar o ambiente quimico, de um
contexto inacessivel para os estudos cientificos
em colaborativos. Na maioria dos métodos sdo
analisados os produtos da reagdo entre quinonas
e a espécie a ser estudada. Os dados da literatura
também tém demonstrado uma série de estudos
métodos

comparativos com outros utilizados

correntemente, demonstrando a melhor técnica

em cada situagcdo. Como exemplo, no trabalho
de Weinert, Pezza ¢ Pezza (2008) foi determinado
espectrofotometricamente o citrato de sildenafil
(Viagra®) através do p-cloranil e com a adi¢do de
peroxido de hidrogénio. Considerando a rapidez,
simplicidade e baixo custo, o método aplicado na
analise de formula¢des farmacéuticas contrapdem-
se as técnicas convencionais como cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo UV ou
acoplada a espectrometria de massa, cromatografia
eletrocinética micelar, cromatografia gasosa e
eletroforese capilar, que requerem um longo tempo
no preparo de amostras, maiores quantidades
de solventes e¢ a manutengdo de equipamentos
dispendiosos. Neste contexto, esta revisdo tem
como objetivo avaliar a potencialidade de alguns
trabalhos envolvendo quinonas e demonstrar as
diferentes ferramentas utilizadas na caracterizag¢ao
dos produtos de reagdo para a andlise indireta da
espécie de interesse.

A maioria dos métodos de caracterizacao
de diferentes tipos de compostos (farmacos,
aminodcidos, proteinas, entre outros) mediados por
compostos quindnicos sdo baseados em estudos
com as técnicas espectroscopicas, principalmente a
absor¢do UV-Vis. Porém sdo também encontrados
trabalhos
cromatografia liquida, fluorescéncia e voltametria

alguns utilizando, com sucesso, a
ciclica. O uso das espectroscopias no infravermelho
¢ Raman também tém sido empregados para a

caracterizacao dos produtos formados.

Aplicacbes dos compostos quindnicos em
métodos analiticos quantitativos

Na Tabela 1 sdo descritas algumas determinagdes
espectrofotométricas UV-Vis de compostos de
interesse ¢ indicados os compostos quindnicos
utilizados como mediadores. Dentre estes, destacam-
se os trabalhos discutidos a seguir.

O trabalho de Zaia, Ribas ¢ Zaia (1999) teve
como objetivo desenvolver um método sensivel
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e seletivo para a determinagdo de cisteina ou
carbocisteina em diferentes produtos comerciais.
Um recobrimento de 100 %
igualmente para cisteina ou carbocisteina, quando o
método foi aplicado para a determinacao de cisteina

foi observado

em uma mistura de aminodcidos semelhantes ao
plasma sanguineo, xampu, pilulas alimentares,
como também para a carbocisteina em produtos
farmacéuticos (Mucoflux e Mucolitic). Zaia, Verri
Junior e Zaia. (1999) verificaram que o método
com p-cloranil apresentou um limite de detecgdo
menor do que o método de Biureto (52,0 ug ml™") ou
com o método com a p-benzoquinona (2,6-4,0 pg
ml™). O método foi aplicado para a determinagio de
proteinas totais em plasma sanguineo. Os resultados
foram comparados com o método de Biureto, que
¢ correntemente utilizado em andlises clinicas. Um
recobrimento de 100 % tanto para soro de albumina
bovina como para aminoacidos totais foi obtido
quando foi utilizado p-benzoquinona para amostras
de misturas de aminoacidos e proteinas semelhantes
ao fluido cérebro espinhal (ZAIA et al., 1993).

Lorentz e Flatter (1974) descreveram um método
adequado para a determinagdo de aminoacidos
em plasma, soro e urina. Na auséncia de aminas
primarias, a reagdo foi insensivel a amdnia, uréia
e altas concentragdes de sais inorganicos. Os dados
obtidos foram comparados com os obtidos pelo
método da ninidrina.

Rizk e Younis (1984) utilizaram este método
para a determinagdo dos medicamentos em sua
forma de dosagem, com boa precisao e apreciavel
sensibilidade. Muralikrishna, Krishnamurthy e
Rao (1984) comparou os resultados obtidos para
1,4-benzoquinona na andlise da piperazina com
o método oficial da Farmacopéia Britanica (BP),
indicando uma boa precisdo do método. Medien
(1996) utilizou o método para a determinagdo de
acido barbiturico com trés tipos de benzoquinonas
e observou que os outros barbituratos ndao foram
interferentes na reacao.

Hassan, Iskander e Nashed (1985) investigaram
por método cinético os efeitos sob a reacdo
das seguintes variaveis: solvente, temperatura,
concentracdo de quinona e presenca de agua.
Foram obtidos resultados com recobrimento médio
de 98,5% e um desvio padrio médio de 1,9%,
com nove diferentes aminas. Hasebe, Tanaka e
Uchiyama (1994) monitoraram polifenois baseando-
se na reacdo ciclica entre polifendis e o-quinonas
catalisada por Tirosinase e pelo acido L-ascorbico.

Na reagdo redox, ocorre um aumento no pH
devido ao consumo do proton em solugdo quando as
0-quinonas reagem com o acido L-ascorbico, sendo
as mudangas espectrais do azul de bromotimol
sensiveis a esta alteracao em solu¢do. A magnitude
desta mudanga no pH foi significantemente

dependente da concentra¢ao dos polifenois.
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Tabela 1. Algumas substancias analisadas pelo método espectrofotométrico UV-Vis utilizando os compostos

quindnicos.
CoEn[Am?tos Determinacio analitica Comentarios Referéncias
Quinonicos
. .. Limite de detecgao de .
p-benzoquinona tiouréia 0,90 ug/ml Oliveira et al.(2004)
1,2-naftoquinona-4- etilenoimina e sensibilidade a nivel de Rosenblatt, Hlinka e Epstein
sulfonato n-butilamina ppm (1995)

p-benzoquinona

p-benzoquinona

p-benzoquinona

p-benzoquinona

tetracloro-p-
benzoquinona

2,3,5,6-tetracloro-
p-benzoquinona
(cloranil)
1,4-benzoquinona
p-benzoquinona;

p-cloranil; 1,4-
naftoquinona

p-benzoquinona

0-quinonas

drogas de sulfa
aminoacidos

aminoacidos

cisteina
carbocisteina

proteinas totais

proteinas totais

antibioticos
aminoglicosideos

piperazina

acido barbitarico

aminas alifaticas
primarias e secundarias

polifendis

*50 — 124 pg/ml
*1,5 - 34,0 pg/ml

*~ 2.5 —4,0 mmol/l

*0 — 40 pg/ml
*0 — 150 pg/ml

*4 — 240 pg/ml

Limite de detecgao de
1,25 pg/ml

*1 —10 pg/ml

*13 — 120 pg/ml

0,025 a 0,345 mM

sem interferéncia de
aminas terciarias,
amoOnia, amidas, imidas,
anilidas, hidrazinas e
acidos o-amino.

Limites de detec¢do do
catecol e catecolaminas
(L-dopa, dopamina,
noradrenalina e
adrenalina) foram
da ordem de 1 x
10"Melx10°M,
respectivamente.

Iskander, Medien e Nashed (1989)
Iskander e Medien (1990)

Lorentz e Flatter (1974)

Zaia, Ribas e Zaia (1999)

Zaia et al. (1992b)

Zaia, Verri Junior e Zaia,
(1999)

Rizk e Younis (1984)

Muralikrishna, Krishnamurthy
e Rao (1984)

Medien (1996)

Hassan, Iskander ¢ Nashed
(1985)

Hasebe, Tanaka e Uchiyama
(1994)

*Intervalo que a Lei de Beer-Lambert é seguida.
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Tabela 2. Substancias analisadas por diferentes métodos utilizando os compostos quindnicos.

Compostos analisados/

p-benzoquinona

B-naftoquinona-4-
sulfonato

p-benzoquinona

2-metil-5,6-dimetoxi-
benzoquinona

p-benzoquinona

Compostos Quindnicos - Comentarios Referéncias
Técnica
p-benzoquinona;
N-cloro-p- Limite de deteccao de
benzoquinoneimina; Cianeto/ Fluorescéncia 0,2 pg/ml Guilbaul e Kramer (1965)
O-[p-nitrobenzeno- *0,2 — 50 pg/ml
sulfonil]

Cicloserina/ HPLC

anfetaminas,
metanfetaminas e
outros derivados de
B-fenetilaminas/ HPLC

NADH-4cido ascorbico/
Voltametria Ciclica

ADH/ Voltametria
Ciclica

glicose e D-Lisina/
Voltametria Ciclica

Limite de detecgdo de 10

Limite de detecgdo de 2

David, Ionescu e Dumitrescu

ng/mL (2001)

ng/mL
*0,25 — 2 pg/ml

Endo et al. (1980)

Murthy e Sharma (1998);

*1-
1-10mM Surya e Murthy (1993)

*0-12 mM Ikeda et al., (1997)

*
tasomMelal0 oy p g Sharma (1997, 1999)

mM, respectivamente.

*Intervalo linear.

Na Tabela 2 sao relatados alguns casos descritos
para a determinagdo de compostos de interesse
por diferentes métodos utilizando os compostos
quinonicos como mediadores.

David, (2001)
desenvolveram um método cromatografico para

Ionescu e  Dumitrescu
determinacdo de cicloserina em amostras de plasma
sanguineo. O método foi baseado na derivatizagdo da
cicloserina com p-benzoquinona e quatro derivados
foram obtidos. A detecgao foi por fluorescéncia para
um volume de inje¢do de 5 pL. Este método foi
validado e aplicado para a determinag@o de cicloserina
em amostras de plasma de varios voluntarios saudaveis.

Murthy e Sharma (1998) utilizaram um eletrodo
de grafite pirolitico modificado com benzoquinona
para o estudo da atividade eletrocatalitica de
oxidagdo do metabdlico NADH e acido ascorbico
em tampao fosfato. Surya e Murthy (1993) puderam

utilizar a benzoquinona como um biosensor, uma
vez que a alta reversibilidade do par p-benzoquinona/
hidroquinona em um eletrodo de grafite pirolitico
favoreceu a reacdo glicose-glicose oxidase-
benzoquinona sobre este eletrodo. lkeda et al.
(1997) utilizaram um eletrodo de trabalho com pasta
de carbono imobilizado com células de Acetobacter
aceti. A atividade catalitica foi devido a alcool
dehidrogenase (ADH) existente nas membranas
citoplasmaticas. Murthy e Sharma (1997, 1999)
descreveram métodos amperométricos para a
analise de glicose e D-Lisina, respectivamente. Os
sensores usam benzoquinona como um mediador
para a transferéncia de elétrons entre a glicose ou
D-amino 4cido oxidase imobilizadas em eletrodo
de grafite pirolitico e carbono vitreo, respectivamente.
Foram monitorados as influéncias do oxigénio, pH

e potencial de operagdo.
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Natureza das reacoes

A partir dos orbitais moleculares para 1,4-
benzoquinonas calculados pelo método LCAO-MO,
pode ser observado que quinonas sdo compostos
muito heterogéneos no que diz respeito a sua
distribui¢do de densidade de elétrons . Uma faixa
extensa de valores de densidade eletronica reflete o
amplo espectro de reatividade quimica desta classe
de moléculas (KUTYREYV, 1991).

Quinonas sdo em alguns casos consideradas
como compostos o, 3-insaturados.
Entretanto, esta abordagem ndo ¢ adequada uma
vez que nao leva em conta o carater especifico da
conjugacao cruzada destas estruturas.

carbonilicos

Para um tratamento adequado da ampla
reatividade quimica das quinonas e seus derivados
deve-se ter em mente a sua grande a tendéncia para
formar sistemas aromadticos ou semiquinonas bem
como, sua habilidade para trocar substituintes do
anel sem a quebra da estrutura quinona. Além disso,
¢ importante destacar que mecanisticamente, a
maioria das suas reagdes se processa via processos
heteroliticos resultando na formagdo de produtos
de substituicdo ou adi¢do. No entanto, as quinonas
estdo suscetiveis também as rea¢des homoliticas
importantes.

As reagdes de quinonas com eletrofilos estdo
restritas, como regra geral, as suas interagdes com
préton ou com agentes redutores contendo metais
que transformam quinonas em hidroquinonas ou
complexos de semiquinonas (MULLER; JOLY, 1983;
FELIX; PRABHANANDA, 1984; RIVIERE; CASTEL;
SATGE, 1988; ROITMAN; WONG, 1979; KUNDU,
1979). As das quinonas com nucleofilos, por outro
lado sd3o bem mais importantes.

O esquema das reagdes nucleofilicas pode ser
representado como um processo cuja primeira
etapa consiste na adicdo do nucleodfilo (Nu) ao
anel carbonico, com subseqliente formacdo da
estrutura (1), como observado na Figura 1. Esta
etapa é comum tanto para as reagdes de adig¢do
nucleofilica como de substituigdo nucleofilica (Ad,

ou S respectivamente). A diferenca entre a S e Ad
ocorre nas etapas subsequentes cuja forga motriz
envolve a estabilizacdo do sistema.

o] o] N o] N
X _
Nu Nu Nu
Q
(0] o] (0S]
1

OH o %
H*
i Nu i /“Nu
oH 3 OH 2
o
Nu
[Q]
o 4

Figura 1. Esquema proposto para as reagdes nucleofilicas
(KUTYREY, 1991).

Se um substituinte X ndo ¢ um bom grupo
abandonador, ent3o a adi¢do de um contra-ion (H*
por exemplo) ou de uma outra espécie eletrofilica
¢ favorecida. Em seguida, o aduto (2) se isomeriza
resultando em um sistema aromatico como a
formacdo da hidroquinona (3). As 1,2-quinonas
reagem de maneira similar. No caso de o substituinte
X ser um bom grupo abandonador (Hal, RO, RN) a
estabilizacdo da estrutura 1 ¢ alcangada através da
clivagem da ligacdo C-X com formacao do anion
X- e da quinona (4).

Em alguns casos, um elétron pode ser transferido
do reagente nucleofilico para a quinona formando
um par de radicais cuja combinagdo resulta na
estrutura intermediaria (1). As hidroquinonas (3)
contendo substituintes doadores de elétrons podem
ainda ser facilmente oxidadas para produzir as
respectivas quinonas (4), conforme ilustrado no
esquema da Figura 1.

Caracterizacao dos produtos formados

Devido ao fato que as quinonas exibem uma
variedade de reagdes, a caracterizagdo formal
das estruturas faz-se necessario. A molécula
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da p-benzoquinona neutra, bastante utilizada
nas andlises, tem sido estudadas em alguns
experimentos de absor¢do otica (TERHORST;
KOMMANDEUR, 1979), infravermelho (BECKER,;
CHARNEY; ANNO, 1965; TROMMSDORFF;
WIERSMA; ZELSMANN, 1985) ¢ Raman (PALMO;
PIETILA; MANNFORS, 1983). O radical cation
correspondente dap-benzoquinonatemsidoestudado
por espectroscopia Raman ressonante (TRIPATHI,
1981; BECK; BRUS, 1982; SCHULER; TRIPATHI;
PREBENDA, 1983) e a estrutura ¢ as vibragdes
fundamentais do radical anion foram estudados
por célculos ab Initio (CHIPMAN; PREBENDA,
1986).

Morrison, Steele e Danner (1969) mostraram
que a benzoquinona forma produtos com aminas,
aminodacidos, independente das cadeias laterais, e
proteinas. A reacdo de proteinas com benzoquinona
¢ similar a descrita para os aminoacidos. A reagdo
do Citocromo C ocorre com quatro moles de
benzoquinona para um mol de Citocromo C. A
benzoquinona se posiciona de tal forma a ndo
acessar os grupos heme e ndo causa a desnaturagdo
ou alteracdo na estrutura do Citocromo C. Sastry
et al. (1986) determinaram as aminoquinolinas
(amodiaquina, cloroquina, primaquina e os derivados
das pirimidinas, trimetoprima e pirimetamina),
compostos utilizados como drogas antimalariais,
baseando-se na interacdo destes com as quinonas
(2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-benzoquinona;  2,5-
dihidroxi-1,4-benzoquinona e 2,5-dihidroxi-3,6-
hidroxi-1,4-benzoquinona),
formagdo correspondente dos complexos aceptor-

que promovem a

doador de elétrons.

Iskander, Medien ¢ Nashed (1989) estudaram a
naturezadosprodutos formadosentredrogasdesulfae
ap-benzoquinona. Neste trabalho a 2-sulfanilamida-
2,5-disulfanilamida-1,4-
benzoquinona foram determinadas por andlise

1,4-benzoquinona e

elementar e espectrofotometria no Infravermelho.
Iskander e Medien (1990) propuseram que na reacao
entre aminoacidos e p-benzoquinona um composto

monosubstituido deva ser formado, favorecido pelo
rearranjo dos elétrons 1t da p-benzoquinona.

El-Sayed, Mohamed e Wahbi (1986)
determinaram quantitativamente a cicloserina por
espectrofotometria e espectrofluorimetria, baseado
na reacdo com p-benzoquinona. Os dados de
RMN e Infravermelho do produto formado ndo
evidenciaram a substituicdo no anel quindnico.

Rzepecki e Waite (1989) observaram
que a reagdo de acoplamento entre L-prolina e os
produtos de oxidagdo de varias catecois servem
para a identificagdo de catecol oxidase. O produto
cromogénico, 4-N-propil-o-quinonas, foi Unico e
estavel durante a reagdo e determinado por método
espectrofotométrico.

Segundo Bebawy et al. (1999) a interagdo

molecular entre doador-receptor de elétrons
esta normalmente associada com a formacdo de
complexos de transferéncia de carga, que com
subseqiiente dissociagdo do mesmo pode formar
0 par idnico radicalar. Barreto, Zaia e Oliveira
(1994) estudou a interagdo entre p-benzoquinona
e arginina em estado solido. O produto obtido
apresentou a natureza de espécie radicalar e por
espectroscopia Raman ressonante foi observado
que a espécie formada difere da observada
quando a reagdo ¢ realizada em solugdo. No
trabalho de Oliveira et al. (2004) resultados de
FT-IR do produto de reacdo da p-benzoquinona
e 2,5-dicloro-p-benzoquinona
apresentaram uma substituicdo no grupo sulfidrila
do anel quindnico.

com tiouréia

Consideracoes finais

Considerando as discussoes realizadas em
torno dos resultados obtidos por diferentes autores,
conclui-se a viabilidade de utilizagdo de compostos
quinonicos como mediadores na determinacdo de
compostos de interesse, visto as diferentes areas
de aplicagbes e as técnicas utilizadas. Verifica-se

também a necessidade de experimentos envolvendo
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a caracterizagdo destes compostos por técnicas
adequadas, devidas ainda ao pouco conhecimento
sobre os compostos formados.
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