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Introducéo

As quinonas (Figura 1) sdo compostos organicos amplamente estudados por sua
capacidade de participar em reacOes redox, desempenhando papéis cruciais em processos
bioldgicos, como a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a regulacdo de vias
metabdlicas essenciais (Silva et al.; 2020). Dentro deste grupo, as naftoquinonas (Figura 2)
tém despertado grande interesse devido as suas diversas atividades bioldgicas, incluindo
propriedades antitumorais, antimicrobianas e antiparasitarias. A compreensdo detalhada do
comportamento redox dessas moléculas é fundamental para desvendar os mecanismos que
explicam as suas atividades bioldgicas, especialmente em contextos medicinais e biolégicos
(Silva et al., 2020 e Paiva, 2015)

Figural - Estrutura molecular das orto-quinonas.

0
0

Fonte: Autor, 2024.

Figura 2 - Estrutura molecular das naftoquinonas.
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Fonte: Autor, 2024.

A eletroquimica é uma area crucial da quimica que explora a intersecao entre processos
quimicos e fendmenos elétricos, permitindo a investigacdo de reacGes quimicas por meio da
aplicacdo de corrente elétrica. Essa abordagem é especialmente valiosa para elucidar
mecanismos de reacdo e estudar intermediarios instaveis, como ions radicais. Além disso, a
aplicacdo de potenciais em eletrodos proporciona uma maneira eficiente de ajustar a forca
eletromotriz em solugdes, possibilitando a obtencdo de dados termodindmicos e cinéticos das
reacdes, contribuindo para a compreensdo dos sistemas naturais e a simulagédo de ambientes
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bioldgicos (Santos, 2020). No campo da eletroquimica, técnicas como a voltametria ciclica
(VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD) sdo amplamente utilizadas para investigar as
propriedades redox de compostos como as naftoquinonas. Essas técnicas permitem a analise
dos potenciais de oxidacdo e reducdao em meio prético, como tampao fosfato em pH 7,5, que
simula o ambiente hidrofilico encontrado em sistemas bioldgicos. Estudos indicam que
parametros eletroquimicos, como o potencial de redugdo catdédico (Epc) e o potencial redox
(Eredox), podem ser correlacionados com a atividade bioldgica desses compostos (Paiva,
2016).

Hé evidéncias de que a eficacia bioldgica das naftoquinonas, especialmente em relagdo
as suas propriedades antitumorais, esta intimamente relacionada ao seu comportamento redox.
Por exemplo, algumas naftoquinonas que apresentam valores especificos de Eredox
demonstram maior capacidade de interacdo com alvos biolégicos essenciais, como 0 DNA, o
que pode explicar sua eficicia terapéutica. No entanto, a compreensdo completa desses
mecanismos ainda exige investigacdes mais aprofundadas, que integrem dados eletroquimicos
a resultados bioldgicos mais amplos (Silva et al., 2003; Paiva, 2016).

Os biossensores eletroquimicos de DNA, que utilizam DNA de fita dupla (dSDNA)
(Figura 3) imobilizado em um transdutor eletroquimico, sdo ferramentas promissoras para a
deteccdo de interagOes especificas com o DNA. Esses estudos se baseiam em mudangas no
comportamento eletroquimico do DNA, como alteracdes nas correntes de pico e deslocamentos
de potenciais relacionados as bases guanina e adenina. Em meio acido, a oxidacdo
eletroquimica do DNA apresenta picos distintos de oxidacao para as bases purinas (guanina e
adenina), enquanto as bases pirimidicas (timina e citosina) permanecem eletroinativas nessas
condi¢des. Assim, biossensores de DNA podem ser (teis tanto para investigar interacGes
especificas entre DNA e farmacos quanto para auxiliar na determinacdo do mecanismo de
interacdo envolvido (Silva, 2014 e Paquim e Brett, 2021).

Figura 3 - Estrutura do dsDNA.

Figura 17 - Estrutura do dsDNA.

dsDNA

Fonte: Disponivel em: https://www.easybiologyclass.com/single-stranded-dna-ssdna-vs-
double-stranded-dnadsdna-similarities-and-differences/. Acesso em: 18/08/2024.

Este trabalho tem como objetivos principais: (a) investigar o comportamento redox de
uma série de naftoquinonas em meio pratico, utilizando as técnicas de voltametria ciclica (VC)
e voltametria de pulso diferencial (VPD), com o0 objetivo de simular o ambiente hidrofilico
encontrado em sistemas bioldgicos e (b) explorar a interacdo das naftoquinonas, uma classe de
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compostos estruturalmente relacionados, com alvos biolégicos como o DNA, utilizando
biossensores baseados em DNA de fita dupla (dsDNA).

Material e Métodos

Estudos eletroquimicos de reducdo e oxidacdo de trés amostras de naftoquinonas
denominadas RCMePh, CIBrNFQ e MCNO2Ph foram realizados em meio predominantemente
prético, a fim de mimetizar o ambiente bioldgico hidrofilico.

Foi preparada uma solucéo aquosa para controle contendo 2 mL de DMF (20%) e 8 mL
de tampéo fosfato pH 7,5 (¢ = 0,1 mmol L-1) a fim de resultar em uma solu¢do com volume
total de 10 mL. Calculou-se a quantidade da amostra que deveria ser adicionada a solugdo a fim
de resultar em uma concentragdo de 0,1mmol L. Em seguida, a amostra foi solubilizada em
eppendorf contendo 1mL de DMF. O uso do solvente polar aprético, DMF, é necessario para
viabilizar a completa solubilizagdo da amostra. A amostra solubilizada foi, entdo, adicionada
a célula eletroquimica. A solugdo foi desareada com nitrogénio durante 5 minutos antes da
varredura de cada composto, a fim de evitar a interferéncia do oxigénio e o aparecimento de
picos indesejados. Além disso, durante as varreduras, o gas foi deixado na superficie da solucéo.
Foram realizadas varreduras em VC e VPD somente com o eletrélito de suporte nas seguintes
faixas0,5a-1,3V;05a-15V;0a-15Vv;0a+10V;0a+15V. Logo em seguida foram
realizadas varreduras com a amostra para obtencdo dos perfis voltamétricos nas faixas catodicas
e anddicas.

Estudos da interacdo da RCMePh, com DNA por Voltametria de Pulso Diferencial, foi
feito o preparo da solucdo tampé&o acetato. A solugédo tampéo acetato foi preparada utilizando
agua deionizada previamente fervida a fim de ndo possuir microorganismos capazes de
danificar a molécula de DNA. Preparou-se a solucdo tampdo pH 4,23 através da mistura acido
acético (1,0 mol L) e acetato de sédio (1,0 mol L™).

Preparacao do gel de dsDNA, o gel de dsDNA foi preparado através da solubilizacao de
3 mg de dsDNA em 125 uL da solugdo tampdo acetato pH 4,23, este foi refrigerado por 48h
para a completa formacéo do gel de DNA, antes da realiza¢do das anélises eletroquimicas.

Preparo e condicionamento do sensor de dsDNA, para o preparo do sensor de dsDNA,
inicialmente o eletrodo foi polido com alumina, e entdo, realizou-se o condicionamento, a fim
de garantir a imobilizacdo do dsDNA. O condicionamento foi realizado através da técnica
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), com varredura realizada na faixa de 0 a +1,5 V em
velocidade de 10 mVs®. Foram realizados cinco ciclos até a completa estabilizacdo da
superficie eletrodica (organizacao da dupla camada eletrddica). Esse procedimento é realizado
a fim de tornar o eletrodo carregado positivamente, para assim permitir interacoes eletrostaticas
deste com os grupos fosfato do dsSDNA. Em seguida, 10 pL do gel foram depositados sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo para os estudos de VPD. O gel sobre o eletrodo foi
seco com leve fluxo de gas nitrogénio até ser possivel visualizar um fino filme de dsDNA sobre
o eletrodo, para os estudos de VPD.

As andlises foram realizadas com o eletrodo contendo o filme de dsDNA imerso em
solucéo de etanol (20%) e tampéo acetato pH 4,23 e varrido na faixa de potencial 0 a +1,5 V.
Para os estudos de interagdo da amostra RCMePh com o dsDNA, outro eletrodo com filme de
dsDNA foi imerso em solugéo de etanol (20%) e tampdo acetato pH 4,23. O eletrodo e a solugéo
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foram deixados durante 15 minutos em contato e ap0s isso foi realizada outra varredura na faixa
de potencial 0 a +1,5V.

Ap0s a execucdo dos experimentos, foi utilizado o software grafico Origin para analise
e tratamento dos dados obtidos.

Resultados e Discussao

Os estudos eletroquimicos das trés amostras de naftoquinonas (Figura 4) foram
realizadas em uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos, usando um pAutolablll
(FRAZ2) potenciostato/galvanostato, acoplado a um microcomputador com o software NOVA®.
O eletrodo de trabalho (ET) foi o de carbono vitreo (BAS, diametro = 3 mm), o auxiliar, um fio
de platina espiralado e o de referéncia, o sistema Ag/AgCI/CI- (3 M). O ET foi polido com
alumina. Nos experimentos utilizando a técnica de voltametria ciclica (VC), a velocidade de
varredura padréo foi de 100 mVs™ e em voltametria de pulso diferencial (VPD), 10 mVs™. Para
mimetizar as reacGes redox que ocorrem no meio biolégico hidrofilico, as analises
eletroquimicas de reducdo (intervalo de potencial de 0 a -1,5V) e oxidacdo (intervalo de
potencial de 0 a +1,5V) foram realizadas em meio prético, utilizando tampéo fosfato pH 7,5 e
dimetilformamida (DMF, 20%) como co-solvente. Antes de cada medida eletroquimica, a
solugdo foi desaerada com Nag por aproximadamente 5 min. A estrutura dos compostos
estudados encontra-se na Figura 4. Os compostos estudados (figura 4) foram sintetizados,
caracterizados e gentilmente cedidos pelo grupo de sintese organica do Prof. Vitor F. Ferreira
da Universidade Federal Fluminense (UFF). A concentragdo dos compostos na célula
eletroquimica foi de 1 mmol L.

Figura 4 - Estrutura dos compostos estudados no presente trabalho.
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Fonte: Autor, 2024.

Os trés compostos (Figura 4) possuem a funcdo naftoquinona, sendo os compostos 1
(RCMePh) e 3 (MC-NO2Ph) monohalogenados, e o composto 2 (CIBrNFQ) dihalogenado. O
composto 2 apresenta ainda um grupo nitroaromatico eletrorretirador em sua estrutura. Com
efeito, espera-se que as diferencas estruturais das amostras culminem em diferencas nos
voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial.

De modo geral, os voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial sdo complexos, com
picos adicionais quando comparados as naftoguinonas tradicionais, cujos voltamogramas
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evidenciam apenas a formagao da hidroquinona (QH?>), representada por um Unico par de picos
(Ic/1a). O fato de as amostras possuirem bons grupos abandonadores, associado a complexidade
supracitada, € um indicio de que o mecanismo ocorre via eliminacgéo redutiva, um mecanismo
do tipo eletroquimico-quimico (EC).

Figura 5 - Voltamogramas ciclicos das amostras 1, 2 e 3 (c = 1.10° mol/L) em tamp&o
fosfato pH 7,5 (80%) + Dimetilformamida — DMF (20%), eletrodo de carbono vitreo, v =
100 mV/s. Eletrodo de carbono vitreo, v= 100 mVs-1, varreduras sucessivas, linha preta
- primeira varredura, linha vermelha — segunda varredura.
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Fonte: Autor, 2024.

Os trés compostos apresentam perfis voltamétricos complexos (Figura 5), com a
presenca de pelo menos trés picos de reducdo. Nota-se que a segunda varredura (Figura 2, linhas
vermelhas) é diferente da primeira (Figura 5, linhas pretas), indicando reacdes quimicas
acopladas com mudancas estruturais. Uma possibilidade de mecanismo redox é que,
inicialmente ocorre a reducdo da quinona a hidroquinona esta pode perder um grupo
abandonador e leva a formacdo do intermediario quinonametideo, uma espécie altamente
eletrofilica e que € capaz de induzir respostas citotoxicas invivo. Comprovar a geracao de QMs
é essencial para a elucidacdo do mecanismo de acdo bioldgica destes compostos.

Em VPD, uma técnica mais sensivel que a VC, observa-se um comportamento
eletroquimico semelhante ao observado em VC (Figura 6).

Figura 6 - Voltamogramas de pulso diferencial das amostras 1, 2 e 3 (¢ = 1.10™* mol/L) em
tampéo fosfato pH 7,5 (80%) + Dimetilformamida — DMF (20%) (linha cinza). Eletrodo
de carbono vitreo, v=10 mV/s, varreduras sucessivas, linha preta - primeira varredura,
linha vermelha — segunda varredura.
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Os estudos eletroquimicos em meio prético na faixa anddica estudada (0 a +1.5 V) nédo
mostraram picos, logo, ndo ocorre oxidacdo da funcdo quinona na faixa 0 a +1.5V (Figura 7).
Figura 7 - Voltamogramas ciclicos anodicos das amostras 1, 2 e 3 (¢ = 1.10* mol/L) em
tampao fosfato pH 7,5 (80%) + Dimetilformamida — DMF (20%) (linha cinza). Eletrodo
de carbono vitreo, v=100 mVs-1, varreduras sucessivas, linha preta - primeira varredura,
linha vermelha — segunda varredura.
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Fonte: Autor, 2024.

Estudos da interacdo da RCMePh, com DNA

Existem algumas maneiras de interagdo entre compostos de interesse e 0 dSDNA,; nesse
sentido, como mencionado por Lopes, Oliveira e Brett (2013), os biossensores de dsDNA,
associados a voltametria de pulso diferencial, tém sido satisfatoriamente utilizados para
investigar as interacdes entre metais pesados, pequenas moléculas e outros compostos perigosos
com o dsDNA. Dentre as possibilidades de formacdo do aduto analito-DNA reportadas pela
literatura, sdo possiveis interacfes do tipo covalente e ndo-covalente - intercalagdo, interacdo
com os sulcos ou interacdo eletrostatica (RAMOTOWSKA, CIESIELSKA e MAKOWSKI,
2021).

E fundamental realizar uma comparagdo entre o comportamento eletroquimico da
amostra em eletrodo de carbono vitreo e em biossensores para avaliar possiveis intera¢fes do
composto com alvos bioldgicos importantes.

No voltamograma de pulso diferencial registrados na superficie do filme de dsdna em
carbono vitreo da RCMePh, ndo evidenciaram picos de oxidagdo na faixa de 0 a +1,5 V tanto
apos a aplicacao do potencial de primeira, quanto no potencial da segunda onda respectivamente
(Eplc = -0.1489 e Epllc = - 0.5467) (Figura 8). Esse procedimento visava investigar se 0S
produtos de reducdo da RCMePH interagem com o DNA. Os resultados, portanto, foram
negativos. Além disso, a interacdo ap6s 15 minutos de contato da amostra com o biossensor de
dsDNA também foi investigada. N&o foi observada nenhuma evidéncia de interacdo entre a
amostra e o DNA, pois ndo houve exposi¢do das bases. Essa auséncia de interacao € evidenciada
pela falta de ondas anddicas na mesma faixa de potencial, entre 0 e +1,5 V (Figura 8).

Figure 8 - (1) Voltamogramas de pulso diferencial do biossensor de dsDNA na auséncia
de RCMePh (linha preta); biossensor de dsDNA na presenca de RCMePh (0,1 mM) com
pré-reducdo no potencial relativo a Eplc = -0,1489, ap6s 15 minutos de contato (linha
vermelha); voltamogramas de pulso diferencial de RCMePh (linha azul). Condi¢6es: meio
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aquoso etandlico (20%), tampao acetato, pH 4,21, eletrodo de carbono vitreo, direcédo
anodica, v=10 mV s-1. (2) Voltamogramas de pulso diferencial do biossensor de dsDNA
na auséncia de RCMePh (linha preta); biossensor de dsDNA na presenca de RCMePh (0,1
mM) com pré-reducéo no potencial relativo a Epllc =-0,5467, ap6s 15 minutos de contato
(linha vermelha); voltamogramas de pulso diferencial de RCMePh (linha azul).
Condigdes: meio aquoso etanolico (20%), tampdéo acetato, pH 4,21, eletrodo de carbono
vitreo, dire¢do anddica, v = 10 mV s-1. (3) Voltamogramas de pulso diferencial do
biossensor de dsDNA na auséncia de RCMePh (linha preta); biossensor de dsDNA na
presenca de RCMePh (0,1 mM) ap6s 15 minutos de contato (linha vermelha);
voltammogramas de pulso diferencial de RCMePh (linha azul). Condi¢Ges: meio aquoso
etanolico (20%), tampdo acetato, pH 4,23, eletrodo de carbono vitreo, direcdo anddica, =
10 mV s-1.
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Fonte: Autor, 2024.

A auséncia de picos de oxidacdo das bases nitrogenadas do DNA apdés a adicdo da
amostra indica que provavelmente ndo houve interagdo entre a amostra e o DNA. Isso sugere
que o mecanismo de acdo bioldgica da amostra ndo envolve a fragmentacdo do DNA. No
entanto, € importante destacar que o estudo eletroquimico por si s6 ndo é suficiente para
confirmar definitivamente a auséncia de interacdo. Para uma conclusdo mais robusta, seria
necessario complementar essa analise com outras técnicas, como espectrofotometria, para
determinar com maior certeza se a amostra RCMePh realmente ndo interage com o DNA.

Conclusdes

Os estudos eletroquimicos conduzidos com as amostras de naftoquinonas (RCMePh,
CIBrNFQ, e MCNO2Ph) proporcionaram uma compreensao aprofundada do comportamento
redox desses compostos em meio prético, simulando condi¢Bes biologicas. A analise dos
voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial revelou a presenca de maltiplos picos de reducdo,
0 que sugere a complexidade dos mecanismos eletroquimicos envolvidos, possivelmente
relacionados a formacdo de quinonametideos, que sdo espécies altamente eletrofilicas com
potencial citotoxico.

Os experimentos indicaram que, apesar de esses compostos apresentarem perfis
voltamétricos complexos e potencial para interacBes bioldgicas relevantes, o estudo da
interacdo com o DNA, utilizando biossensores de dsDNA, ndo evidenciou interacdes
significativas. 1sso sugere que o mecanismo de acdo biologica desses compostos pode nédo
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envolver diretamente a fragmentacdo do DNA, ou que outros alvos biologicos podem estar
envolvidos. No entanto, € relevante observar que esses resultados ndo excluem completamente
a possibilidade de interacdo, sendo necessaria a utilizagdo de outras técnicas complementares,
como a espectrofotometria, para uma confirmacgao mais conclusiva.

Dessa forma, este estudo contribui para a compreensdo dos mecanismos
bioeletroquimicos das naftoquinonas, e sugere a necessidade de futuras investigacdes que
possam correlacionar de maneira mais direta as propriedades redox desses compostos com suas
atividades bioldgicas e potenciais aplicacGes terapéuticas.

Agradecimentos

Ao PET Quimica da Ufal — Campus Arapiraca, Laboratorio de Eletrocatélise e
Eletroquimica Orgéanica e a Universidade Federal de Alagoas — Campus Arapiraca (UFAL).

Referéncias

CHIORCEA-PAQUIM, Ana-Maria; OLIVEIRA-BRETT, Ana Maria. DNA electrochemical biosensors for in situ
probing of pharmaceutical drug oxidative DNA damage. Sensors, v. 21, n. 4, p. 1125, 2021.

LOPES, I. C.; OLIVEIRA, S. Carlos B.; BRETT, A. M. O. In situ electrochemical evaluation of anticancer drug
temozolomide and its metabolites—DNA interaction. Analytical and bioanalytical chemistry, v. 405, n. 11, p. 3783-
3790, 2013.

PAIVA, Yen Galdino de et al. Eletroquimica medicinal de quinonas: integracéo entre eletroquimica, atividades
bioldgicas, interacdo com DNA e métodos computacionais. 2016.

PAIVA, Yen G. et al. Electrochemically driven supramolecular interaction of quinones and ferrocifens: an
example of redox activation of bioactive compounds. Current topics in medicinal chemistry, v. 15, n. 2, p. 136-
162, 2015.

PAQUIM, A. M. C.; BRETT, A. M. O. Dna electrochemical biosensors for in situ probing of pharmaceutical drug
oxidative DNA damage. Sensors, v. 21, n. 4, p. 1125, 2021.

RAMOTOWSKA, S.; CIESIELSKA, A.; MAKOWSKI, M.. What Can Electrochemical Methods Offer in
Determining DNA-Drug Interactions?. Molecules, v. 26, n. 11, p. 3478, 2021.

SANTOS, Danyelle Candido. Estudos bioletroquimicos de Nitronas. 2020.

SILVA, Thaissa L., et al. "Quinone-based molecular electrochemistry and their contributions to medicinal
chemistry: A look at the present and future.” Current Opinion in Electrochemistry 24 (2020): 79-87..

SILVA, Thaissa Lucio. Avaliacdo de substancias de interesse bioldgico com propriedades anti e pré-oxidantes.
2014.



