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RESUMO

Os alcaloides derivados das B-carbolinas possuem diversas atividades bioldgicas, sendo seu
maior destaque atribuido as atividades anticancers. Esta propriedade, portanto, tem despertado
0 interesse dos quimicos sintéticos na busca de novos protétipos a farmacos anticancerigenos.
Porém, o design de medicamentos mais promissores necessita de informac6es que podem ser
obtidas a partir do estudo da interacdo destas pequenas moléculas com o DNA e a proteina
BSA. Isso porque o DNA é o principal alvo de diversos farmacos, incluindo os
anticancerigenos, enquanto que a BSA é a proteina carreadora de varios medicamentos o que
influencia na eficdcia dos mesmos. Por esse motivo, 0 estudo da interacdo de pequenas
moléculas com estas macromoléculas vem avancando nas ultimas décadas. Neste contexto, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a interagdo de alcaloides B-carbolinicos com o ctDNA
(Calf thymus) e, também, com a proteina albumina de soro bovino (BSA), por meio das técnicas
de espectroscopia de absorcdo no UV-Visivel e de fluorescéncia molecular. Os resultados
mostraram que houve interacdo dos compostos derivados de alcaloides B-carbolinicos com as
duas macromoléculas avaliadas, ctDNA e BSA, resultando em formacdo de complexos
supramoleculares ndo fluorescentes através do mecanismo de quenching estatico. No estudo
com o ctDNA, pode-se observar que a interagdo dos compostos com a macromolécula foi
significativa, com valores das constantes de ligagdo, Kp, variando na faixa de 2,45x10* a 1,18
x10® L mol?, sendo a reacéo efetuada na proporgao de 1:1 (composto:ctDNA). O maior valor
de Ky, foi exibido pelo composto 9c, o qual possui um grupo N,N-dimetilanilina na posi¢do C1
no anel -carbolina, enquanto que para o composto 9e, possuindo o substituinte em C1 o-cloro
fenil, apresentou o menor valor de Ky. O principal modo da interacdo ocorre preferencialmente
via intercalacdo, o qual foi estabelecido por meio dos ensaios com o iodeto de potéssio (KI) e
brometo de etidio (BE). A partir do estudo da correlacdo analitica entre os valores de Ky vs
IGso, foi possivel observar que o modo intercalativo, para alguns compostos, é o principal
mecanismo de acdo anticancer do mesmo. A correlacdo foi, portanto, encontrada para linhagens
de colon (HT-29), para os compostos 9e, 10b, 9c; e de rim (786-0) para os compostos 9e, 17 e
9c. Para o estudo com a proteina BSA, os valores de Kp, variaram de 3,2x10* a 4,1x10° L mol-
! sendo o maior valor correspondente ao composto 9e, demonstrando uma boa afinidade com
a proteina e, apresentando relacéo estequiométrica de 1:1. Por fim, foi visualizado por meio do
docking molecular que os compostos estudados possuem boa afinidade com a cavidade
hidrofobica contida no sitio | da proteina, localizado no subdominio 1A onde é encontrado o
residuo de triptofano (Trp213). Dessa forma, é possivel afirmar que os compostos bioativos
avaliados, derivados das B-carbolinas, possuem afinidade tanto com o DNA, quanto com a
proteina BSA.

Palavras-chave: interacdo, pB-carbolinicos; ctDNA; BSA; técnicas espectroscopicas,
correlacdo bioanalitica, docking molecular.



ABSTRACT

The alkaloids derived from the B-carbolines have several biological activity, being their greater
prominence attributed the anticancer activities. This property, therefore, has aroused the interest
of the synthetic chemists in the search of new prototypes to the anticancer drugs. However, the
design of more promising drugs requires information that can be obtained from the study of the
interaction of these small molecules with DNA and BSA protein. This is because DNA is the
main target of several drugs, including anticancer drugs, while BSA is the multi-drug carrier
protein, which influences their effectiveness. For this reason, the study of the interaction of
small molecules with these macromolecules has been advancing in recent decades. In this
context, the objective of the present study was to evaluate the interaction of B-carbolinic
alkaloids with ctDNA (Calf thymus) and also with the bovine serum albumin (BSA) protein,
by means of absorption spectroscopy techniques in UV-visible and molecular fluorescence. The
results showed that there was interaction of the compounds derived from B-carbolinic alkaloids
with the two macromolecules evaluated, ctDNA and BSA, resulting in the formation of non-
fluorescent supramolecular complexes through the static quenching mechanism. In the study
with ctDNA, it was observed that the interaction of the compounds with the macromolecule
was significant, with values of the binding constants, Ky, ranging from 2.45x10* to 1.18x10° L
mol, reaction performed in the ratio of 1:1 (compound: ctDNA). The highest Ky value was
exhibited by compound 9c, which has an N,N-dimethylaniline group at the C1 position in the
[-carboline ring, whereas for compound 9e, having the substituent at C1 o-chlorophenyl,
showed the lowest value of Ky. The main mode of interaction occurs preferentially via
intercalation, which was established by potassium iodide (KI) and ethidium bromide (EB)
assays. From the study of the analytical correlation between the values of Ky vs 1Gso, it was
possible to observe that the intercalation mode, for some compounds, is the main mechanism
of anticancer action of the same. Correlation was therefore found for colon (HT-29) strains, for
compounds 9e, 10b, 9c; and kidney (786-0) for compounds 9e, 17 and 9c. For the study with
the BSA protein, the Ky values ranged from 3.2x10* to 4.1x10° L mol?, the highest value
corresponding to 9e, shown a good affinity with the protein and, with a stoichiometric ratio of
1:1. Finally, it was observed by molecular docking that the compounds studied have good
affinity with a hydrophobic cavity contained in the site | of the protein, located in subdomain
1A where the tryptophan (Trp213) residue is found. Thus, it is possible to state that the
bioactive compounds evaluated, derived from B-carbolines, have an affinity with both DNA
and BSA protein.

Keywords: interaction, B-carbolines; ctDNA; BSA; spectroscopic techniques; bioanalytical
correlation; molecular Docking.



Figural—

Figura 2 —
Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —
Figura 6 —
Figura7 —
Figura 8 —
Figura 9 —
Figura 10 —
Figura 11 —
Figura 12 —

Figura 13 —
Figura 14 —
Figura 15 —
Figura 16 —
Figura 17 —
Figura 18 —
Figura 19 —
Figura 20 —
Figura 21 —
Figura 22 —
Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

LISTA DE FIGURAS

Modelos de interagdo enzima-substratos propostos por (a) Emil Fischer e

(D) KOSNIANA ... s 15
Esquema baseado na teoria da quimica supramolecular .............c.cccccovevnenne 16
Farmacos anticancerigenos que interagem com o DNA (modelo: Calf

FRYIUS) cevveeeeee ettt ettt e et e et e e e taeeeataaesasaaesasaeesssaeensseeenseeennnes 18

a) Etapas do processo de a¢do de farmacos tendo DNA como alvo bioldgico
até a cura de diversas patologias; b) Mecanismo de resisténcia do DNA a

farmacos em funcao de processos de MULACAD .........ecveveeeriereresesesie e, 19
Estrutura dupla fita doO DNA ... 21
Isoformas do DNA: A-, B-€ Z-DNA ... 21
Esquema de possiveis modos de interacdo entre DNA-ligante .................... 22
Estruturas quimicas de nucleos intercalantes a0 DNA............ccccovevveieenene, 23
Estruturas quimicas de ligantes que interagem com DNA via groove.......... 25
Fracdo atribuivel dos principais fatores de risco de Cancer ............c.ccceuveuene 26
Estimativa do nimero de casos novos no Brasil, 2018-2019 ............c.c........ 27
Constantes de interacdo entre farmacos antitumorais e a BSA, obtidos por

meio da técnica de fluorescéncia molecular (PH=7,4) .....ccccoocererinennenne, 30
Estrutura da HSA e BSA, com residuos de triptofano mostrados em cor

(V=] (0 LRSS 31
Representacdo estrutural da BSA e seus dominios e subdominios ............... 32
Estrutura do nicleo B-Carboling ...........ccevvveiiiiiiicce e 33
Exemplos de alcaloides 3-carbolinicos NAtUrais ............coceeevrereieicncniennnns 33
Estruturas dos derivados de B-carbolinicos, sintéticos, e as respectivas

atividades antitUMOTaIS .........coeiverierierie e 34
Estruturas de B-carbolinicos, sintetizados pelo grupo de pesquisa UEM, e

suas respectivas atividades antitUmOrals ..........cccoovvreerieereeiieseene e 35
Estruturas de compostos B-carbolinicos e seus respectivos valores de

constantes de 1igacao (Kb) (PH = 7,4) c.eoveiiieie e, 37
[B-carbolinas que interagem com BSA e/ou HSA.........cccoooiiiiii i, 38
Estruturas quimicas dos derivados B-carbolinicos avaliados..............c......... 52
Representacdo do processo de a) quenching dindmico e b) quenching

BSTALICO 1.vvevieieie ettt reeraenes 54
Espectros obtidos para avaliagdo da interacdo CctDNA-ligante por

fluorescéncia molecular para 0 COMPOSLO 9C ......c.cevvverierieieniiiseeeeee e, 55

Planaridade dos compostos a) 9c; b) 10b; ¢) 17; d) 9e. Estruturas quimicas
com o0s seguintes grupos projetados para frente: 1) nucleo -carbolina; Il)

substituinte em C1; I11) substituinte em C3..........cccooeviiiiiiiie e 58
Avaliacgéo da interagcdo ctDNA-ligante por absor¢do no UV-vis: Composto
9C (BUM) € CIDNA (L0 M) <.oeiiiece et 59

Avaliacdo do modo de ligagdo DNA-ligante por meio de ensaios com



Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —
Figura 30 —

Figura 31 —
Figura 32 —

Espectros do sinal de fluorescéncia do brometo de etidio livre e na presencga
O CIDINA ettt ettt eeenes
a) Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia do sistema BE-ctDNA na
presenca do composto 9c. b) Decréscimo percentual do sinal de
fluorescéncia do sistema BE-ctDNA na presenca dos composto
ST or= Vg 10 111 [0 1RSSR
Correlagéo entre 1Gso e Ky das linhagens de células tumorais colon (HT-29)
e rim (786-0), para os compostos B-carbolinicos avaliados .............c.ccceeve.ee.
Espectros obtidos para avaliagdo da interacdo BSA-ligante por
fluorescéncia molecular para 0 COMPOSL0 9€ ........cccvevverierieiininineeeeeeee e,
Estrutura tridimensional do complexo 9e-BSA..........cccceieiiiininiiiiiiens
Docking molecular em diagrama 2D da interagdo B-carbolinas-BSA: 9c
(A); 96 (B); 10D (C); 17 (D) .veeveceeeiieeie ettt se et

63

63

67

69
73



Tabela 1l -

Tabela 2 -
Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 -

Tabela 6 —

LISTA DE TABELAS

Valores de 1Gso (em M) dos compostos B-carbolinicos avaliados frente a
7 linhagens de células tumorais humanas............cccceoveveiieieere e
Parametros de interacdo dos derivados de B-carbolinas com o ctDNA .......
Variagdo da méaxima absorvancia entre o complexo DNA-ligante e o
somatorio das absorvancias do ligante @ DNA HIVI€S ........ccccoeiviiiieinnenn
Parametros de interacdo dos derivados de B-carbolinas com o complexo
BE-ctDNA, obtidos por estudo de COMPEIGAD .........cccevvrveieiverieiiieieie
Parametros Termodindmicos de interacdo dos derivados de B-carbolinas
com o complexo BE-ctDNA, obtidos por estudo de competi¢éo ................
Parametros de interacdo dos derivados de B-carbolinas com a proteina

53
56

60

65

66



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BE Brometo de etidio

BSA Albumina de soro bovino

ctDNA DNA Calf thymus

DNA Acido desoxirribonucleico

DMSO Dimetilsulféxido

IGso0 Concentra¢do minima do farmaco capaz de gerar 50% de inibicdo do crescimento
HSA Albumina de soro humano

INCA Instituto Nacional do Cancer

Kb Constante de ligacédo

Kl lodeto de potassio

Kapp Constante aparente

Ksv Constante de Stern Volmer

Kq Taxa de extingdo biomolecular
mg Miligramas

nm Nandmetro

OMS Organizacdo Mundial de Saude

Trp Triptofano
UEM Universidade Estadual de Maringa
uv Ultravioleta

UM Micromolar



SUMARIO

L INTRODUGAD ...ttt sttt n sttt 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t en s 15
2.1. QUIMICA SUPFAMOIECUIAN ...ttt e 15
2.2. Interacdo macromolécula-ligante ..o 17
2.2.1. Sistema supramolecular: A importancia da interacdo DNA-ligante ............c...c....... 17
2.2.1.1. DNA € 5UaS CAracteriStiCas geraliS ........cocererurirerieinesieieesieseeesie e sie s e 20
2.2.1.2. Modos de ligagdo entre DNA € HHGaNTES .......ccccveieieriiiienereseeeeeee s 21
2.2.1.3. DNA como alvo bioldgico: patologias associadas ...........ccccceevvereieereeriesieennnan, 25
2.2.2. Sistema supramolecular: A importancia da interacdo proteina-ligante ................... 28
2.2.2.1. Albumina de soro bovino (BSA) e suas caracteristicas gerais ...........c.ccocceevvenenn. 30
2.3. Alcaloides B-CarboliniCos ..o 32
2.3.1. Interacdo de alcaloides B-carbolinas COmM DNA ...t 35
2.3.2. Interagdo entre B-CarbolinaS € BSA ........covoiiiii e 38
2.4. Andlise de correlagdo entre Kb € 1G50 ...c..oviieieiiieiesicseseeeie s 39

2.5. Técnicas e métodos utilizados para avaliar as interaces DNA/Proteina-

LIgANTE Lt 40
2.5.1. Espectroscopia de absor¢do no UV-VISiVel ..........ccccceevviiiieiiic e, 40
2.5.2. Espectroscopia de fluorescéncia molecular ............cccooevveiiciccecseece e 41
2.5.2.1. Mecanismo de QUENCHING ....cc.ooveiiiiiiiiiieese e 41
2.5.2.2. Constante de 1HGAGA0 (Kb) «...vevrrrerrerieriiriesiieie s 43
2.5.2.3. Determinacdo do Modo de Ligacdo DNA-HQante ...........ccceeveeeiievieieccecieen, 43
2.5.2.3.1. Ensaio de extincdo com iodeto de potassio (KI) ......cccccvevevieveciciieiiecece 43
2.5.2.3.2. Ensaios de competi¢cdo com brometo de etidio (BE) ........ccccoocererrinenceniennnn. 44
2.5.2.4. Parametros termodindmiCoS ..........ccceueueueieieieieisieisieieeis s, 45
3. JUSTIFICATIVA GERAL DO ESTUDO PROPOSTO .....cooceieriiiieiee e 46
4. OBJETIVO GERAL DO ESTUDO PROPOSTO ....ccccoviiiiiiiieieeseiee e 47
4.1. ODJetiVOS ESPECITICOS .....ocviiiiiiieiiiieie et 47
5. EXPERIMENTAL oottt e e e nae e e e e e e e nnnnee s 48
5.1. Reagentes e preparo das SOIUGDOES .........cceevuirirriiieniieee e e 48

5.2. EqUipamentos ULIIIZAdOS ..........ccuiiiiiiie i 49



TR o 0 Tor=To [0 T ] (0 1 SO 49
5.3.1. Determinagdo da concentracdo do ctDNA (Calf thymus) e albumina de soro

DOVINO (BSA) ittt ettt et e e e reen e e e e 49
5.3.2. Estudo da interacdo ctDNA-ligante por fluorescéncia molecular e UV-vis ........... 49
5.3.3. Estudo da interacdo proteina-ligante por fluorescéncia molecular .............c........... 50
5.3.4. Avaliacdo do modo de ligacdo com iodeto de potassio (KI) .......cccceeveveiveivenenne. 50
5.3.5. Estudo de competicdo com brometo de etidio (BE) .......ccccoocvvvvviviiveiieieieieciene 50
5.3.6. Estudo Teorico: Docking MOIECUIAT ..........coeiiiieieieee e, 50
5.3.7. Tratamento d0S da00S .......ccoiveiiriirieniiiiiesieeee e bbb 51
6. RESULTADOS E DISCUSSOES ......coovieveeeeereiieeesee s tesiess e senis s sessssesssneesnes 52
6.1 CONSIAEIAGORS INICIAIS ....evveuieiieieieeite sttt bbbt 52
6.2. Avaliacdo da interag@o DNA-IIGANTE .......cccoiiiiiiiieee e 53
6.2.1. Estudos por espectroscopia fluorescéncia molecular ............ccccceveveieiieiievncnen, 53
6.2.1.1. Determinacdo dos parametros de ligacdo com 0 DNA .......c.ccevviviiievicve e 54
6.2.2. Estudos por espectroscopia de absorgdo N0 UV-VIS ........ccocveveiieneeniene e, 59
6.2.3. Avaliagdo do Modo de HHGAGAD ........ceeierieiririiiiiieeie e 61
6.2.3.1. Estudo com iodeto de potassio (KI) .......ccoovveiieiiiieiieie e 61
6.2.3.2. Estudo de competi¢do com brometo de etidio (BE) .........ccccevvevvivievieieeiecen, 62
6.2.4. ANalise de COMTelagao ..........ceiiiiiiiie it 66
6.3. Avaliacdo da interacao proteina-ligante .............ccoceoeiiienniineneiee e 68
6.3.1. Estudos por espectroscopia de fluorescéncia molecular ............ccccceoevevieiviiennene. 68
6.3.1.1. Determinacdo dos parametros de ligacdo cOm BSA .........ccccoevviievicve e, 68
6.4. Estudos de Docking MOIECUIAT ............cceiieiiiiiee e 72
6.4.1. Docking molecular COM BSA ..o 72
7. CONCLUSAOQ ..ottt 75

8. REFERENCIA ... oo et ee et e et e e e et e e e e e et e e e s e e er e e es et eees e esaees 76



14

1. INTRODUCAO

O estudo de interacbes macromolécula-ligante é baseado na teoria da quimica
supramolecular, sendo esta uma area multidisciplinar que estuda formacdo de complexos
moleculares por meio de ligagdes fracas, ndo covalentes, como interacdes hidrofdbicas, forcas
de Van der Waals, interacOes eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, entre outras (VARSHEY
etal., 2012).

Estas interacdes podem ocorrer entre diversas biomoléculas e pequenas moléculas,
incluindo DNA-farmaco e proteina-farmaco. O estudo da formacg&o destes dois complexos tem
se expandido nos dltimos anos, devido a sua grande importancia no desenvolvimento de
farmacos, uma vez que o DNA é o principal alvo farmacoldgico de diversas doencas e, que
proteinas carreadoras interferem na eficiéncia do medicamento. Portanto, compreender como
pequenas moléculas interagem com o DNA e proteinas carreadoras, como, por exemplo, as
albuminas de soro, ajuda no desenvolvimento de farmacos mais eficazes e menos toxicos ao
organismo (LI et al., 2016b; RAHMAN et al., 2017).

Nesse sentido, diversas classes de compostos quimicos tém sido alvo destes estudos
por apresentarem diversas atividades bioldgicas, incluindo atividades anticanceres, como
alcaloides derivados de B-carbolinas (SILVA et al., 2016a), piperidinas (DAS et al., 2018),
bases de Schiif (SILVA et al., 2016a), dentre outros. As B-carbolinas, por sua vez, vém
ganhando destaque por sua elevada atividade anticancer, tendo assim estudos relatados por
varios grupos de pesquisas (WU et al., 2010; SAVARIZ et al., 2014; SHANKARAIAH et al.,
2015; SHARMA et al 2016; SILVA et al., 2016b).

Dessa forma, a avaliacdo da interacdo macromolécula-ligante, pode ser efetuada por
meio de diversas técnicas instrumentais, tais como: Espectroscopia de fluorescéncia molecular
e absorcdo no UV-vis, eletroforese, espectrometria de massa, infravermelho, voltametria
ciclica, dentre outras (SIRAJUDDIN, ALI; BADSHAH, 2013), sendo que, as mais utilizadas
para este fim, sdo espectroscopia de fluorescéncia molecular e absorcdo no UV-vis
(DESPAIGNE et al., 2014).

Portanto, o presente trabalho buscou avaliar, de modo quantitativo, a interacdo de
quatro compostos bioativos da classe de alcaloides f-carbolinicos, com DNA (Calf thymus,
ctDNA\) e a proteina albumina de soro bovino (BSA). Estes foram sintetizados pelo grupo de
pesquisa da UEM (BARBOSA et al., 2016) e o estudo foi realizado por espectroscopia no UV-

visivel e fluorescéncia molecular.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Quimica supramolecular

A quimica supramolecular ¢ uma area multidisciplinar, conhecida como a “quimica
além da molécula”. Ela integra estruturas e funcdes de compostos pelo reconhecimento
molecular, que resultam da associacdo de duas ou mais espécies quimicas que se mantém unidas
através de forcas intermoleculares (NAUE, 2006; LEHN, 2002). A sua origem se deu em 1969,
guando Jean-Marie Lehn percebeu que alguns fendmenos biologicos importantes néo
envolviam formacédo ou quebra de ligacGes covalentes. Ao contrario, as estruturas bioldgicas
interagiam por meio de interagdes fracas, ndo covalentes e, assim, de natureza dinamica por
apresentar interacdes reversiveis (DESIRAJU, 2001; VARSHEY et al., 2012).

Essa nova visdo partiu do pressuposto da abordagem feita por Emil Fischer, em 1894,
guando ele propés a analogia da chave e fechadura, a qual constituiu 0 modelo onde as enzimas
seriam estruturalmente complementares a seus substratos. Essa teoria foi suportada por décadas,
até que em 1958, Koshland propds um modelo mais flexivel, a teoria do encaixe induzido, onde
0 substrato € capaz de induzir uma mudanca na conformacdo de uma enzima, promovendo o
rearranjo dos aminoacidos para formar o sitio ativo complementar ao substrato (Figura 1).
Ambos modelos sdo governados por forcas ndo covalentes (DESIRAJU, 2001; STRYER;
TYMOCZKO; BERG, 2014; BARREIRO; FRAGA, 2015), como intera¢des hidrofobicas, forgas
de Van der Waals, interacOes eletrostaticas, ligacGes de hidrogénio, entre outras (VARSHEY
etal., 2012).

Figura 1 - Modelos de interacdo enzima-substratos propostos por Emil Fischer (a) e Koshland

(b).
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Fonte: adaptado de STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2014.
Em 1987, Charles Pedersen, Donald Cram e Lehn receberam o Prémio Nobel de Quimica

e, dessa forma, consolidou a “Quimica Supramolecular” como uma nova area de pesquisa
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dentro da quimica e afins. Lehn ainda a definiu como “a quimica da ligagdo intermolecular” e,
assim como as moléculas sdo formadas conectando atomos por meio de ligacfes covalentes, 0s
compostos supramoleculares sdo construidos ligando moléculas através de interacdes
intermoleculares dando origem as estruturas automontadas altamente ordenadas (VARSHEY
etal.,, 2012; HUANG; ANSLYN, 2015). Desde entdo, esta area vem ganhando espago tanto na
area da Biologia/Medicina (ligagdo molécula-proteina, molécula-DNA, desenho de drogas,
entre outros) como também na Ciéncia dos Materiais (magnetismo, condutividade, sensores,
oOptica ndo-linear, etc. (Figura 2) (DESIRAJU, 2001; LEHN, 2002; YOU, 2015).

Figura 2 — Esquema baseado na teoria da quimica supramolecular.
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Fonte: Adaptado HALL et al., 2004.

Na area de quimica medicinal, o entendimento das propriedades das supermoléculas é
importante para a compreensdo dos principios do reconhecimento molecular, sendo este um
procedimento onde uma molécula hospedeira é capaz de formar um complexo com uma
molécula hdspede. Qualquer processo de reconhecimento molecular ocorre através de uma
série de interages entre as duas moléculas, ou seja, proteina ou DNA (receptor) e ligante
(farmaco), e a importancia destas interacdes fracas, ndo-covalentes, se deve ao fato delas
possuirem a caracteristica de serem reversiveis e, assim, os ligantes podem ficar livres para
outras interacdes (ERMONDI; CARON, 2006).
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2.2. Interagcdo macromolécula-ligante

As interagBes macromolécula-ligante tém se tornado alvo de estudo na éarea de
quimica, farméacia e medicina, uma vez que estas interacdes resultam em diversas respostas
bioldgicas. O DNA e as proteinas tem sido os grandes alvos desse tipo de estudo, pois as
informacdes obtidas sobre esta interacdo sdo relevantes para o desenvolvimento de farmacos
mais promissores. O DNA, por sua vez, é o principal alvo farmacol6gico para diversas doencas
(SIRAJUDDIN, ALI; BADSHAH, 2013; RAHMAN et al., 2017), como, por exemplo, em
estudos realizados por SILVA et al., (2016b), confirmaram que os alcaloides -carbolinicos
interagiram com o ctDNA com constantes de interacio (Kp) da ordem de 10* a 10° L molt e o
modo de ligacdo foi via intercalacdo, além de verificar que o mecanismo de acdo destes
compostos podem estar relacionados ao DNA, visto que houve uma boa correlacdo entre 0s
valores de Ky, e 0s valores de ICso para atividade anticancer, com r? variando de 0.5360 a 0.9600.
Ja as proteinas também desenvolvem diversas fungdes biologicas no organismo, sendo que
algumas delas sdo resultados de interacdes intermoleculares entre proteinas e pequenas
moléculas, a exemplificar, as alouminas de soro, a qual é a principal responsavel por transportar
e distribuir farmacos a seus respectivos alvos. Sendo assim, a interacdo de medicamentos com
as albuminas influencia na atividade farmacologica do mesmo. H& também proteinas
causadoras de alergias, portanto, estes tipos de estudos podem ajudar no entendimento do
processo alergénico, como por exemplo, a avaliacdo de alguns farmacos com a proteina
ovalbumina, como tetraciclinas e sulfonamidas, os quais sdo usados em tratamento de animais,
como galinhas. Estes medicamentos podem gerar residuos nos alimentos derivados do animal,
como 0s ovos e, dessa forma, resultar em efeitos toxicos e reacdes alérgicas na populacdo, uma
vez que a ligacdo destes medicamentos com a proteina pode levar a mudancas conformacionais
e, consequentemente, funcionais (ZHANG et al., 2009; DANTAS, 2015; DANTAS, 2017,
LYRA, 2017). Desta forma, neste trabalho daremos enfoque a interacdo de compostos

biologicamente ativos com DNA e albumina de soro bovino.

2.2.1. Sistema supramolecular: Importéncia da interagdo DNA-ligante

Pequenas moléculas que interagem com o DNA tém tido uma elevada importancia na
medicina, representando uma parcela significativa dos medicamentos contra o cancer (Figura
3) (TSE; BOGER, 2004; WU, 2010). Dessa forma, compreender como estas moléculas
interagem com esta macromolécula ganhou a atencdo nos ultimos anos e se tornou um dos
principais temas de pesquisa (RAHMAN et al., 2017), tornando-se bastante relevante na

interface entre quimica, biologia molecular e medicina, uma vez que a interagdo DNA-ligante
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pode modificar processos vitais, como transcri¢do, sobrevivéncia e proliferagdo celular, bem
como o bom funcionamento de varios processos dentro do corpo. Dessa forma, a alteracdo de
propriedades topologicas e mecanicas do DNA devido a interacdo com o farmaco, pode alterar
0 metabolismo e afetar o crescimento das células, resultando em cura ou controle de doencas
(Figura 4a) como o céancer (SIRAJUDDIN; BADSHAH, 2013; AFRIN et al., 2017).

Figura 3 — Farmacos anticancerigenos que interagem com o DNA (modelo: Calf thymus).
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Fonte: elaborado pela autora, 2018

No desenvolvimento de farmacos faz-se necessario o entendimento dos principios que
regem o processo de reconhecimento molecular em relagdo ao alvo, no caso do DNA,
(excetuando-se os complexos com platina), pode-se projetar moléculas visando a interacao
destas por meio de liga¢cdes ndo covalentes com o &cido nucleico. Esse evento € decorrente de
uma reacdo de quimica supramolecular, uma vez que ocorre por meio de interagdes nao
covalentes entre as duas entidades, o alvo e ligante (ERMONDI; CARON, 2006), sendo a forgca

da interacdo, em alguns casos, da mesma magnitude que uma ligacéo covalente.
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Dessa forma, o entendimento do processo de interagéo deve ser considerado para o design
de novos medicamentos quem tenham maior eficiéncia e menores efeitos colaterais
(SIRAJUDDIN, ALI; BADSHAH, 2013; FAN et al., 2018), tendo em vista que 0s agentes
antineoplasicos, atualmente no mercado, possuem alta toxicidade e elevado grau de resisténcia
pelos pacientes (KUMAR et al., 2017) (Figura 4b).

O modo de ligacdo via intercalacdo ao DNA, tem tido um grande destaque nas Gltimas
décadas por apresentar um papel fundamental no efeito antitumoral de diversas drogas
clinicamente utilizadas, incluindo antraciclinas, acridinas, antraquinonas e doxorrubicina. Por
esse motivo, diversos grupos de pesquisas tém estudado Vérios intercalantes, dentre eles,
moléculas derivadas das B-carbolinas as quais tem mostrado grandes potenciais farmacoldgicos,
incluindo atividades anticancers devido a sua acdo direta em moléculas de DNA, danificando-
as, ou inibicdo das enzimas topoisomerase | e Il (CHEN et al., 2010; WU et al., 2010, SILVA
et al., 2016b).

Figura 4 - a) Etapas do processo de acdo de farmacos tendo DNA como alvo bioldgico até a
cura de diversas patologias; b) Mecanismo de resisténcia do DNA a farmacos em funcéo de
processos de mutacao.
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Visto isso, é importante o estudo da interacdo farmaco-DNA para que se possa obter uma
visdo do mecanismo em nivel molecular, sendo Gtil para otimizar a eficacia clinica de farmacos
existentes e desenvolver novos quimioterapicos mais efetivos e seletivos (RAHMAN et al.,
2017), uma vez que o cancer tem se tornado um problema global, com estimativa alta de novos

casos nos proximos anos (KOVVURI et al., 2018).

2.2.1.1. DNA e suas caracteristicas gerais

O acido desoxirribonucleico, mais conhecido como DNA, armazena as informacdes
genéticas necessarias para o desenvolvimento de um organismo, através do tipo e sequéncia de
bases nitrogenadas em sua cadeia polimérica. S&o estas informagfes que determinam a sintese
de todos os constituintes celulares e regula o seu correto funcionamento, por meio de
propriedades de reconhecimento molecular (NELSON; COX, 2014). Ele consiste em duas
cadeias polinucleotidicas que se unem através de ligacdes de hidrogénios entre as bases
nitrogenadas (Purinicas - Adenina (A), Guanina (G) e Pirimidinicas - Citosina (C), Timina (T))
de cada fita, sempre ocorrendo 0 pareamento de uma adenina com uma timina e uma citosina
com uma guanina (NELSON; COX, 2014) (Figura 5).

A ocorréncia de ligacbes ndo covalentes € essencial para a replicacdo, ja que elas
possibilitam que as fitas sejam separadas e utilizadas como um modelo para a nova dupla fita
de DNA (MANNA, 2013). As cadeias sé&o de sentidos opostos, enroladas em torno de um eixo,
formando a dupla hélice (conhecido como B-hélice), como mostrado na Figura 5.

O DNA duplex (dupla hélice) pode ser encontrado de formas estruturais distintas,
classificadas como A-, B- e Z-DNA, a depender das condi¢des do meio (Figura 6). A forma B-
DNA é a estrutura mais estavel sob condi¢des fisiol6gicas e, portanto, ela é usada como
referéncia padrédo para estudos de propriedades do DNA, além de ser a forma mais encontrada
no organismo. Por outro lado, as demais isoformas requerem condicGes mais especificas: a
isoforma A-DNA é formada em condi¢6es de desidratacao, enquanto que a Z-DNA é favorecida
em condicGes com alta concentracdo de sal e requer um tipo especial de sequéncias de bases.
Quanto a rotagdo das hélices, diferente das duas primeiras isoformas, a Z-DNA gira para a
esquerda (NELSON; COX, 2014).
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Figura 5 — Estrutura dupla fita do DNA.
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Fonte: Adaptado de BARREIRO; FRAGA, 2015.

Figura 6 — Isoformas do DNA: A-, B- e Z-DNA.

Fonte: NELSON; COX, 2014.

2.2.1.2. Modos de ligacédo entre DNA e ligantes
Como ja mencionado, diversas moléculas pequenas bioativas podem ligar-se ao DNA
por meio de ligagdes covalentes ou ndo covalentes (Figura 7) (RAHMAN et al., 2017). Decifrar
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0 modo de ligacdo preferencial entre estas duas moléculas tem sido uma abordagem importante
para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais (SHAHABADI; HEIDARI, 2012;
RAHMAN et al., 2017).

Figura 7 — Esquema de possiveis modos de interacdo entre DNA-ligante.

| Nao covalente I | Covalente |
| I
Intercalacdo Interagdo com os Eletrostéatica Ligagdoabase  Ligagéo ao fosfato
sulcos: nitrogenada  (agentes Alquilantes)
Groove

Fonte: Adpatado de BARRA; NETTO, 2015.

As interacGes que envolvem as ligacOes covalentes possuem alta energia, portanto sao
dificeis de ser rompidas e, dessa forma, os complexos farmaco-receptor séo raramente desfeitos,
0 que leva a inibicdo completa dos processos de DNA e morte celular subsequente. Esse modo
de ligagdo normalmente envolve ligantes de carater eletrofilico e bionucledfilos organicos. No
DNA, o ligante pode interagir com as bases nitrogenadas ou grupos fosfatos, como visto na
Figura 7 (BARREIRO; FRAGA, 2015; HASANZADEH; SHADJOU, 2016), como por
exemplo, a cisplatina, a qual é um potente agente anticancerigeno que se liga covalentemente
aos pares de base adenina e guanina do DNA, resultando na inibic¢ao da transcricao e replicagdo
do mesmo, além de induzir a morte celular (KELLAND, 2007; SIRAJUDDIN; ALlI,
BADSHAH, 2013).

As ligagdes covalentes ndo séo as mais adequadas em funcédo do seu alto potencial de
toxicidade, apesar de sua ocorréncia ser bastante frequente em agentes bioativos, portanto a
procura de candidatos a farmacos anticancerigenos que se liguem ao DNA de forma néo-
covalente, com mais especificidade, é alvo de grande interesse (DESPAIGNE et al., 2014;
BARREIRO; FRAGA, 2015).

O modo de ligagéo ndo covalente, por sua vez, esta relacionado a interagdes fracas e,

portanto, possuem a caracteristica de serem reversiveis, o que permite que os ligantes estejam
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em equilibrio livre/ligado e na forma livre possam realizar outras interagdes, além de ter menor
citotoxidade quando comparado aos agentes de ligacdo covalente (ERMONDI; CARON, 2006;
SIRAJUDDIN, ALI; BADSHAH, 2013). Esse tipo de interacdo é a base da quimica
supramolecular, como ja foi discutido. Com o DNA ela pode ocorrer preferencialmente de trés
formas: por intercalacdo, via groove ou ainda de forma eletrostatica (RAHMAN, et al., 2017;
AHMAD, A.; AHMAD, M. 2018) (Figura 7).

De modo geral, as pequenas moléculas, em sua maioria, interagem com o DNA via
intercalacdo ou groove. Todavia, os efeitos eletrostaticos também desempenham um papel
importante ao ligar-se ao DNA. Além disso, ha ocorréncia de compostos que se ligam ao DNA
por mais de um mecanismo (AFRIN et al., 2017; RAHMAN et al., 2017).

A intercalacdo ocorre quando um ligante aromatico planar, com sistema rico em
elétrons =, se insere entre dois pares de base adjacentes do DNA (STREKOWSKI, WILSON,
2007). A estabilidade do complexo, DNA-ligante, é efetuada pelo empilhamento n-1t que ocorre
entre 0s grupos aromaticos heterociclicos dos pares de bases e o intercalante, por meio de forcas
de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, hidrofobicas e/ou transferéncia de carga
(MARTINEZ; CHACON-GARCIA, 2005; BARRA; NETTO, 2015). Este modo de interacio
causa uma mudanca na estrutura do DNA, resultando em enrijecimento, alongamento e
desenrolamento da dupla hélice. Consequentemente, a deformacéo da dupla hélice causada pelo
intercalador impede a replicacdo do DNA na interrupcdo do mecanismo normal de replicacéo,
transcricao e reparo do DNA e, portanto, inibe a proliferacdo de células cancerigenas ou causam
amorte celular (BARRA; NETTO, 2015; SHANKARAIAH etal., 2015). Este modo de ligacédo
esta relacionado a eficacia antitumoral de farmacos clinicamente utilizados baseados em
acridinas e antraquinonas (WU et al., 2010). Dessa forma, diversas estruturas quimicas,

derivadas de nucleos intercalantes, tém sido propostas (Figura 8).

Figura 8 — Estruturas quimicas de nucleos intercalantes ao DNA.
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Fonte: adaptado de WHEATE, 2007.
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Atualmente, existem quatro intercaladores organicos aprovados pela Agéncia Federal
do Departamento de Salde e Servigos Humanos dos Estados Unidos para o tratamento de
cancer humano: a daunorrubicina, doxorrubicina, mitoxantrona e a ansacrina. Estes agentes ao
intercalarem ao DNA, promovem ligacdo covalente da macromolécula com a enzima
Topoisomerase Il, 0 que leva a intermediérios prejudiciais ao metabolismo celular e, assim,
resultando na morte via apoptose (HANDE, 2008). Os agentes intercalantes ao DNA formam
uma importante classe de farmacos na terapia antitumoral (WU et al., 2010; CHEN et al., 2011)

O modo de ligacao via groove ocorre quando as moléculas se ligam no sulco maior ou
menor do DNA. Esse tipo de interacédo esta relacionado a agentes ativos contra cancer e virus,
mas é principalmente encontrada em composto com ativididades antiprotozoarias, como por
exemplo leishmaniose, malaria e doencas de chagas (MCKEEVER; KAISER; ROZAS, 2013).
A exemplo, encontra-se a pentanamida que possui atividade contra a leishmaniose e contra
pneumonia causada pelo Pneumocystis carinii (EVANS, NEIDLE, 2006). Esta forma de
interacdo, ao contrario dos intercalantes, ndo ocasiona uma alteragdo conformacional extensa
da dupla hélice do DNA (CHAIRES, 2006). O complexo formado por ligacGes ao sulco menor
é estabilizado por vérias ligacGes de hidrogénio, forcas hidrofdbicas e interacfes de van der
Waals, como por exemplo, no caso da mitramicina, um farmaco anticancerigeno. A ligacéo do
sulco maior ocorre através da ligacdo de hidrogénio e pode formar uma hélice tripla de DNA,
como por exemplo, o antibidtico norfloxacino (HAQ, 2002; RAUF, 2005). Na Figura 9,
encontram-se as estruturas dos farmacos mencionados, como também de outros ligantes via
groove.

Quanto a interacdo eletrostatica, ela é mais fraca sob condi¢des fisioldgicas e, o ligante
encontra-se na forma de cétions e interage com os grupos fosfatos, que séo anidnicos, presentes
na parte mais externa do DNA. Dessa forma, a formacédo do complexo depende da concentracao
de sal na solucdo (STREKOWSKI; WILSON, 2007).



25

Figura 9 — Estruturas quimicas de ligantes que interagem com DNA via groove.
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2.2.1.3. DNA como alvo bioldgico: patologias associadas

Muitos agentes terapéuticos, essenciais no tratamento de diversas doencas, atuam por
meio da sua interagdo com o DNA. A exemplo destas patologias encontram-se o cancer e
algumas doencas parasitarias como a malaria, a doenca de chagas e leishmaniose. Entretanto,
no presente trabalho, destaca-se o cancer, uma vez que 0s compostos avaliados possuem
atividades anticancer contra linhagens celulares tumorais humanos.

O cancer por sua vez, é considerado uma doenca de alto nivel de complexidade,
atualmente existindo em mais de 200 tipos, 0s quais podem se desenvolver em qualquer érgédo
do corpo. O cancer ocorre por diversas mutacdes cumulativas nos genes, o que leva a alteracdes
nas funcbes celulares (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). As células alteradas
(neoplésicas), por sua vez, adquirem comportamentos anormais com crescimento de maneira
descontrolada e potencial invasivo, podendo assim disseminar para outros tecidos e 6rgaos, até
mesmo os mais distantes do ponto de origem, o que resulta no estado mais grave da doenga, a
metastase (ALMEIDA et al., 2005).

O céncer se tornou um problema mundial de saide publica onde o nimero de casos e
obitos que surgem por ano é bem alto. O seu desenvolvimento esté associado a diversos fatores
genéticos, ambientais, ocupacionais e comportamentais, como, por exemplo: a exposi¢do a

radiacdo, como também a algumas substancias inorganicas ingeridas indiretamente pelos seres
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humanos, 0s quais mostraram-se capazes de produzir danos ao DNA, provocando
anormalidades no crescimento e diferenciagéo celular (TORRES et al., 2015; HASSANPOUR;
DEHGHANI, 2017) (Figura 10).

Figura 10 — Fracao atribuivel dos principais fatores de risco de cancer.
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Fonte: INCA, 2015

Segundo a organizacdo mundial de satde (WHO), até 30 de maio de 2017, o cancer
era a segunda principal causa de morte em todo 0 mundo, com previsdo de um aumento anual
de novos casos de 14,1 milhGes em 2012 para 21,6 milhdes até 2030, e elevacdo da taxa de
mortalidade em 60% (KOVVURI et al., 2018).

De acordo com o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
um o6rgdo que participa da formulacdo da politica nacional de prevencdo, diagndstico e
tratamento do cancer, somente no Brasil, 0 nimero de mortes por cancer aumentou 31% desde
2000, chegando a 189.454 mortes em 2013 e 223 mil no final de 2015. As estimativas para o
biénio 2016-2017, publicado no final de 2015, foi que o nimero de novos casos ultrapassasse
590 mil (INCA, 2015). Enquanto que para o biénio 2018/2019 foi estimando 600 mil novos
casos (Figura 11) (INCA, 2018). A elaboracdo destes dados tem como objetivo conhecer a
magnitude dos principais tipos de cancer, planejar acdes e programas de controle e, definir

politicas publicas e alocacao de recursos (INCA, 2015).
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Figura 11 — Estimativa do nimero de casos novos no Brasil para o biénio 2018-2019.

Localizacio primaria Casosnovos % Tipo Casosnovos %
Prostata 68.220 31,7 Mama feminina 59.700 29,5
Tranqueia, Bronquio ¢ Pulmao 18.740 8,7 Célon e reto 18.980 9.4
Colon e reto 17.380 8.1 Colo do utero 16.370 8.1
Estomago 13.540 6,3 Tranqueia, Bronquio e Pulmao 12.530 6,2
Cavidade oral 11.200 52 Glandula Tireodie 8.040 4.0
Esofago 8.240 38 Estomago 7.750 3.8
Bexiga 6.690 31 Corpo do utero 6.600 33
Laringe 6.390 3,0 s Ovario 6.150 3,0
Leucemias 5.940 2.8 ’fe Sistema nervoso central 5.510 2,7
Sistema nervoso central 5.810 2.7 ; Leucemias 4.860 2.4
Total* 162.150 Total* 146.490

*Neoplasias mais incidentes, exceto pele ndo melanoma

Fonte: INCA, 2018.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, atualmente entre 30-50% dos
canceres podem ser prevenidos ao evitar alguns fatores de riscos e adquirir estratégias de
prevencdo ja estabelecidas. Porém, quando ocorre, tem grandes chances de cura quando o
individuo é diagnosticado precocemente e tratado de forma adequada. O diagnéstico eficaz é
extremamente importante e o tratamento engloba uma ou mais modalidade, onde os principais
sdo: radioterapia, cirurgia e quimioterapia, 0s quais tem o objetivo de cura ou prolongamento
de vida.

Os dois primeiros procedimentos séo instrumentais, por outro lado, a quimioterapia
faz uso de compostos quimicos, chamados quimioterapicos, e pode curar alguns tipos de cancer
e ter atuacdo efetiva em doencas disseminadas, como na doenca de Hodgkin, linfomas néo-
Hodgkin de alto grau e leucemias, além de ser vélida na paliacdo de varias outras doencas
(INCA, 2006). Esta modalidade é mais efetiva quando usada combinacfes de farmacos, e tem
como objetivo destruir as células cancerigenas, porém, por ndao ser um método seletivo, as
células normais também acabam sendo danificadas ocasionando os efeitos colaterais como
fraqueza, perda de cabelo, nauseas, reducdo da imunidade, miocardiopatia, sequelas no sistema
nervoso central, dentre outros (ALMEIDA, 2005, INCA, 2018). Entretanto, as células malignas
sdo as mais afetadas devido as diferencas quantitativas entre os processos metabolicos dessas
duas populacgdes celulares (INCA, 2018).

Atualmente, os agentes antineoplasicos mais empregados no tratamento do cancer
incluem os alquilantes (ex.: cisplatina), antimetabdlitos (ex.: metrotexato), derivados de
vegetais (ex.: vincristina), antibidticos antitumorais (ex.: doxorrubicina), compostos de platina,
entre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Porém, é preciso salientar que, em alguns

casos, a quimioterapia ndo funciona completamente ou para de funcionar. Este processo é
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conhecido como resisténcia a droga, sendo esse um dos problemas mais desafiantes que 0s
pesquisadores e pacientes com cancer enfrentam atualmente.

A resisténcia pode ocorrer quando as células cancerosas contém alteracdes
moleculares que as tornam insensiveis a um medicamento especifico antes do inicio do
tratamento, sendo, portanto, chamada de resisténcia intrinseca. Em outros, as células cancerosas
podem se adaptar ao farmaco enquanto estdo sendo administradas, seja no inicio ou ao longo
do tratamento, adquirindo mudancas moleculares que Ihes permitem escapar de seus efeitos
(Figura 4b) (HUBER et al., 2010; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2016).

As alteragfes moleculares que contribuem para a resisténcia incluem a mutacdo do
alvo molecular do farmaco, altera¢es na forma como o farmaco interage com o tumor, aspectos
relacionados a farmacocinética e metabolismo, alteracdes celulares amplas, e alteracdes
no microambiente do tumor, entre outros (HUBER et al.,, 2010; NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2016). Dessa forma, a resisténcia aos farmacos ocasiona reducéo de afinidade da
droga pelo alvo biologico e, consequentemente reduz as alteracfes nos perfis de atividades das

proteinas e enzimas, ndo levando a cura das doencgas (PAXTON, 2012).

2.2.2. Sistema supramolecular: A importancia da interacdo proteina-ligante

As proteinas sdo importantes biomoléculas responsaveis por diversas funcGes
biol6gicas, no meio intra e extracelular, as quais sdo consequéncias de interacdes quimicas.
Estas interacbes podem ocorrer com diferentes macromoléculas, como proteinas e acidos
nucléicos, e pequenas moléculas, como drogas, ions, corantes, entre outros e, assim, definindo
sua fungdo no organismo (ALBERTS et al., 2010).

Dentre as diversas proteinas existentes, encontram-se aquelas que atuam no transporte
de moléculas para dentro e para fora das células, a exemplo, a albumina sérica. Ela é a mais
abundante no plasma sanguineo, além de ser a principal proteina transportadora de farmacos.
Por apresentar uma estrutura flexivel e uma variedade de sitios de ligacdo, permite se ligue
reversivelmente a diversas espécies quimicas enddgenas e exogenas (CHAKRABORTY;
BASAU, 2009; DESPAIGNE, 2014; GHOSH; RATHI; ARORA, 2016; LI et al., 2016).

Alguns tratamentos, como por exemplo, a quimioterapia, podem ser afetados pelas
interacbes dos agentes terapéuticos com proteinas transportadoras existentes na corrente
sanguinea, uma vez que isto pode afetar a distribuicdo, concentracdo livre e metabolismo do
farmaco. Por outro lado, a albumina, por ser molécula transportadora, pode favorecer na entrega
seletiva de medicamentos na regido tumoral e facilitar seu acesso na célula. Estes efeitos sdo,

portanto, relacionados com a magnitude dessa interagéo (Kbp), a qual podem ser efetuadas por
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meio de ligagdes fracas ndo covalentes, como ligacfes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas,
interacbes de Van der Waals e interacfes hidrofébicas, formando assim um complexo
supramolecular farmaco-proteina. (CHAKRABORTY; BASU; 2009; ALBERTS et al., 2010;
DESPAIGNE et al., 2014). Dessa forma, a eficacia dos agentes terapéuticos depende da sua
capacidade de ligacdo a proteinas transportadoras, como por exemplo as albuminas de soro
(ZHANG etal., 2009). Uma ligagdo muito forte entre a albumina e o composto carreado pode
diminuir a concentracdo deste no plasma sanguineo, enquanto que uma fraca ligacdo pode
levar a um tempo de meia-vida curto ou a uma ma distribuicdo deste composto. Por isso, é
importante conhecer e avaliar as propriedades de ligacdo (BASU; KUMAR, 2015;
JAHANBAN-ESFAHLAN; PANAHI-AZAR, 2016).

Dessa forma, o estudo da interacdo de pequenas moléculas bioativas com proteinas
transportadoras tem sua importancia, pois os parametros de ligacdo sdo Uteis no estudo da
farmacocinética de um farmaco, desenho de anadlogos com propriedades farmacoldgicas
efetivas, farmacodianica e no design das formas de dosagem do medicamento, uma vez que
estas interaces implicam na acdo farmacoldgica do farmaco, assim como sua
biotransformacao, biodistribuicao, dentre outros fatores, pois apenas compostos livres exibem
sua acdo bioldgica (CHAKRABORTY; BASAU, 2009; LI et al., 2016). Esta avaliacdo fornece
parametros, como constante de ligacéo, locais e forca de ligagéo e a alteracdo dos parametros
termodinadmicos (AH, ASe AG) (Bl et al., 2009). Porém, o presente trabalho focara na
determinacéo da constante de ligacdo e os possiveis sitios de ligagéo.

Apbs a albumina de soro humano (HSA), a albumina de soro bovino (BSA) é um
modelo mais amplamente utilizado em estudos de interacdes proteina-ligante, pois apresenta
alta homologia estrutural com a HSA, é estavel e possui menor custo quando comparada a
albumina humana. Mas, ambas sdo empregadas como proteinas modelos para estudos do
complexo farmaco-proteina (XIE et al., 2006; CHAKRABORTY; BASAU, 2009; GHOSH;
RATHI; ARORA, 2016; LI et al., 2016), incluindo farmacos antitumorais clinicamente
utilizados (Figura 12).
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Figura 12 — Constantes de interacdo entre fArmacos antitumorais e a BSA, obtidos por meio da

técnica de fluorescéncia molecular (pH=7,4)
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Fonte: elaborado pela autora, 2018

2.2.2.1. Albumina de soro bovino (BSA) e suas caracteristicas gerais

As albuminas do soro sdo as proteinas mais abundantes no plasma sanguineo
correspondendo a aproximadamente 60% do seu total de proteinas. (GELAMO et al., 2002;
JAHANBAN-ESFAHLAN; PANAHI-AZAR, 2016). Sua funcéo fisioldgica mais relevante é a
de realizar o transporte de diversos compostos importantes ao organismo, como aminoacidos,
farmacos, acidos graxos, vitaminas, hormonios e bilirrubina para seus locais alvo, além de ser
responsavel por regular a pressdo arterial osmotica sanguinea (NAIK, CHIMATADAR,
NANDIBEWOOR, 2010; BOURASSA; HASNI; TAIMIR-RIAHI, 2011). Além disso, ela é
responsavel pela distribuicdo de medicamentos em seus devidos sitio de ligacdo, como também

tem a caracteristica de aumentar a solubilidade de farmacos pouco sollveis no plasma atraves
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da simples interacdo (BECKFORD, 2010; JAHANBAN-ESFAHLAN; PANAHI-AZAR,
2016).

A BSA possui uma estrutura bastante similar a estrutura da HSA, apresentando uma
percentagem de sequéncias idénticas de aminoacidos de aproximadamente 80% (METI et al.,
2014) e, portanto, é geralmente utilizada como proteinas-modelo para diversos estudos
bioquimicos, fisico-quimicos e biofisicos (GELAMO et al., 2002; SURYAWANSHI et al.,
2016).

A BSA ¢é uma cadeia polipeptidica simples de 582 residuos de aminoacidos e trés
dominios (1, Il, I11). Dentre os aminoacidos encontram-se dois residuos de triptofano (Trp 134
e Trp 213), os quais sdo 0s maiores responsaveis pela propriedade de fluorescéncia das
albuminas, devido a porcdo aromaticas em suas estruturas, permitindo assim que os estudos de
interacbes com compostos sejam realizados por meio da técnica de espectroscopia de
fluorescéncia. O Trp 134 localiza-se na superficie da molécula e o Trp 213 esta localizado
dentro de uma cavidade hidrofobica da BSA (Figura 13), enquanto que a HSA é composta por
585 residuos de aminoacidos e contém apenas um triptofano, o Trp 214 (BOURASSA; HASNI,;
RIAHI, 2011; Ll et al., 2011; CHENG, 2012).

Figura 13 - Estrutura da HSA e BSA, com residuos de triptofano mostrados em cor verde.

Trp-214

HSA
Fonte: BOURASSA; HASNI; TAJMIR-RIAHI, 2011.

A BSA possui trés dominios (I, I1, I1l) linearmente dispostos, que por sua vez sao
compostos por dois subdominios, A e B (Figura 14). Os principais locais de ligacdo de
moléculas enddgenas e exdgenas estéo localizados nas cavidades hidrofobicas dos subdominios
I1A e 1A, também conhecidas por sitios | e 11, respectivamente. Na superficie do subdominio
IB esté localizado o Trp 134, enquanto que o Trp 213 encontra-se na cavidade hidrofébica do
dominio 1A (BOURASSA; HASNI; RIAHI, 2011; Ll etal., 2011; JAHANBAN-ESFAHLAN;
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PANAHI-AZAR, 2016). Na HSA, o Trp 214 esté localizado no subdominio I1A (SILVA et al.,
2014a).

Figura 14 - Representacdo estrutural da BSA e seus dominios e subdominios.

Sitio II \
Sudlow
Sitio I

Fonte: Adaptado HUDSON, 2017.

2.3. Alcaloides p-carbolinicos

Os alcaloides representam um grupo heterogéneo de substancias organicas, bastante
diversificado, que se caracterizam pela presenca de nitrogénio, em geral com propriedades
basicas. Sua origem é principalmente vegetal, mas pode ser também encontrado em fungos,
bactérias, animais e seres humanos. Esta classe de compostos esta presente na histéria da
medicina tradicional, pois muitos deles tém atividades farmacoldgicas comprovadas e, portanto,
séo importantes para medicina e biotecnologia (WINK, 2010).

Dessa forma, a industria farmacéutica, é em parte, motivada pela descoberta de
farmacos de origem vegetal que sdo importantes no tratamento diversas doencas, como o
cancer, a citar o exemplo dos alcaloides de vinca vincristina e vimblastina, isolados da espécie
Catharanthus roseus (familia Apocynaceae) (RABELO, 2014), camptotecina, isolada da
espéecie Camptotheca acuminata (familia Nyssaceae) (SRIRAM et al., 2005) e alguns analogos
semi-sintéticos, a vinorelbina e vindesina (PRAKASH et al, 2013).

Dentre os alcaloides bioativos, uma importante classe que tem tornado alvo em estudos
de interagbes macromolécula-ligante, por apresentar amplo espectro de propriedades
bioquimicas e farmacologicas, inclusive potentes atividades antineoplasicas, séo os alcaloides
B-carbolinicos (CAO et al., 2010; CHEN et al., 2010). Eles s&o baseados na estrutura do ndcleo
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B-carbolina, o qual é composto por um anel triciclico pirido[3,4-b]indol (Figura 15) (DAOUD,
A.etal.,, 2014; ASHOK et al., 2015) com diferentes graus de aromaticidade (CAO et al., 2007),
podendo sofrer substituicdes em qualquer das nove posi¢ées ao longo da estrutura do nucleo,

dando origem a uma vasta diversidade estrutural (LIEW et al., 2014).

Figura 15 — Estrutura do nucleo p-carbolina.
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Fonte: ASHOK et al., 2015.

Estes alcaloides sdo conhecidos como alcaloides do harmala, pois 0s primeiros a serem
descobertos foram a harmalina e a harmina, isoladas a partir de sementes de Peganum harmala.
Eles exercem sua atividade antitumoral através de multiplos mecanismos, como intercalacdo
em DNA, inibicdo das enzimas topoisomerase | e Il, cinases dependentes de ciclina (CDK),
cinase ativada por mitégenos (MAPKAP-K2), mevalonato quinase (MK-2) e a proteina kinesin
(SHANKARAIAH et al., 2015; CHOURASIYA et al., 2012). Os B-carbolinicos sdao moléculas
pequenas de ocorréncia natural (Figura 16) e também sintética (Figura 17) conhecidos como
intercaladores ao DNA (CAO et al., 2007; ASHOK et al., 2015).

Figura 16 — Exemplos de alcaloides p-carbolinicos naturais.
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Fonte: Costa et al., 2008.

Estudos revelaram que os B-carbolinicos e seus derivados sdo agentes multifuncionais
em potencial que possuem uma afinidade de ligagdo elevada ao DNA e diversas atividades
bioldgicas, tais como anticancer, antiprotozoario (malaria), antileishmanidtica, antiviral,
antiparasitaria, antimicrobiana, dentre outros (CHOURASIYA et al., 2012; ROGGERO et al.,
2014; HORTON et al., 2016; SILVA, 2016a). Esta extensa atividade, principalmente a

antitumoral, tem tornado os B-carbolinas grandes alvos atrativos em sintese organica (Figura
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13), onde é possivel, com base em estudos de interacdes, fazer alteracbes estruturais em
compostos bioativos, visando melhorar as propriedades terapéuticas, como também aumentar a
seletividade, obtendo, assim, um prot6tipo a farmaco de maior eficécia clinica (CHEN, 2010;
SHANKARAIAH et al., 2015). Essa melhoria tem sido observada com a introducdo de grupos
apropriados nas posicdes 1, 2, 3 e 9 do nucleo p-carbolinico (CHEN, 2010; CHOURASIYA et
al., 2012; BARBOSA et al., 2016).

Figura 17 — Estruturas dos derivados de B-carbolinicos sintéticos e as respectivas atividades
antitumorais descritos na literatura.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Dessa forma, na busca continua de agentes antitumorais novos e eficazes, o grupo de
pesquisa da professora Maria Helena Sarragiotto, localizados no laboratorio de Produtos
Naturais Estrutura, Conformagdo e Atividade Biologica do Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), vem realizando diversas sinteses de moléculas
contendo o nucleo B-carbolina, com diferentes substituicdes nas posicdes 1 e 3 do anel, na

tentativa de obter compostos com potencial atividade anticancer. Dessa forma, o grupo também
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realiza a avaliagcdo das atividades contra diversas linhagens cancerigenas (FORMAGIO et al.,
2008; FORMAGIO et al., 2009; SAVARIZ et al., 2010; BARBOSA et al., 2011; SAVARIZ et
al., 2012; SAVARIZ et al., 2014). Alguns destes compostos sdo apresentados na Figura 18.

Figura 18 — Estruturas de B-carbolinicos, sintetizados pelo grupo de pesquisa UEM, e suas
respectivas atividades antitumorais.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

2.3.1. Interacdo de alcaloides pB-carbolinas com DNA

Como ja foi discutido no presente trabalho, o estudo da interagdo DNA-ligante tem se
tornado alvo de diversas pesquisas cientificas, as quais tem o objetivo de entender a agéo de
farmacos em nivel molecular, sendo assim uma importante ferramenta no desenvolvimento de

novos farmacos mais promissores.
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Os numeros de trabalhos publicados nessa area sdo imensos e, os B-carbolinicos
ocupam um grande espaco, devido ao seu alto potencial antiproliferativo. Portanto, diversos
grupos de pesquisas tém buscado sintetizar compostos derivados das -carbolinas no intuito de
obter moléculas de grande eficacia antitumoral e menores danos as células sadias, porém poucos
estudos tém avaliado de forma quantitativa a interacdo destes compostos com o DNA. Dentre
estes poucos trabalhos, encontra-se o estudo realizado por Xiao e colaboradores (2001), o qual
mostrou que os compostos avaliados intercalam ao DNA entre os pares de bases G-C, com
constante de ligagdo variando de 3,80 x10% a 45,03 x10° L mol™. Em trabalho semelhante,
SILVA et al. (2016b) também concluiram que os compostos, por eles analisados, ligavam-se
ao DNA preferencialmente via intercalagéo, com magnitude de interacdo na faixa de 0.033 x10*
a 182 x10* L mol?, além de que o principal mecanismo de acgio destes compostos esta

relacionado a sua interacdo com a macromolécula (Figura 19).



Figura 19 - Estruturas de compostos B-carbolinicos e seus respectivos valores de constantes de ligagédo (Kv) (pH = 7,4).
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2.3.2. Interacio entre p-carbolinas e BSA

O estudo da interacdo das p-carbolinas com o DNA é bastante explorado devido as
suas variadas atividades farmacologicas, em especial as atividades antitumorais. Porém,
trabalhos do estudo da interacdo com proteinas carreadoras € muito escasso. Como ja foi
mencionado, as albuminas de soro s&o as principais proteinas sollveis no plasma sanguineo e
sdo responsaveis por diversas fungdes importantes no organismo, dentre elas a responsabilidade
de transportar e distribuir farmacos aos seus alvos celulares. A albumina de soro bovino (BSA),
por sua vez, € um modelo bastante utilizado devido a sua alta semelhanca estrutural com a
albumina de soro humano (HSA), além de ser mais barata.

Dentre os poucos estudos existentes na literatura, encontra-se o de Fenerty & Lindup
(1991), onde avaliaram o sitio de ligagdo de alguns derivados B-carbolinas na BSA e,
observaram que estes tiveram mais afinidade para o sitio 1l. Anos mais tarde, Hemmateenejad
et al. (2012) avaliaram a interacdo do harmano, alcaloide também pertencente a classe dos f-
carbolinas, com a HSA por fluorescéncia molecular. Os resultados mostraram a formagao do
complexo proteina-harmano, como também o local de ligacdo, o qual estd localizado nos
subdominios 1A e I11A da BSA, porém com preferéncia em relacdo ao subdominio 1lA. Além
disto, as forcas de ligacdo que prevaleceram foram interacdo hidrofébica, interacdo de Van de
Waals e ligacdo de hidrogénio. Nesse mesmo ano, Nafisi et al. (2012) também realizaram um
estudo de interacdo de quatro pB-carbolinas com a BSA, onde confirmaram a interacdo através
das mesmas forcas que aquelas encontradas por Hemmateenejad et al. (2012). Na Figura 20,
podem ser observadas algumas B-carbolinas avaliadas em estudos de interacdo com proteinas

carreadoras.

Figura 20 — p-carbolinas que interagem com BSA e/ou HSA.

H;C H H
N N

Kb = 6,323 x 10* L mol* Kb = 5,04x 10°L mol™ Ko = 1,20 x 10°L mol Kp = 1,41 x 10°L mol-*
Nome: Harmano Nome: Harmalina Nome: Triptolina Nome: Harmana
Modelo proteina: HSA Modelo proteina: BSA Modelo proteina: BSA Modelo proteina: BSA
Fonte: Hermmateenejad et al., 2012  Fonte: Nafisi et al., 2012. Fonte: Nafisi et al., 2012. Fonte: Nafisi et al., 2012.

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708512002099?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708512002099?via%3Dihub#!

39

Como pode ser visto, ainda € bastante limitado o ndmero de trabalhos que visam
analisar compostos derivados de p-carbolinas com a albumina de soro. Sendo assim, o presente

estudo pode colaborar com esta area de pesquisa.

2.4. Analise de correlacéo entre Ko e 1Gso

Diante da necessidade do design de novo farmacos antitumorais com maior potencial
e maior seletividade frente as células cancerosas, alguns estudos vem buscando correlacionar
os valores das atividades bioldgicas dos compostos bioativos (IGsp), inclusive as B-carbolinas,
com seus respectivos valores de Ky, 0 qual se refere a magnitude da interagdo DNA-ligante.
Quando a correlacdo é estabelecida, é indicativo de que o principal mecanismo de acdo do
composto é sua interagdo com o DNA, caso ocorra outro mecanismo, ndo ha estabelecimento
de correlacdo (DZIEGIELEWSKI et al., 2002; SILVA, 2016a; DAS et al., 2018).

Nesse sentido Das et al., (2018), realizaram o estudo da correlacdo da constante de
ligacdo (Kp) com os valores da atividade citotoxica (IGsop) de compostos da classe piperidina os
quais apresentaram interacdo por intercalagdo com o DNA. Os resultados mostraram que 0s
compostos que apresentaram maior valor da constante de ligacdo, ou seja, maior interacdo com
0 DNA, foram os mais ativos (menor valor de 1Gso) frente as células avaliadas, enquanto que
os de menores valores de K, foram 0s menos ativos (maior valor de 1Gsp). Dessa forma,
estabeleceu uma relago linear inversa entre o Ky e 1Gso, com coeficiente de correlagdo (r?) na
faixa de 0,8174 a 0,9868. Estes valores estdo de acordo com os dados encontrado por Silva et
al., (2016b), porém com derivados de alcaloides B-carbolinicos, onde obteve uma relagéo linear
inversa com r? na faixa de 0,5360 a 0,9600, para as linhagens avaliadas. Ambos trabalhos
concluiram que a interacdo dos compostos com o DNA pode ser um dos provaveis mecanismos
de acdo do mesmo.

Em trabalhos similares, foram encontradas correlacGes para derivados de bases de
Schiff (SILVA et al., 2017) e composto ternarios de cobre (1) (SILVA et al., 2014b), onde o
Kb e IGsg mantiveram relagfes inversamente proporcionais, sugerindo assim o principal
mecanismo de acao farmacoldgica a interagdo com o DNA.

Por outro lado, para alguns estudos ndo foi possivel achar essa correlacdo entre as
variaveis analisadas, indicando, portanto, que os compostos analisados possuiam ac&o biologica
preferencialmente por meio de outros possiveis mecanismos, sendo assim suas atividades
citotoxicas exercidas em alvos diferentes do DNA, mesmo eles apresentando interagdes com a
macromolécula. Foi o caso das pesquisas realizadas por Dziegielewski et al., (2002) para

imidazoacridinonas, e por Pivetta et al., (2017) para derivados de cumarina.
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2.5. Técnicas e métodos utilizados para avaliar as interacfes DNA/Proteina- ligante

A interacdo entre biomoléculas e farmacos atraiu grande interesse entre pesquisadores
ha décadas. Ao longo dos ultimos anos, muitas pesquisas foram focadas na interagcdo farmaco-
DNA e farmaco-proteina (KALANUR; KATRAHALLI; SEETHARAMAPPA, 2009). Para
isso, diversas técnicas instrumentais podem ser usadas tanto para caracterizar a natureza do
complexo, quanto para avaliar os efeitos desta interacdo na estrutura da biomolécula. Dentre
elas a espectrometria de fluorescéncia molecular e absor¢gdo no UV-vis, eletroforese,
espectrometria de massa, infravermelho, voltametria ciclica, dentre outras (SIRAJUDDIN,
ALI; BADSHAH, 2013).

No presente trabalho, daremos enfoque as técnicas espectroscopicas de fluorescéncia
molecular e absor¢cdo no UV-vis, sendo estas a mais utilizadas em trabalhos similares
(DESPAIGNE et al., 2014).

2.5.1. Espectroscopia de absor¢do no UV-visivel

A espectroscopia UV-visivel é uma técnica relativamente simples, mas eficaz,
utilizada para avaliar a formacdo de complexos supramoleculares entre o ligante e a
macromoléculas, como DNA e proteinas, assim como a estabilidade do complexo.

A formacdo do complexo com o DNA pode ser avaliada por meio das mudancas
espectrais no maximo de absorcdo da molécula, na presenca e auséncia do DNA, sabendo que
as moléculas em estudo absorvem radiacdo na regido visivel. (REHMAN et al., 2015; AFRIN
etal., 2017; AHMAD; AHMAD, 2018). Geralmente, quando a ligac&o ocorre por intercalagéo
observa-se variagfes na intensidade de absorcdo (hipocromismo) normalmente junto ao
deslocamento no comprimento de onda para o vermelho (mudanca batocrdmica). Por outro
lado, se 0 modo for groove, a variacdo da intensidade é desprezivel e apenas é observado 0s
efeitos hipocrémico e hipercromico (RAHMAN et al., 2017; AHMAD; AHMAD, 2018).

J& para o emprego da técnica para avaliacdo do complexo formado com a proteina
avaliam-se as alteracGes das propriedades de absor¢do da proteina na auséncia e presenca do
ligante, em que se observa um aumento na intensidade da banda de absor¢do quando a proteina
livre é associada a um ligante, o que indica a formacdo do complexo (YU et al., 2014). As
proteinas possuem duas bandas de absor¢do: uma com maximo em aproximadamente 220 nm
correspondente as caracteristicas da estrutura o-hélice, e outra banda em 280 nm que
corresponde a absorcdo dos residuos dos aminodcidos triptofano, tirosina e fenilalanina
(ZHANG, G. et al., 2012; YUE et al., 2008).
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Esta técnica é ainda utilizada para se calcular a concentragdo do DNA e da proteina
em solucdo, como também para verificar a pureza do DNA. O mé&ximo de absor¢do do DNA
encontra-se em 260 nm ocasionado, preferencialmente, pelos grupos croméforos nas porcdes
de purina (adenina e guanina) e pirimidina (citosina e timina), sendo estas responsaveis pelas
transicoes eletronicas (SIRAJUDDIN, ALI; BADSHAH, 2013).

Dessa forma, a partir dos valores de absorgéo, calcula-se a concentracdo do DNA e
proteina utilizando a lei de Beer (SIRAJUDDIN, ALI; BADSHAH, 2013; SAVARIZ et al.,
2014). Quanto a pureza do DNA, calcula-se a razdo das absorvancias Azso/A2s0 0U Azeo/A230,

onde o valor deve estar entre 1,8-2,0.

2.5.2. Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A espectroscopia de fluorescéncia molecular € uma das técnicas mais amplamente
exploradas para compreender a interacdo macromolécula-ligante, podendo fornecer
informacdes importantes sobre a formacdo do complexo, como 0 mecanismo de quenching,
modo de ligacéo, distancias intermoleculares, constante de ligacéo, parametros termodinamicos
(AH, AS e AG), sitios de ligacao (estequiometria), entre outras. Ela é rapida, sensivel e seletiva
(AFRIN et al., 2017; RAHMAN et al., 2017).

Diversos compostos que possuem grupos funcionais aromaticos e estruturas rigidas
apresentam fluorescéncia intensa. Portanto, a avaliacdo do potencial de ligacdo ao DNA é
estudada com base nas mudancas desse sinal analitico do ligante na presenca de concentracfes
variaveis de DNA, sendo que este possui fluorescéncia desprezivel (REHMAN et al., 2015).
Por outro lado, a avaliacdo da interacdo do ligante-proteina pode ser feita por meio do
monitoramento do sinal de fluorescéncia da proteina ou do ligante. Mas, é preferivel avaliar por
meio do sinal da proteina onde a emissdo radioativa estd relacionada aos residuos dos
aminoacidos aromaticos: triptofano, tirosina e fenilalanina, que sdo fluorescentes e atuam como
fluoréforo. Entretanto, a fluorescéncia de muitas proteinas esta relacionada, principalmente, ao
residuo de triptofano, sendo este o de maior rendimento quantico (CHAKRABORTY; BASU;
2009; DESPAIGNE et al., 2014; DANTAS, 2015).

2.5.2.1. Mecanismo de quenching

O processo de guenching refere-se ao mecanismo onde uma espécie fornece uma via
alternativa para o fluoroforo de retornar do estado excitado ao estado fundamental, ou seja,
ocorre a supressao do sinal de fluorescéncia de um fluoréforo por uma molécula desativadora
(quencher) por uma variedade de interacbes moleculares. (AFRIN et al., 2017). Estes incluem

formagéo do complexo do estado fundamental, rearranjos moleculares, reacdes do estado


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1011134413000717#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1011134413000717#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1011134413000717#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1011134413000717#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986115001812#!

42

excitado, extingdo colisional ou por transferéncia de energia. A supresséo de sinal pode ser
induzida por processo dindmico ou estatico. O quenching dindmico é um mecanismo
momentaneo e ocorre quando o fluoréforo, em seu estado excitado, entra em contato, por
colisdo, com a molécula quencher levando a transferéncia de energia, e consequentemente a
diminuicdo no sinal. Por outro lado, o quenching estatico refere-se ao processo em que ha
formacdo de um complexo ndo-fluorescente no estado fundamental, resultando também na
reducdo do sinal analitico (ZHANG et al., 2009; DESPAIGNE et al., 2014).

O tipo desse mecanismo pode ser avaliado por meio de titulacbes fluorimétricas em
diferentes temperaturas, onde mantem constante a concentracdo da molécula quencher e varia
a do ligante. Caso ocorra 0 modo dinamico, o valor da constante de Stern-Volmer, Ksy, sera
diretamente proporcional a temperatura (T), uma vez que o niumero de colisbes aumenta quando
a temperatura se eleva. De forma contraria, no modo estatico, 0 aumento da temperatura
ocasionara reducdo do valor de Ksv, ou seja, essas variaveis serdo inversamente proporcionais,
pois com 0 aumento da temperatura o complexo formado tende a desestabilizar, reduzindo
assim o valor da constante (MOLINA-BOLIVAR et al., 2014).

O mecanismo quenching pode também ser estudado através da técnica de absorcao no
UV-Vis, onde os espectros do DNA, do composto livre e do complexo formado sdo avaliados.
Quando o valor de absorcéo do complexo é a somatdria da absor¢do do DNA mais 0 composto
(Acomplexo = Acomposto + Abna), tem-se um quenching dindmico, uma vez que este ndo afeta o
estado fundamental da molécula. Do contrario, se houver mudancas espectrais e nas
intensidades do sinal, sendo Acomplexo # (Acomposto + Actbna), indica ocorréncia e quenching
estatico (ZHANG et al., 2008; SILVA et. Al., 2016b)

No presente estudo de avaliagdo da interacdo DNA-ligante, a macromolécula funciona
como quencher, enquanto que no sistema proteina-ligante, o desativador passa a ser o ligante,
uma vez gue a proteina tem propriedades fluorescentes e 0 monitoramento da interacéo é feito
na faixa no sinal analitico da macromolécula, como foi visto no tépico 2.5.2. A alteracdo na
intensidade de fluorescéncia €, portanto, interpretada através da equacao de Stern-Volmer:

K =1+k,1,[Q] =1+ K, [Q] Equacéo (1)
= q'0 Y,

onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do quencher, [Q] é

a concentracdo do quencher, Kq é a taxa de extin¢do biomolecular, T, refere-se ao tempo de

vida médio do fluoréforo na auséncia do extintor, geralmente igual a 10 ® s, e Ksv é a constante

de extin¢do de Stern-Volmer, a qual pode ser obtida a partir da linearizagéo da equacdo (1),

onde o coeficiente angular do grafico Fo/F vs [Q] corresponde ao valor de Ksv (L1 et al., 2011;
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CHAKRABORTY:; BASU, 2009; RAHMAN et al., 2017; AFRIN et al., 2017). A linearidade
da equacéo de Stern-VVolmer indica que a fluorescéncia de extingdo tem apenas um mecanismo,
dindmico ou estatico (CHAKRABORTY; BSAU, 2009; DEHKHODAEI et al, 2017). O tipo
do mecanismo pode ser avaliado a partir da constante Kq, onde para valores acima de 2,0 x
101 M 1s-1 ¢ indicativo de que o quenching ocorre preferencialmente de modo estatico,
enquanto que para valores inferiores, é indicativo do tipo dindmico. Para isto pode-se utilizar a
equacao (1) ou, de forma mais simplificada, a equacédo (1.1) (DIMIZA et al., 2011; RAHMAN
etal., 2017; QAIS et al., 2017).

K
kq = = Equacéo (1.1)
To

2.5.2.2. Constante de ligacdo (Kb)
Através da espectroscopia de fluorescéncia molecular, é também possivel avaliar a
magnitude da interacdo e a estequiometria do complexo supramolecular formado, n. Estes

parametros podem ser calculados a partir da equacao 2:

(Fo - F)
F

log =logK, +nlog[Q] Equacéo (2)

onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca de quencher, n é o
namero de sitios, Ky a constante de ligacdo e [Q] é a concentragdo do quencher. Os valores de
n e Ky podem ser obtidos a partir do coeficiente angular e linear, respectivamente, do grafico
de log (AF/F) versus log [Q] (CHAKRABORTY; BASU, 2009; REHMAN et al., 2015; AFRIN
etal., 2017).

2.5.2.3. Determinacéo do modo de Ligacdo DNA-ligante

E sabido que a interagdo por intercalacdo, via groove e eletrostatica sio as trés
principais interagdes ndo covalentes que desempenham um papel importante na interacéo
composto-DNA. Para elucidar qual modo de ligacdo é preferencial em cada interacdo, utiliza-
se alguns métodos analiticos baseados em propriedade de emissdo de fluorescéncia, como

titulacdo de extingdo com iodeto de potassio e ensaios de competicdo com brometo de etidio.

2.5.2.3.1. Ensaio de extingdo com iodeto de potassio (KI)
O teste realizado com o KI é geralmente usado, quando a molécula, em estudo, possui
propriedades de fluorescéncia. Este ensaio indica a possivel localiza¢do que o farmaco interage

com o0 DNA, se ocorre na parte externa ou interna do mesmo (REHMAN et al., 2015).
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Isso e possivel porque os ions iodeto sdo capazes de promover o quenching dindmico
em fluoréforos quando em solugdo aquosa, mas, para isso, o ligante, ou seja, a molécula em
estudo, precisa encontrar-se acessivel para que interaja com ele. Como 0s ions iodetos sdo
carregados negativamente, este sera repelido pelo esqueleto de fosfato do DNA caso o ligante
encontre-se intercalado a macromolécula, estando assim bem protegido entres os pares de bases
nitrogenados. Por outro lado, se 0 modo de ligagcdo for preferencialmente via groove ou
eletrostatico, o ligante estard mais acessivel aos ions iodeto, o que facilitara a colisdo e, assim,
ocorrera a supressao de fluorescéncia (REHMAN et al., 2015).

Para avaliar esse mecanismo, faz-se a analise quanto a acessibilidade do fluoréforo ao
quenching KI. Para isso, é usada a equacdo de Stern-Volmer (eq. 2) seguido da comparacéo dos
valores de Ksy da solugéo de ligante mais KI na auséncia e presenca do DNA. Dessa forma,
para intercalacéo os valores de Ksv tendem a ser menores em sistemas contendo DNA, enquanto

que para ligagdo por groove ou eletrostatico geralmente sdo maiores (REHMAN et al., 2015).

2.5.2.3.2. Ensaios de competicdo com brometo de etidio (BE)

O modo de ligacdo DNA-ligante também pode ser avaliado a partir do uso de sondas
fluorescentes, as quais possuem seu modo de ligacdo ja bem estabelecido. Nesse sentido,
geralmente é realizado o teste de deslocamento competitivo usando corantes fluorescentes que
possuem seu modo de ligacdo ao DNA ja bem definido. Como resultado, mudancas na emissdo
de fluorescéncia do complexo corante-DNA sao interpretados (REHMAN et al., 2015).

No estudo de interacdo, é normalmente utilizado o corante brometo de etideo (BE), o
qual possui estrutura planar e liga-se ao DNA por intercalagdo ocasionando em sinal de
fluorescéncia elevado. Se, portanto, for adicionado ao sistema uma molécula, cujo modo de
ligacdo é também intercalante, ela competird com o BE 0 que ocasionara no deslocamento do
mesmo e, consequentemente causarad reducdo considerdvel do sinal analitico. Do contrério,
nenhuma mudanca serd observada (TU et al., 2005; REHMAN et al., 2015; AHMAD;
AHMAD, 2018). O grau da extingédo de fluorescéncia do sistema BE-DNA pode ser usada para
determinar a extensdo da intercalacdo entre a molécula e a macromolécula (REHMAN et al.,
2015). De forma semelhante, outras sondas séo usadas para avaliar os demais modos de ligagé&o.
A exemplo a Hoechst 33258 e DAPI, as quais ligam-se via groove ao DNA (BASU; KUMAR,
2013).
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2.5.2.4. Parametros termodinamicos

As interagdes ligantes-DNA e composto-proteina sdo também avaliadas com base em
alguns parametros termodinamicos os quais fornecem informacBGes necessarias para
compreender as forcas moleculares responsaveis pela formacdo do complexo. A partir de
ensaios em diferentes temperaturas, é possivel calcular a variagdo da entalpia (AH) e entropia
(AS) aplicando a linearizagdo da equagado (3) (equagdo de Van't Hoff), obtendo assim gréfico
In Kp vs 1/T (SILVA et al., 2016a; CHAKRABORTY; BASU, 2009; ZHANG et al., 2009).

AH| 1 AS
InK = ——| = |[+— Equacdo (3
i R[T} R quagao (3)

onde Ky representa a constante de ligacdo, T a temperatura em Kelvin (K) e R a constante do
gas ideal (8,314472 J K mol™?). A espontaneidade da reacdo é avaliada calculando a variagéo
da energia livre de Gibbs, a qual pode ser estimada através da equacéo 4 ou 5, fazendo-se em
fungdo de AH e AS ou de Ky (ZHANG et al., 2009; SILVA et al., 2016a; SURYAWANSHI et
al., 2016).

AG =AH-TAS Equacéo (4)
AG =-RTInK, Equacao (5)

As forcas de interacdo entre uma molécula pequena e macromolécula incluem ligagdes
de hidrogénio, forca van der Waals, forca hidrofobica, interacfes eletrostaticas, dentre outras
(HAQ, 2002). De modo geral, quando a interacdo macromolécula-ligante acontece
preferencialmente por forcas eletrostaticas, tem-se AH < 0 (ou AH = 0) e AS > 0, caso ocorra
por ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, o processo esta associado a AH <0 e AS
< 0, enquanto que interagdes hidrofobicas sdo consideradas a principal forga quando AH >0 e
AS >0 (CARUSO et al, 2012; SUN et al., 2014; REHMAN et al., 2015).

Normalmente, a ligacdo via intercalacdo de pequenas moléculas ao DNA ¢ estabilizada
por interacGes hidrofdbicas e forcas de Van der Waals, enquanto que a interacdo via groove
ocorre principalmente atraves de interacdes hidrofobicas (REHMAN et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286009000817#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095177915300034#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512006075#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986115001812#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986115001812#!

46

3. JUSTIFICATIVA GERAL DO ESTUDO PROPOSTO

Estudos quantitativos focados nas interagdes DNA-ligantes e proteina-ligantes, tem sido
uma ferramenta importante para o design de farmacos mais eficientes e com menos efeitos
colaterais, direcionados ao DNA, pois ajudam a compreender o mecanismo de acdo de
moléculas bioativas em nivel molecular, como também sua biodistribui¢do. Por esse motivo, o
presente trabalho traz um estudo de interagdo com compostos sintéticos derivados das -
carbolinas, os quais possuem atividades anticancers contras diversas linhagens tumorais

humanas.
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4. OBJETIVO GERAL DO ESTUDO PROPOSTO

Avaliar, de modo quantitativo, a interagdo do ctDNA (DNA, Calf thymus) e da
proteina, albumina de soro bovino (BSA), com derivados sintéticos de alcaloide B-carbolinicos
biologicamente ativos, por meio de técnicas espectroscdpicas e estudos tedricos, bem como a
correlacdo da magnitude da interacdo (Kb) com suas respectivas atividades biologicas.

4.1. Objetivos Especificos

= Determinar os principais parametros de ligagdo e termodinamicos entre quatro derivados
sintéticos B-carbolinicos com ctDNA (Calf thymus) e BSA por fluorescéncia molecular em
condicdes fisioldgicas simuladas;

= Auvaliar o processo de interacdo por UV-vis para o sistema B-carbolinico e ctDNA;

= Determinar 0 modo de ligacdo DNA-ligante, empregando ensaios com o iodeto de potassio
e estudos de competicdo com brometo de etidio;

= Correlacionar os valores das constantes de ligacdo (Ky) obtidas com os valores de 1Gsg
visando avaliar o possivel o mecanismo de acdo da atividade anticancer;

= Realizar estudos teodricos entre os quatro derivados sintéticos -carbolinicos com a BSA.
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5. EXPERIMENTAL

5.1. Reagentes e preparo das solucgdes

Todos os reagentes utilizados foram com grau de pureza analitica, incluindo o DNA
(Calf thymus, ctDNA) tipo | na forma de fibras (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a
albumina de soro bovino (BSA). Por outro lado, os compostos B-carbolinicos a serem
estudados, foram sintetizados pelo grupo de pesquisa de Produtos Naturais: Estrutura,
conformacao e atividade bioldgica do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de
Maringé, sob coordenacdo da Prof® Dra. Maria Helena Sarragiotto.

As solugdes estoque dos compostos B-carbolinicos foram preparadas pela
solubilizacdo de 1,0 mg da substancia em 2,0 mL de dimetilsulféxido — DMSO e,
posteriormente armazenadas sob refrigeracdo a 4°C em tubos criogénicos (SILVA et al.,
2016a).

A solucdo tampdo (Tris 50 mM, NaCl 100 mM e pH = 7,4) foi preparada pela pesagem
de 3,0285 g de tris (hidroximetil)aminometano TRIS (Sigma, Brasil) e 2,922 g de cloreto de
sodio NaCl (Vetec, Brasil) e solubilizado em 500 mL de agua ultrapura. Para o ajuste do
potencial hidrogenibnico (pH) para 7,4 utilizou-se acido cloridrico diluido — HCI (Merck,
Alemanha).

Para o preparo da solucdo estoque de ctDNA (Calf thymus), pesou-se
aproximadamente 3,5 mg da macromolécula e solubilizou em 7,0 mL de solu¢do tampéo Tris
(50 mM, pH= 7,4) e NaCl (100mM). A solugdo foi armazenada em frascos e deixada sob
agitacdo durante 24h e, em seguida, para garantir uma maior solubilidade e homogeneidade da
solucdo, ela foi levada a um banho ultrassom (Quimis modelo Q335D, Brasil), por 30 min, e
guardadas sob refrigeracdo a 4°C (SILVA et al., 2016a). Ja para a solucdo estogque da proteina
albumina de soro bovino (BSA), foram pesados 10 mg e solubilizados em 10,0 mL de solucao
tampé&o (Tris 50 mM, NaCl 100 mM e pH = 7,4). Em seguida, foi armazenada sob refrigeracédo
a4°C.

Para o preparo da solucdo de iodeto de potassio (0,2 mol L) foi pesado 0,8295 g de
K1 (Sigma Aldrich, USA) e solubilizado em 25 mL de agua ultrapura. Para o preparo da solucéo
estoque de brometo de etidio (2,0 mM) pesou-se 0,0016 g do brometo de etidio (Sigma Aldrich,
USA) e solubilizou-se em 2,0 mL de agua ultrapura (2,0 mM).
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5.2. Equipamentos utilizados

Nos estudos realizados por fluorescéncia molecular, os espectros de fluorescéncia no
estado estacionario foram obtidos por meio de um espectrofluorimetro Shimadzu (modelo RF-
5301PC, Japédo) equipado com uma lampada de xendnio de 150 W. As medidas
espectrofluorimétricas foram realizadas utilizando uma cubeta de quartzo com capacidade de 4
mL e 1,0 cm de caminho éptico.

Os espectros de absor¢do foram obtidos empregando um espectrofotémetro Micronal
(modelo AJX-6100PC, Brasil) de duplo feixe equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de
caminho Gptico e capacidade de 4 mL.

Para os ajustes de pH utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado ao
potenciémetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes foram medidas em
balanca analitica eletrbnica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisdo de 0,1 mg (para 0s

compostos B-carbolinicos) e balanca analitica Mettler Toledo-AG245 com precisdo de 0,01 mg.

5.3. Procedimentos
5.3.1. Determinacéo da concentracdo do ctDNA (Calf thymus) e albumina de soro bovino
(BSA)

Para determinar a concentracéo da solucéo estoque do ctDNA, fez-se uma diluicdo na
proporcéo de 1:100 e, a partir da medida no espectrofotdmetro, calculou por meio da equacéo
de Lambert-Beer, utilizando o valor da absorvancia da solugdo em 260 nm e o coeficiente de
extingdo de 6600 L mol™?. Em seguida verificou se a solugdo estava livre de proteina por meio
da razdo do sinal de absorvancia a 260 e 280 nm (A2s0/A2s0), obtendo valores entre 1,8-1,9
(SAVARIZ et al., 2014).

Por outro lado, para a concentracdo da solucdo estoque da BSA, a diluicdo foi feita na
proporcédo de 1:5. O célculo foi realizado por meio da equacao de Lambert-Beer, utilizando o

valor da absorvancia da solugdo em 280 nm e o coeficiente de extingdo de 44.500 L mol™.

5.3.2. Estudo da interacdo ctDNA-ligante por fluorescéncia molecular e UV-vis

O estudo da interacdo entre o ctDNA e os compostos B-carbolinicos foi realizado por
meio de titulacdes espectrofluorimétricas com base no monitoramento do sinal de emisséo do
analito, onde se manteve constante a concentracdo do ligante (10 puM) e aumentou,
gradativamente, a quantidade de ctDNA (0 — 300 uM). Para o estudo no UV-Visivel, levou-se
em consideracdo o sinal de absorvéncia do composto (10 pM) na presenca e na auséncia de

ctDNA (0 -20 uM), assim como a absorvancia do DNA na forma livre (10 uM). O tempo de
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incubagdo, antes das medicdes, foram de 1 hora e as medidas analiticas foram realizadas a

temperatura ambiente.

5.3.3. Estudo da interacéo proteina-ligante por fluorescéncia molecular

O estudo da interagdo entre a proteina e os compostos p-carbolinicos foram realizados
por meio de titulages espectrofluorimétricas com base no monitoramento do sinal de emisséo
da proteina (280 nm), onde se mante constante a concentracdo da macromolécula (2 uM) e
variou, progressivamente, a quantidade dos compostos (2 — 45 pM). As medidas foram

realizadas sem tempo de incubacéo a temperatura ambiente.

5.3.4. Avaliacdo do modo de ligacdo com iodeto de potassio (KI)

Para avaliar o modo de ligacdo dos compostos com ctDNA, manteve-se constante a
concentragdo dos compostos PB-carbolinicos (10 pM) e variou-se, progressivamente, a
concentragéo de iodeto de potassio (0,02 — 0,22 mol L) na presenca e auséncia de ctDNA em

concentracdo fixa (50 uM).

5.3.5. Estudo de competi¢cdo com brometo de etidio (BE)

O estudo de competicdo com brometo de etidio foi realizado mantendo constante do
CtDNA (100 uM) e do BE (10 uM) e, aumentando progressivamente a concentracdo dos
compostos (50 — 400 uM). O monitoramento do sinal de fluorescéncia foi realizado no
comprimento de onda de emissédo do complexo BE-ctDNA (596 nm) quando excitado no Aexc =
525. (REHMAN et al. 2015).

5.3.6. Estudo Tedrico: Docking molecular

Os estudos por docking molecular foram realizados em colaboracdo com o professor
Thiago Mendonca de Aquino, apenas para interagdo entre os compostos [-carbolinas e a
albumina de soro bovino (BSA). Assim todas as estruturas foram desenhadas usando o Software
MarvinSketch e, em seguida foram calculadas as conformagdes 3D. Os modelos moleculares
foram otimizados usando método quantico do software Gabedit. A estrutura modelo da BSA
foi obtida a partir do Protein Data Bank (PDB ID: 4SF5). Todas as estruturas foram preparadas
para os ensaios de docking usando o médulo Dock Prep do software Chimera. Os ensaios foram
entdo efetuados usando o software Autodock vina.
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Para o docking com BSA foram realizadas duas analises nos dominios I e 1l e, 0 dominio
que obteve os melhores valores de energia livre de Gibbs, foi utilizado para constru¢do do
modelo molecular para BSA. Por meio do Software DiscoveryStudio foi verificado os tipos de
interacdes intermoleculares de cada molécula com a BSA, podendo ser expresso no diagrama
2D de interacOes. Foi realizada uma analise da escala de hidrofobicidade do receptor no sitio

de interacdo, usando o Discovery studio.

5.3.7 Tratamento dos dados

Ap0s a aquisicao dos dados, todos os resultados foram tratados empregando o programa
Originlab versédo 9.0 (Northampton, USA) e o Excel 2013 (Microsoft Office), onde foi possivel
obter informacGes para o célculo dos parametros de ligacdo dos compostos ao ctDNA e BSA.
Para desenhos das estruturas foi utilizado o ChemDraw Ultra 12.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Consideracdes iniciais

O presente trabalho avaliou a interagdo de quatro compostos f-carbolinicos com o
CtDNA (Calf Thymus) e com a proteina albumina de soro bovino (BSA). Ambos os modelos de
macromoléculas sdo amplamente utilizados para estudos de interagdes, uma vez que o ctDNA
é similar ao DNA de placenta humana, com as seguintes propor¢oes das bases: para ctDNA se
tem AT (58,1 %), CG (41,9 %) e, para DNA de placenta humana tem AT (58%), CG (42%)
(SILVA et al., 2016a). Por sua vez, a BSA ¢ similar a albumina de soro humano (HSA), onde
a percentagem de sequéncias idénticas de aminoacidos é de aproximadamente 80% (METI et
al., 2014).

As estruturas quimicas dos compostos avaliados estdo dispostas na Figura 21 enquanto
que as respectivas atividades anticancers séo descritas na Tabela 1, sendo consideradas ativos
0s compostos com valores de 1Gsp < 100 uM, utilizando como controle positivo a
doxorrubicina. As moléculas foram sintetizadas e cedidas pelo grupo de pesquisa de Produtos
Naturais da Universidade Estadual de Maringa, liderado pela Professora Maria Helena
Sarragiotto (BARBOSA et al., 2016). Na sintese, o nucleo B-carbolina foi substituido nas
posicdes 1 (em vermelho) e 3 (em azul) do anel carbolinico.

Figura 21 - Estruturas quimicas dos derivados B-carbolinicos avaliados.

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Tabela 1 — Valores de 1Gso (em puM) dos compostos B-carbolinicos avaliados frente a 7
linhagens de celulas tumorais humanas.

Compostos Glioma Mama Ovério Resistente Rim Pulmao Ovario Célon
(U251) (MCF7) (NCI/ADR-RES) (786-0) (NCI-H460) (OVCAR-3)  (HT29)
9c NT 2,93 0,48 1,60 1,44 1,27 5,04
9e NT 1,42 >100 6,10 3,85 0,01 10,81
10b 1,95 6,52 12,16 NT 8,56 6,52 9,62
17 NT 6,13 NT 2,16 457 2,84 1,26

NT = ndo testado; 1Gso: concentragdo do composto necessaria para promover 50% de inibicéo do crescimento celular apés 48h
de tratamento, comparando com células crescendo sem tratamento.

Fonte: BARBOSA et al., 2016.

De acordo com Barbosa et al. (2016) dentre os compostos avaliados, 0 9c foi o mais
ativo, obtendo atividade frente a todas as linhagens de células cancerigenas avaliadas com
valores de 1Gsp < 5,5 UM, além de obter uma maior afinidade com o ctDNA, expressa pelo
maior valor da constante de ligacdo (Kp). Por esse motivo, ele foi usado como modelo para
apresentacdo dos resultados, uma vez que todos 0s compostos apresentaram perfil quanto aos
resultados espectroscopicos similares. Adicionalmente, segundo os autores, o composto 9e foi
considerado o mais seletivo, com 1Gso = 0,01 pM para ovario, ao considerar a magnitude do

valor de 1Gso quando comparado aos demais.

6.2. Avaliacdo da interacdo DNA-ligante

A interacdo DNA-ligante foi avaliada por meio das técnicas de espectroscopia de
absorcéo no UV-Vis e fluorescéncia molecular, com base nas mudangas espectrais que ocorrem
apos a ligacdo do composto com a macromolécula (HU et al., 2013). Por meio destes estudos,
foi possivel inferir sobre a formacéo do complexo e alguns parametros, tais como: 0 mecanismo
de quenching preferencial, a constante de ligacdo (Kp), constante do quenching (Ksv),
estequiometria da reacdo, o0 modo de ligacdo preferencial, constante aparente (Kapp), além dos

parametros termodinamicos, AH, AS e AG.

6.2.1. Estudos por espectroscopia fluorescéncia molecular

A interacdo DNA-ligante foi avaliada por meio da técnica de fluorescéncia molecular,
a partir da qual obteve-se informacdes a respeito dos parametros de ligagdo com ctDNA. Esta
avaliacdo foi possivel porque 0s compostos B-carbolinicos analisados possuem grupos
funcionais aromaticos, os quais apresentam fluorescéncia intensa, enquanto que o sinal analitico
do DNA é desprezivel (REHMAN et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986115001812#!
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6.2.1.1 — Determinacéo dos parametros de ligagdo com o DNA

A partir da capacidade de emisséo de fluorescéncia destes compostos, foi realizada
uma titulacdo fluorimétrica, onde manteve-se constante a concentracdo do composto e, se
variou, progressivamente, a concentracao do ctDNA.

Inicialmente, foi verificado que os compostos emitiram na faixa de 409 a 438 nm,
quando excitados entre 260 a 275 nm. Esses valores do comprimento de onda estdo de acordo
com outras -carbolinas ja descritas na literatura em estudos similares (SHARMA et al., 2016;
SILVA et al., 2016b; KOVVURI et al., 2018). Por seguinte, observou-se que, a medida que a
concentracdo de ctDNA aumentava no meio, a intensidade do sinal de fluorescéncia reduzia
gradualmente. Este perfil espectral caracteriza o processo de quenching, onde a molécula
desativadora (ctDNA) interage com o fluoréforo (composto) levando a diminuicao da radiacédo
emitida. Segundo Despaigne et al. (2014), este processo pode ocorrer de forma dindmica ou
estatica. No quenching dindmico, a transferéncia de energia é efetuada por meio de colisGes
entre as moléculas e ndo ha formacdo de complexo. Por outro lado, no quenching estético, a
reducdo de energia de um fluoroforo se da pela formagdo de um complexo, nédo fluorescente,

no estado fundamental (Figura 22).

Figura 22 — Representacao do processo de a) quenching dindmico e b) quenching estatico.
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Fonte: SILVA et al., 2016a.

O perfil espectral da reducdo do sinal analitico, portanto, pode ser observado na Figura
23a, a qual refere-se ao composto 9c, porém, este comportamento foi obtido para os demais

compostos avaliados.
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Figura 23 - Espectros obtidos para avaliacdo da interacdo ctDNA-ligante por fluorescéncia
molecular para 0 composto 9c. a) Espectro do composto (10 uM) com adicBes crescentes de
CtDNA,; b) Curva para célculo da constante Stern-Volmer, Ksy, (processo de quenching); c)
Curva logaritmica para céalculo da constante de ligagdo (Ky) e n do complexo ctDNA-composto.
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Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Para a analise quantitativa deste evento, primeiramente foi calculado a constante de
supressao de fluorescéncia (Ksv), a qual esta associada a alteracdo na intensidade de
fluorescéncia, sendo esta interpretada por meio da linearizacdo da equagdo de Stern-Volmer (
eq. 1), onde o0 Ksy refere-se ao coeficiente angular do grafico Fo/F vs [ctDNA] (Figura 23b)
(REHMAN et al., 2015; AFRIN et al., 2017). O perfil espectral linear, indica, portanto, que o
processo de extingdo de fluorescéncia tem apenas um mecanismo, dindmico ou estatico
(CHAKRABORTY:; BSAU, 2009; DEHKHODAEI et al., 2017). Dessa forma, para verificar
gual mecanismo governa a interacdo dos compostos com o ctDNA, fez-se a avalicdo da taxa de
extingdo biomolecular, Kq, por meio da equacédo (1.1). Os valores obtidos sdo apresentados na
Tabela 2.

De forma similar, a constante de ligacéo (Ky) e 0 nimero de sitios de ligacdo (n), foram
obtidos por meio da linearizacdo da equacao (2), sendo esta expressa pela curva log[(Fo —F)/F]
vs log[ctDNA] (Figura 23c), onde os valores de Ky e n podem ser obtidos a partir do coeficiente
linear e angular da reta, respectivamente. Para ambos os gréaficos, tem-se que Foe F sdo as
intensidades de fluorescéncia do ligante na auséncia e na presenca do quencher,
respectivamente, e [Q] é a concentragdo do quencher (ctDNA) (SILVA et al., 2016b). Na
Tabela 2 encontram-se os valores dos parametros referente ao processo de quenching e ligagcdo

para todos 0s compostos -carbolinicos avaliados.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986115001812#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002016931630826X?via%3Dihub#!
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Tabela 2 — Parametros de interagdo dos derivados de 3-carbolinas com o ctDNA.

Parametro de Stern-Volmer Parametros de ligacao
Composto Ksyv ) Kq Ko . i
(10° L mol™?) (10 M1st) (10* L mol?)
%e 7,04+0,29  0,9949 7,04 2,45+0,01 1,14+£0,03 0,9971
9c 3,73+0,22  0,9757 3,73 119,0+0,1 160+0,11 0,9911
10b 8,31+0,23  0,9977 8,31 9,82+0,01 1,29+0,03 0,9983
17 3,92+0,06 0,9985 3,91 7,85+£0,01 1,32+£0,06 0,9957

Fonte: elaborado pela autora, 2018.

E possivel observar na Tabela 2 que a interagdo dos compostos B-carbolinicos
avaliados apresentaram valores de Ksy variando na faixa de 3,73 a 8,31x10° L mol?, enquanto
que os valores de Kq variaram na faixa de 3,73 a 8,31x10!! Mt st (Tabela 2) e, portanto,
indicando que o mecanismo preferencial de extincdo da fluorescéncia dos compostos pelo
ctDNA ¢ 0 quenchig estatico, uma vez que Kq > 2,0x10'° M 1 s 1 (SILVA et al., 2016b; DAS
et al., 2018). Dessa forma, ha a formacao do complexo supramolecular que, por sua vez, leva a
diminuicdo da concentracdo de composto livre no meio e, consequentemente, ocorre a redugéo
do sinal analitico (SHI et al., 2015). Os valores de Ksv e Kq estdo de acordo com dados
reportados na literatura para outros derivados de B-carbolinas (WU et al., 2007; SILVA et al.,
2016b).

Adicionalmente, pdde-se observar que o numero de sitios de ligacdo (n) para os
compostos avaliados ficaram aproximadamente igual a 1 (Tabela 2), indicando a razdo
estequiométrica de 1:1 (ctDNA: ligante), exceto para o ligante 9c que possivelmente € de 1:2.
Além disso, foi possivel avaliar a forca da interacdo DNA-ligante, expressa pela constante de
ligacio (Ky), onde se observou que esta variou de 2,45 x10* a 1,19x10° L mol, indicando
assim alta afinidade com a macromolécula. Estes resultados estdo de acordo com valores
relatados na literatura para outros compostos B-carbolinicos (Figura 19), os quais variaram na
ordem de 10* a 10° (XIAO et al. 2001; NAFISI et al, 2010; SILVA et al., 2016b;
NASCIMENTO, 2017), incluindo o trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa, publicado
por Silva et al., (2016b), onde foi relado a forca da ligacdo dos compostos similares com o
ctDNA na faixa de 0,033x10%a 1,82x10° L mol™.

O maior valor da constante Ky encontrada foi para o composto 9¢ (119x10% L molt),
possivelmente devido a presenga do grupo substituinte N,N-dimetilanilina na posi¢cdo C1 do
anel B-carbolina, levando ao aumento da polaridade da molécula, caso esteja protonado na

condigéo do pH experimental (7,40). Esta protonagdo pode ocorrer devido ao aumento do valor
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do pKa do grupo substituinte ocasionado pela interacdo com a macromolécula. Assim, a
presenca da carga positiva em 9c levaria a uma maior interagéo entre o ligante e o DNA, devido
a contribuicdo de interacOes eletrostaticas com grupos fosfato da cadeia lateral. Moléculas como
brometo de etidio e acridina orange apresentam perfil similar, pois, possuem carga positiva e
forte interacdo com a macromolécula via intercalacdo e forcas eletrostaticas (NAFISI et al.,
2007; SILVA et al., 2016b). Adicionalmente, estes resultados sdo compativeis com trabalhos
reportados na literatura para moléculas contendo grupo —N(CHz3)2 na posi¢édo 1 no anel carbolina
(SAFARIZ et al., 2014; SILVA et al., 2016b).

O composto 10b possui a segunda maior constante de ligacdo e apresenta um grupo
metoxila no anel de aromatico ligado ao nucleo B-carbolina, enquanto que o composto 17 possui
o substituinte fenil em C1 e apresentou valor de K igual a 7,85x10% L mol™?, e 9e contendo o
substituinte o-cloro fenil em C1 demonstrou o menor valor da constante de ligagdo (2,45x10*
L mol™). De acordo com SILVA et al. (2016b), o menor valor de K}, associado ao composto 9e
pode ser atribuido a presenca do atomo de cloro, o qual possui densidade eletrdnica negativa,
levando a reducéo da afinidade entre o composto e 0 DNA em func¢éo da repulsao com os grupos
fosfatos, também negativos, presentes nas fitas do DNA. Resultados semelhantes foram
relatados por SILVA et al. (2016a) para derivados B-carbolinicos com as mesmas substitui¢coes
em C1.

Considerando que os derivados B-carbolinicos normalmente atuam como intercalantes
(CAO et al.,, 2007; ASHOK et al., 2015; SILVA et al, 2016b), segundo a literatura, a
planaridade de uma molécula é um fator importante para promover uma interacdo eficiente via
intercalacdo com DNA, onde estruturas mais planares tendem a obter uma melhor afinidade
(NAFISI et al., 2010; CHOURASIYA et al., 2012). Neste trabalho, a ordem decrescente para
os valores de Ky obtida: 9c > 10b > 17 > 9e, a qual pode estar associada a planaridade das
moléculas avaliadas. Portanto, se observou que o ligante 9c apresenta uma estrutura mais planar
guando comparada aos demais compostos enquanto que, 9e, o qual possui 0 menor valor de Ky,
apresentou a uma menor planaridade (Figura 24). Vale ressaltar que esta avaliacéo foi feita por
meio do programa ChemDraw Ultra 12.0, o qual considera como meio 0 Vacuo.
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Figura 24 — Planaridade dos compostos a) 9c; b) 10b; ¢) 17; d) 9e. Estruturas quimicas com 0s seguintes grupos projetados para frente: 1) nucleo
B-carbolina; I1) substituinte em C1; I11) substituinte em C3.
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Fonte: elaborado pela autora, 2018.
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Segundo Wu et al. (2007), valores de Ky, na ordem de 10% a 10° representa uma forte
interacdo entre o composto e 0 DNA. Além disso, a maioria dos agentes anticancer, ao interagir
com o DNA, possuem Ky na ordem de 10* a 107, a exemplo dos compostos intercalantes o
antibiotico daunomicina (7,0x10° L mol™), utilizado no tratamento de varios tipos de cancer e
para leucemia (IHMELS; OTTO, 2005; CESCONETTO et al., 2013) e a doxorrubicina
(2,5x10* L mol™), eficaz para diversos tipos de cancer, incluindo leucemia aguda e cancer de
mama (AGUDELDO et al., 2014). Dessa forma, é possivel afirmar que os compostos avaliados
interagem fortemente com o DNA, com magnitude de forcas similares a alguns farmacos

anticancerigenos clinicamente utilizados, como pode ser observado na Figura 3.

6.2.2. Estudos por espectroscopia de absor¢do no UV-vis

A espectroscopia no UV-visivel € uma técnica bastante utilizada na avaliagdo da
interacdo do DNA-ligante. A formacdo deste complexo supramolecular pode ser analisada por
meio das mudancas espectrais que ocorrem no maximo de absorcdo da molécula avaliada, na
presenca e auséncia do DNA (REHMAN et al., 2015; AFRIN et al., 2017; AHMAD; AHMAD,
2018). A Figura 25 apresenta o espectro avaliado, onde os valores de méxima absorcdo do
composto 9¢ (em preto) e do ctDNA (em vermelho) estdo estabelecidos em 291 e 260 nm,

respectivamente.

Figura 25 — Avaliacdo da interacdo ctDNA-ligante por absor¢do no UV-vis: Composto 9c (5
pUM) e ctDNA (10 uM).
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Fonte: elaborado pela autora, 2018.
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Portanto, observa-se que ocorreu mudangas espectrais no maximo de absor¢do do
composto ao adicionar ctDNA ao sistema, expresso pelo aumento do sinal analitico (Figura 25,
em azul), caracterizando assim o efeito hipercrémico, como também um leve deslocamento do
comprimento de onda para menores valores, com variacdo de 3 nm, sendo este um efeito
hipsocromico (JANNESARI et al., 2013; SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; SILVA et
al., 2016a). Observa-se também alteracBes na banda do ctDNA, o que pode ser atribuido a
mudancas que ocorrem na estrutura do DNA ocasionadas pela interacdo com o composto por
meio de ligacdes ndo covalentes (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; QAIS et al., 2017).
Dessa forma, sugere-se que essas [3-carbolinas podem interagir efetivamente com o ctDNA. Por
seguinte, verificou se esta interacdo ocorreu devido a colisdes ou por formagdo do complexo
ctDNA-ligante, ou seja, se houve quenching dinamico ou estatico, respectivamente.

Embora o processo de quenching esteja associado a reducdo da emissdo de
fluorescéncia de um fluoréforo na presenca de outra molécula (desativadora), 0 mecanismo
pode ser avaliado por espectroscopia de absor¢édo na regido do UV-vis. Dessa forma, ao avaliar
0s espectros de absorcdo do composto livre, do ctDNA e do possivel complexo formado, o valor
da absorvancia do complexo foi diferente do da somatdria da absor¢do do ctDNA mais o
composto (Acomplexo # (Acomposto + Actbna)), caracterizando assim o mecanismo de quenching
estatico. Dessa forma, a AA # Acomplexo = (Acomposto + Actona) # 0 (Tabela 3), sendo este um
indicativo de que ocorreu alteracdo no estado fundamental da molécula ocasionado pela
formacdo do complexo (WU et al., 2011; SILVA et. al., 2016b; MARQUES et al., 2018), uma
vez que o quenching dinamico sO afeta o estado excitado das moléculas e, portanto, ndo

ocasiona mudancas no espectro de absorcao.

Tabela 3 — Variacdo da méxima absorvancia entre o complexo DNA-ligante e o0 somatério das
absorvancias do ligante e DNA livres.

Composto  Acomposto  ActbNA  Acomplexo AA

9c 0,1482 0,0804 0,1872 -0,0414
% 0,2244  0,0804 0,2362 -0,0686
10b 0,1764 0,0835 0,1869 -0,0730
17 0,1419 0,0835 0,1744  0,0510

Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Ao efetuar a analise através do perfil espectral, o espectro da diferenca (Figura 25, em
rosa) entre o valor de absorcdo do complexo (9c-ctDNA) e a absor¢do do ctDNA, ndo é

sobreponivel ao espectro do composto livre (Figura 25, em preto), sendo este o perfil do
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mecanismo de quenching estatico, com formagéo do complexo néo fluorescente (SILVA et al.,
2016b; DAS et al., 2008).

Sendo assim, é possivel afirmar que houve a formacgédo do complexo supramolecular,
DNA-composto, preferencialmente por quenching estatico. Esse comportamento foi observado
para todas as moléculas avaliadas e esta de acordo com o trabalho relatado por SILVA et al.,
(2016b). Dessa forma, estes resultados confirmam os obtidos na andlise por fluorescéncia

molecular.

6.2.3. Avaliacdo do modo de ligacao

Os principais modos de ligacdo ndo covalente, entre pequenas moléculas e 0 DNA sé&o
trés: intercalacdo, via groove e eletrostatico. Portanto, para determinar qual modo de ligagéo
preferencial os compostos B-carbolinicos avaliados ligam-se ao DNA, foi realizado o estudo

por meio da avaliacdo do efeito quenching do Kl e por competicdo com brometo de etidio.

6.2.3.1. Estudo com iodeto de potassio (KI)

Para avaliar o mecanismo de ligagao por meio do estudo com o iodeto de potéssio (K1),
verifica-se a acessibilidade do quenching Kl ao fluor6foro (compostos avaliados). Para isso, é
utilizada a equacéo de Stern-Volmer (equacéo 1) seguido da comparacgdo dos valores de Ksy da
condicéo do ligante com o Kl na auséncia e presenca do ctDNA. Os resultados para este ensaio

podem ser observados na Figura 26.

Figura 26 — Avaliacdo do modo de ligagdo DNA-ligante por meio de ensaios com Kl (0,02 —
0,22 mol LY. a) Gréafico Stern-Volmer (determinacdo de Ksyv) na auséncia e presenca do
CtDNA (50 pM), para o composto 9c¢ (10 uM). b) Grafico em barras dos valores de Ksyv na
auséncia e na presenca de ctDNA para todos 0os compostos avaliados.
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Observa-se, portanto, na Figura 26a que, na presenca de ctDNA a reta do grafico
apresentou uma inclinagdo menor (em vermelho), quando comparada ao sistema sem o ctDNA
(em azul). Essa inclinacdo mostra que o valor de Ksy diminuiu na presenga da macromolécula,
sendo esse comportamento também observado para os compostos 10b e 17, sendo melhor
visualizado no gréfico da Figura 26b. Portanto, observa-se que na presenca do ctDNA, o0s
valores da constante de Stern-Volmer, sistematicamente foram menores. Contudo, para o
composto e, se observou uma menor reducdo em comparagao aos outros compostos. Como o
ensaio do Kl pode apresentar resultados similares para compostos intercalante e localizados no
groove menor, um ensaio adicional para avaliagdo do modo de ligacao foi necessério.

O perfil da reducdo do valor de Ksy € caracteristico de agentes intercalante ao DNA,
pois como os ions iodetos sdo carregados negativamente, eles tendem a serem repelidos pelos
grupos fosfatos presentes na dupla hélice do DNA. Portanto, se o ligante estiver intercalado na
macromolécula, ele estara protegido entre os pares de bases nitrogenados, evitando assim o
acesso dos ions iodetos (SARWAR et al., 2015; QAIS et al., 2017). Dessa forma, por haver
menor quantidade do composto livre em solucdo, os valores de Ksy tendem a diminuir
expressivamente quando comparados ao sistema que ndo possui DNA, onde 0s compostos
encontram-se livres, logo, mais acessiveis. Assim, pode-se inferir com base nos resultados que
os compostos B-carbolinicos avaliados interagem com o ctDNA preferencialmente via
intercalacdo. Do contrario, se os valores de Ksv aumentassem, seria indicio de que o ligante
estaria mais acessivel aos ions iodetos e, portanto, a intercalacdo provavelmente ndo seria o
modo de ligacdo preferencial (REHMAN et al., 2015; KUNDU; GHOSH,;
CHATTOPADHYAY, 2015; SILVA et al., 2016b; SHARMA et al., 2016; QAIS et al., 2017).
Para confirmacédo destes resultados foi realizado outro ensaio para inferir o modo de ligacao,

neste foi utilizada a competi¢cdo com brometo de etidio como parametro.

6.2.3.2. Estudo de competicdo com brometo de etidio (BE)

O estudo do deslocamento competitivo utilizando sondas fluorescentes, cujos modos
de ligagdo ao DNA sdo bem estabelecidos, sdo frequentemente utilizados para inferir o modo
de interacdo entre pequenas moléculas e 0 DNA. O brometo de etidio (BE) € um agente
intercalante bastante utilizado para este fim e, possui sinal de fluorescéncia desprezivel quando
livre em solucdo aquosa devido a extingdo promovida por moléculas do solvente, porém, ao
intercalar no DNA, forma o complexo ctDNA-BE e o sinal analitico aumenta
consideravelmente (Figura 27) (RAMAKRISHNAN et al., 2009; GANESHPANDIAN et al.,
2014; MUKHERJEE; SINGH, 2017; QAIS et al., 2017).
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Figura 27 — Espectro do sinal de fluorescéncia do brometo de etidio livre (10 uM) e na presenca

do ctDNA (100 pM).
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Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Dessa forma, o estudo foi realizado acrescentando concentragdes crescente do
composto -carbolinico ao sistema contendo ctDNA-BE em concentracdes fixas (Figura 28a).
O objetivo foi verificar se o ligante em avaliacao seria capaz de deslocar o brometo de etidio
do ctDNA, comprovando assim ser também um agente intercalante. Para este fim, o
monitoramento da emissao de fluorescéncia foi no comprimento de onda do sinal do complexo
CtDNA-BE (Aem = 596 nm), diferente dos demais estudos, onde o monitoramento foi realizado

no sinal do composto.

Figura 28 — a) Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia do sistema BE-ctDNA na presenca
do composto 9e b) Decréscimo percentual do sinal de fluorescéncia do sistema BE-ctDNA na
presenga dos compostos -carbolinicos. Concentragfes: [BE] = 10 uM, [ctDNA] = 100 uM e
[ligantes] = 50 — 400 pM.
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Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Com base na Figura 28a, pode-se observar que o sinal de fluorescéncia do complexo
CtDNA-BE decai & medida que a concentracdo do composto 9c aumenta no meio. Esse
comportamento foi observado para todos os compostos avaliados, obtendo um percentual de
decréscimo variando na faixa de 64,3 a 79,9% (Figura 28b). Esta reducao de sinal acontece
quando existe no sistema ctDNA-BE, um ligante que possua 0 mesmo modo de ligacdo que o
BE com ctDNA. Assim, o ligante compete pelo mesmo sitio que o BE, promovendo, assim, seu
deslocamento e, intercala ao DNA formando um complexo no estado fundamental.
Consequentemente, ocorre reducdo do sinal analitico, devido a libera¢do do BE livre a solucao
(SILVA et al.,, 2016; QAIS et al., 2017). Alternativamente, pode ocorrer também um
deslocamento do BE de forma ndo competitiva por meio da alteracdo da conformacdo do
CtDNA, o que resulta em liberagéo do BE e, assim, reducéo de fluorescéncia (DEHKHODAEI
etal. 2017a).

Dessa forma, pdde-se concluir que todos os compostos avaliados interagem com o
ctDNA de forma similar ao brometo de etidio, ou seja, via intercalacdo e, portanto, estes
resultados reforcam os obtidos pelo estudo com o iodeto de potéssio. Os agentes intercalantes,
por sua vez, apresentam estrutura aromatica policiclica planar, sendo assim capaz de empilhar-
se entre os pares de bases nitrogenadas do DNA e, assim, tendem a estabilizar a dupla hélice da
macromolécula, o que provavelmente contribuiu para a inibicdo da replicacdo, transcricdo e
reparo do DNA, gerando assim morte celular e, consequentemente, atividade antitumoral.
(CAO et al, 2005).

A partir do estudo de competicdo com o BE, ainda foi possivel verificar a capacidade
de ligacdo entre os compostos em estudo com o ctDNA, como também a magnitude da interacédo
do complexo ctDNA-BE com os compostos analisados. Para verificar a capacidade de ligagéo,
realizou-se a avaliagdo da magnitude da supressao de sinal do complexo ctDNA-BE em funcgéo
das concentracdes crescentes de composto no sistema por meio do valor do Ksy, sendo assim
calculada por meio da linearizacdo da equacdo (1) (CHOWDHURY et al., 2011;
DEHKHODAEI et al., 2017). Onde a extensao da supressdo de fluorescéncia do complexo BE-
CtDNA esta diretamente relacionada ao grau de ligacdo, via intercalagdo, do composto com o
ctDNA (QAIS et al., 2017).

Por seguinte, a magnitude da interacdo do complexo ctDNA-BE com os compostos foi
avaliada a partir dos valores de Ky, sendo este calculado atraves da lineariza¢do da equacdo (2)
(DEHKHODAEI et al., 2017a; MARQUES et al., 2018). Adicionalmente, calculou-se as


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002016931630826X?via%3Dihub#!
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constantes de ligacdo aparente (Kapp) por meio da equacdo 6 (MARQUES et al., 2018; KUMAR
etal., 2011; GANESHPANDIAN et al., 2014):

Ko = Kge X[BE] x K, (Equacao 6)

onde Kge é igual a1,0x10” L mol™, [BE] = 10 uM, e Ksv corresponde aos valores das constantes
de Stern-Volmer obtidos pela equacédo 1. Os valores obtidos para Ksv, Kapp € Kb estéo dispostos

na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros de interacdo dos derivados de -carbolinas com o complexo BE-ctDNA,
obtidos por estudo de competigéao.

Parametros de Stern-Volmer Parametros de ligacéo
Composto K K
SV r b Kapp r

(10° L mol?) (10°L molY)  (10° L mol?)
9c 4,80 + 0,66 0,9640 15,96 + 0,001 4,80 +0,01 0,9812
% 9,44 £+ 0,36 0,9955 0,19 + 0,001 9,44 £ 0,01 0,9961
10b 11,15+0,11 0,9806 7,83 +0,001 11,15+ 0,01 0,9889
17 5,69 £ 0,27 0,9945 0,64 £ 0,001 5,69+0,01 0,9906

Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Com base na Tabela 4, observa-se que os valores de Ksy variaram de 4,80 a 11,15x103
L mol?, demostrando assim uma boa eficiéncia de deslocamento de extingdo da fluorescéncia
para todos os compostos avaliados, ou seja, uma boa capacidade destes deslocarem o BE das
bases nitrogenadas do ctDNA e, assim, interagir com a macromolécula (CHOWDHURY et al.,
2011; ZHU et al., 2014). A magnitude desta interacdo é expressa pelos valores de Ky, 0s quais
apresentaram-se na faixa de 0,0073 a 78,29x10* (Tabela 4), demonstrando boa afinidade de
ligacdo entre os compostos em estudo e o ctDNA por meio do deslocamento do BE.

Além disso, foram calculados os valores Kapp, por meio da equacdo (6) (Tabela 4). A
constante aparente, Kapp, Se refere a interacdo dos compostos com o complexo ctDNA-BE, e 0s
valores obtidos foram de 4,80 a 11,15x10° L mol?, confirmando assim a interagdo dos f-
carbolinicos com o ctDNA. Outros trabalhos reportados na literatura, para compostos derivados
de Annonalide e para complexos de Cu(ll), relatam valores de Kapp Na ordem de 10* e 10° L
mol para estudos similares (MAYTI et al., 2009 ; KUMAR et al., 2011; DESPAIGNE et al.
2014; MARQUES et al., 2018).

Por fim, por meio do estudo de competicéo, realizados em trés temperaturas (22, 30 e

37 °C), foi possivel calcular alguns parametros termodinamicos em funcéo da variacéo de Kbp,
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a partir da linearizagdo da equacéo de Van't Hoff (Eq. 3). A partir destes parametros pdde-se
propor os principais tipos de interacdo intermoleculares envolvidas na formagéo do complexo
supramolecular DNA-ligante (WANG et al., 2015; QAIS et al., 2017), o que ajuda na orientacédo
de possiveis alteracGes estruturais no ligante visando aumentar a forca da interacdo com o DNA,
como também a seletividade a uma determinada sequéncia de base (HAQ et al., 2000). Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros Termodinamicos de interacdo dos derivados de B-carbolinas com o
complexo BE-ctDNA, obtidos por estudo de competicao.

-1

MRS (kJAnI;IoI'l) (kJAmSoI'l) 220C = SBJOISOI ) 3790
9c +204,90 +0,74 -12,87 -18,78 -23,94
%e + 64,25 +0.29 -23,36 -25,74 -27,82
10b +114,16 +0,48 -28,56 -32,43 -35,82
17 +29,63 +0,19 -26,79 -28,32 -29,66

Fonte: elaborado pela autora, 2018.

De acordo com os resultados, pdde-se observar que a interagdo entre os ligantes -
carbolinicos e ctDNA foi entropicamente favorecida. Segundo Caruso et al. (2012) forcas
eletrostaticas sdo favorecidas no processo de interagdo quando AH < 0 (ou AH = 0) e AS > 0;
enquanto que ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals quando AH <0e AS<O0e
interacOes hidrofdbicas para AH > 0 e AS > 0. Dessa maneira, as principais forgas associadas a
formacdo do complexo ligante-ctDNA sdo interacGes hidrofobicas, uma vez que foram obtidos
valores de AH >0 e AS > 0, o que indica que as moléculas de agua que antes se posicionavam
de forma ordenada em volta do ligante e da macromolécula, adquiriram uma composi¢do mais
aleatdria ap0s a interacdo (SEEDHER; BHATIA, 2005; LI et al., 2011). Além disto, houve um
nivel de desordem maior no sistema devido as mudancas de conformacdo da molécula de DNA
decorrentes da quebra de ligacOes de hidrogénios (BARRA; NETTO, 2015). Por fim, foram
obtidos valores negativos para AG, significando assim que a interacdo ocorreu de forma
espontanea. Resultados similares foram encontrados por Wu et al. (2007) para derivados outros

B-carbolinicos.

6.2.4. Analise de correlacéo

A anélise de correlacdo é realizada visando auxiliar quanto ao possivel mecanismo de

acdo dos compostos. Para isto, faz-se a correlagéo entre os valores da constante de ligagao (Kb)
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dos compostos avaliados e, suas atividades citotoxicas (IGso) para as linhagens celulares
cancerigenas (Figura 29). Os compostos foram considerados ativos para valores de 1Gso < 100

KM, limitando assim o0s numeros de pontos utilizados.

Figura 29 - Correlacdo entre 1Gso e Ky das linhagens de células tumorais célon (HT-29) e rim
(786-0), para os compostos B-carbolinicos avaliados.
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Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Dessa forma, € observado, na Figura 29, a correlacdo encontrada, entre alguns dos
compostos avaliados para duas linhagens celulares, colon (HT-29) e rim (786-0). Para célon
(HT-29) a correlagdo apresentou uma tendéncia inversa linear (Figura 29a), com coeficiente de
determinacéo (r?) de 0,9466, enquanto que para a linhagem de rim (786-0), verificou-se uma
tendéncia exponencial inversa (Figura 29b). Dessa forma, pode-se perceber que as variaveis
analisadas (Ko vs 1Gso) s@o inversamente proporcionais, ou seja, quanto maior o valor da
constante de interagdo com ctDNA menor o valor de 1Gso, logo, maior atividade, indicando
assim que possivelmente a via de acdo dos compostos, para estas linhagens, pode estar
relacionada & interacdo com o DNA (DZIEGIELEWSKI et al., 2002; DAS et al., 2018). Assim,
se estabelece a ordem de maior atividade e, consequentemente, maior valor de Ky, para
linhagem de colon: 9¢c > 10b > 9e, e para linhagem de rim, se tem: 9¢ > 17 > 9e. Vale ressaltar
que, de forma geral, o composto 9c foi 0 que se apresentou mais ativo e com maior valor de K.

Estes dados estdo de acordo com trabalhos reportados na literatura, para diversas classes
de compostos com atividades anticancers (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2017; DAS et al.,
2018), incluindo o de Silva et al., onde relatam a correlacdo das variaveis mencionadas para

compostos B-carbolinicos, apresentando uma relago linear inversa com r? na faixa de 0,5360 a
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0,9600. Outras linhagens ndo apresentaram correlagdo com a constante de ligagéo, isso pode

ser um indicio de que a atividade desses compostos ndo esté relacionada a interacdo com DNA.

6.3. Avaliacdo da interacdo proteina-ligante

As interacBes de medicamentos com as proteinas carreadoras afetam diretamente a
distribuicdo do fa&rmaco no organismo e, consequentemente, sua eliminagdo como também sua
eficacia terapéutica, uma vez que apenas o farmaco nao ligado tem atividade farmacoldgica (Bl
et al., 2009; CHAVES et al., 2017). Dessa forma, o estudo da interacdo da proteina com 0s
compostos B-carbolinicos torna-se importante, pois pode fornecer informacdes Uteis para o
design de novos protdtipos bioativos mais eficazes, como foram os casos relatados por Hall et
al., (2013), onde as informac@es obtidas a partir do estudo da interacdo da HSA com protdtipos
a farmacos inibidores de Bcl-2 e COX-2, permitiram efetuar pequenas mudancas estruturais e,
assim, melhora-los tornando-os mais eficazes. Estes inibidores, a principio, mostraram alta
afinidade pela macromolécula, o que dificultou sua eficacia terapéutica. Portanto, as mudangas
em sua estrutura levaram a reducdo da afinidade pela HSA e, consequentemente, maior acao
farmacoldgica.

Sendo assim, a partir do presente estudo de interacdo com a BSA, sendo esta uma
proteina modelo, foi possivel inferir alguns parametros de ligacao, tais como: 0 mecanismo de
quenching dominante, a constante de ligacdo (Ky), constante do quenching (Ksv) e nimero de
sitios de ligacdo. Os resultados sdo preliminares e, 0s espectros que serdo apresentados
correspondem a avaliacdo do composto 9e, sendo este 0 que apresentou a maior constante de

ligacdo, Kp. Porém, os demais analitos obtiveram comportamentos similares.

6.3.1. Estudos por espectroscopia de fluorescéncia molecular

De forma similar ao estudo da interacdo dos compostos p-carbolinicos com o ctDNA,
a avaliacdo dos mesmos com a proteina BSA foi realizada por fluorescéncia molecular. Porém,
o sinal analitico que aqui foi monitorado, corresponde a fluorescéncia intrinseca da proteina e,
portanto, os compostos [-carbolinicos se comportam como quencher. Dessa forma, o
monitoramento da emissao de fluorescéncia foi realizado em Aem = 341 nm, ndo havendo assim

interferéncia com o sinal analitico dos compostos, 0s quais emitem em A > 390 nm.

6.3.1.1. Determinacéo dos parametros de ligacdo com BSA
A fluorescéncia intrinseca da proteina corresponde, principalmente aos residuos de
triptofano. Assim, na titulacdo realizada, observou-se que a adi¢do de concentragdes crescentes

do composto ao sistema contendo a proteina, levou a redugéo gradual do sinal analitico (Figura
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30a). A supressdo de emissdo, portanto, caracteriza 0 mecanismo de quenching, sendo este um
indicativo de que ocorreu a interagdo do composto com a BSA. Além disso, pode-se observar
um deslocamento brando de ~3 nm para o azul, como também um aumento, simultaneo, na
intensidade do sinal analitico em A > 409 nm, o qual ¢ atribuido a emissao de fluorescéncia do
composto 9e, juntamente com a presenga de um ponto isosbéstico em aproximadamente 395
nm, relacionado a existéncia do equilibrio entre ligante livre e complexado a BSA. Este
comportamento foi encontrado para todos os compostos em estudo e, também relato por
Hemmateenejad et al., (2012) para o sistema harmalol-HSA, sendo o ligante um derivado f3-
carbolina, além de outros trabalhados similares disponiveis na literatura com a BSA, dentre eles
a avaliacdo do ligante alpinetina (ZHANG et al., 2010), ergosterol (CHENG, 2012) e derivados
de naftalimida (TIAN et al., 2015).

Figura 30 — Espectros obtidos para avaliacdo da interacdo BSA-ligante por fluorescéncia
molecular para o composto 9e: a) Espectro da proteina (2 pM) com adic¢Ges crescentes de
ligante (0 — 45 uM); b) Curva para célculo da constante Stern-Volmer, Ksy, (processo de
quenching); ¢) Curva logaritmica para calculo da constante de ligacdo (Kb) e n do complexo
BSA-composto.
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Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Os graficos apresentados na Figura 30 referem-se ao composto 9e, uma vez que este
apresentou maior interacdo com a proteina, porem comportamentos similares foram mostrados
pelos demais compostos em estudo. Os pardmetros de ligacdo BSA-ligante foram entdo
determinados como ja foi discutido anteriormente, onde a constante de Stern-Volmer foi
determinada por meio da curva apresentada na Figura 30b, e a constante de ligacdo (Kp) e 0
namero de sitios de ligacdo (n) foram obtidas a partir da curva expressa na Figura 30c, e a taxa

de extingdo biomolecular, Kq, por meio da equacdo (1.1). Vale ressaltar que, para ambos 0s
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gréaficos, tem-se que Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia da proteina na auséncia e na

presenca do ligante. Os dados obtidos estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros de interacao dos derivados de B-carbolinas com a proteina BSA.

Parametros de Stern-Volmer Parametros de ligacéo
Compostos Ksy Kq Ko
@o‘Lmol) " (@02Mish)  (10°L mold) N r
%e 6,05 + 0,54 0,9806 6,05 40,86 £ 0,01 1,04 £0,05 0,9964
9c 6,34 £ 0,20 0,9963 6,34 3,51+0,01 1,17+0,04 0,9979
10b 2,17 + 0,06 0,9936 2,17 0,51+£0,01 1,08 +0,04 0,9961
17 1,13+ 0,07 0,9907 1,13 0,32 £0,01 1,09+0,08 0,9884

Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Nota-se entdo, na Tabela 6, que os valores de Ksv para a interagcdo dos compostos [3-
carbolinicos com a BSA ficaram na faixa de 1,13 a 6,34x10* L mol*, mostrando assim que
ocorreu uma interacdo eficiente entre as moléculas. Valores de Ksv nesta ordem de grandeza
foram relatados em diversos estudos da interacdo da BSA, dentre eles ligantes como
artemisinina (BIAN et al., 2016) e complexos de cobre (I1) com hidrazona (DESPAIGNE et
al., 2014), assim como os farmacos proflavina (CHAKRABORTY; BASU, 2009) e
atomoxetina (BUDDANAVAR; NANDIBEWOOR, 2017). A reducdo na intensidade de
fluorescéncia, portanto, juntamente com leve mudanca espectral com o deslocamento para o
azul (Figura 30a), vem sendo relacionada, por outros trabalhos, com mudangas que ocorrem
na estrutura secundaria da proteina levando a alteracbes no microambiente do subdominio
hidrofobico 11A presente na BSA, onde esta localizado o residuo de Trp-213 (Bl et al., 2009;
JANNESARI et al 2013; LI; YANG, 2015; JAHANBAN-ESFAHLAN; PANAHI-AZAR,
2016; DEHKHODAEI et al., 2017b), assim, sugere-se que 0 composto pode se ligar neste
subdominio e, dessa forma, o residuo Trp-213 encontra-se préximo ou dentro do sitio de ligagéo
(CHENG; LIU; JIANG, 2009; GHOSH; RATHI; ARORA, 2016).

Os valores de Kq variaram na faixa de 1,13 a 6,34x10'> M1 s, sendo este valor um
indicativo de que o mecanismo de extingdo preferencial € o quenchig estatico, uma vez que Kq
> 2,0x10'° M s -1, provando assim a formagao do complexo supramolecular proteina-ligante
ndo fluorescente (Bl et al., 2009; DEHKHODAEI et al., 2017b). Adicionalmente, observou-se
que o numero de sitio de ligacdo (n), para todos os compostos estudados, foi aproximadamente
1, sugerindo assim uma estequiometria da reagdo de 1:1 (proteina: ligante) e, por fim, a forca
da interacéo proteina-ligante, expressa pela constante de ligacdo (Kb), variou na faixa de 3,20

x10% a 4,10x10°® L mol, demonstrando, portanto, afinidade moderada com a macromolécula
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(SURYAWANSHI et al., 2016; CHAVES et al., 2017). Segundo Topald et al., (2014),
interagBes com valores de Ky na ordem de 10* a 10° indica forga suficiente para que o ligante
seja transportado pela BSA e liberado quando atingir o alvo. Esses resultados sdo comparaveis
com outros trabalhos relatados na literatura com derivados de pirimidinas (SURYAWANSHI
et al 2016), complexos de Cu(ll) com hidrazona (DESPAIGNE et al., 2014) e o corante
carmoisina (DATTA; MAHAPATRA; HALDER, 2013). Resultados similares também foram
encontrados para outros compostos -carbolinicos, onde Nafisi et al., (2012b) relatam valores
de Ky na faixa de 0,10 a 2,04x10* L mol?. Além disso, os valores encontrados para 0s
compostos avaliados, foram consistentes com alguns trabalhos reportados, também na
literatura, para a avaliacdo de interacdo entre fArmacos antitumorais com a BSA, por meio da
técnica de fluorescéncia molecular (Figura 12).

Dessa forma, os valores de Ky para os compostos avaliados neste trabalho, estdo
também de acordo com as constantes de ligacao de alguns farmacos clinicamente utilizados, 0s
quais possuem a forca de ligacéo classificada como forte ou moderada. De acordo com Tian et
al., (2015) estes valores permitem a formacdo do complexo com ligacGes reversiveis e, ainda,
segundo Li e Yang (2015), permite que 0 composto em estudo seja armazenado e transportado
pela proteina BSA atraves corpo, por meio do sistema circulatorio, até chegar em seu alvo onde
sera efetuado a acao farmacoldgica.

Quando um composto com baixa solubilidade em agua é usado como farmaco, ele liga-
se a uma proteina transportadora, nesse caso a BSA, e aumenta sua solubilidade. A proteina,
por sua vez, leva a molécula até seu alvo, porém, a liberacdo do farmaco desta macromolécula
depende da forca da interacdo entre eles, sabendo que apenas o farmaco em sua forma livre
possui atividade farmacoldgica. A liberacdo do farmaco, portanto, é realizada a medida que o
composto vai sendo metabolizado (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013; RIBEIRO, 2015).
Dessa forma, quanto maior for a interacdo da droga com a proteina carregadora, mais lento ele
vai sendo liberado, e mais tempo o farmaco fica no organismo, o que aumenta seu tempo de
acao. Sendo assim, a afinidade de ligacéo entre estas moléculas determina a farmacocinética
(volume de distribuicéo e eliminacdo) e farmacodinamica (atividade bioldgica e toxicologia)
de um farmaco, isso porque determina a biodisponibilidade do mesmo (MET] et al, 2014; LI,
YANG, 2015). Magnitude de interacdo baixa resulta em mé distribuicdo do farmaco no
organismo, como também um rapido metabolismo e excrecdo, o que leva a incapacidade de
fornecer os efeitos farmacoldgicos (LI; YANG, 2015; CHENG 2012). Por outro lado,
afinidades de ligacdo elevadas também comprometem a eficacia do farmaco, pois a forte

interacdo pode impedir que o ligante seja liberado da proteina em seu alvo e, além disso, a forte
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interacdo ocasiona metabolismo e excrecdo lentos, como também aumenta o tempo do farmaco
no organismo levando a efeitos toxicos (LI; YANG, 2015). Por fim, segundo Topala et al.,
(2014), a forca de interacdo BSA-ligante para efeito terapéutico eficiente, deve ser moderada,
com Kj variando de 10% a 10°, para garantir o transporte e liberacdo do farmaco em seu alvo.
Portanto, é necessario o conhecimento dessa interagdo para design de medicamentos e para a

fixacdo de limites de dose.

6.4. Estudos de docking molecular

O docking molecular é uma importante ferramenta utilizada na concepcdo de novos
farmacos, uma vez que fornece informacdes Uteis do processo de interagdo entre moléculas
bioativas e biomoléculas a BSA (REHMAN et al., 2015; AJLOO et al. 2015). Sendo assim,
foram realizados estudos de docagem molecular para os compostos -carbolinicos, afim de

prever o sitio destes ligantes na BSA.

6.4.1. Docking molecular com BSA

O primeiro passo no encaixe molecular foi identificar os bolsos de ligacdo mais
provaveis e potenciais dentro da estrutura da proteina. Nesse sentido, o estudo do docking foi
realizado nos subdominios IB e IIA da albumina de soro bovino, sendo este segundo
pertencente ao sitio |1 que é um dos principais sitios de ligacdo para farmacos. A avaliacdo
mostrou que o sitio | é energeticamente mais favoravel para que se ocorra a interacdo entre o
receptor (BSA) e os ligantes avaliados. Portanto, foram analisadas as conformac@es obtidas a
partir da interacdo com sitio | o qual contém o residuo Trp 213.

Desse modo, foi observado que os compostos avaliados interagiram na cavidade
hidrofobica da BSA localizado no sitio | (Figura 31) promovendo diversas interacdes, as quais
podem ser observadas através do diagrama 2D exibido na Figura 32. Note que no canto inferior
esquerdo da Figura 31 contém uma escala de hidrofobicidade, onde a regido mais hidrofébica

esta em marrom e a menos hidrofobica em azul.
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Figura 31 — Estrutura tridimensional do complexo 9e-BSA.

Fonte: elaborado pelo aluno de mestrado Edjan Carlos Dantas da Silva, 2018.

E possivel observar na Figura 32 que os compostos foram circundados pelos residuos
de aminoécidos hidrofébicos Alanina (Ala290), Leucina (Leu237), Valina (Val342), Triptofano
(Trp 213) e Tirosina (Tyrl149), como também os residuos hidrofilicos Arginina (Argl94,
Arg256, Argl98, Arg217), Aspartato (Asp450), Glutamato (Glu291), Histidina (His241),
Lisina (Lys187, Lys221, Lys294), Serina (Ser191), Treonina (Thr190) e Glutamina (GIn220),
0 que confirma que os compostos possuem uma melhor afinidade com uma regido menos
hidrofébica como foi visualizado na Figura 31. Note que somente 0 composto 9e interagiu
diretamente com o residuo de Trp 2013, mas todos os demais ligantes se acomodaram préximo,
0 que esta de acordo com os dados obtidos experimentalmente, onde esse perfil foi mostrado

por meio do deslocamento do comprimento de onda maximo de emissdo da proteina.



Figura 32 — Docking molecular em diagrama 2D da interagdo f-carbolinas-BSA: 9c (A); 9e
(B); 10b (C); 17 (D)
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que houve interacdo dos compostos
derivados de alcaloides -carbolinicos com as duas macromoléculas avaliadas, ctDNA e BSA,
resultando em formacdo de complexos supramoleculares ndo fluorescentes através do
mecanismo de quenching estético, o qual foi caracterizado por ambas a técnicas utilizadas no
presente estudo: espectroscopia de absorcdo no UV-Vis e fluorescéncia molecular.

No estudo com o ctDNA, pode-se observar que a interacdo dos compostos com a
macromolécula foi significativa, com valores das constantes de ligac&o, Ky, variando na faixa
de 2,45 x10* a 1,18 x10° L mol™, sendo a reacéo efetuada na proporgdo de 1:1 (composto:
ctDNA). O maior valor de K foi exibido pelo composto 9c, o qual possui um radical N,N-
dimetilanilina na posi¢ao C1 no anel -carbolina, enquanto que para o composto 9e, possuindo
0 substituinte em C1 o-cloro fenil, apresentou o menor valor de Ky. O principal modo da
interacdo ocorre preferencialmente via intercalacdo, o qual foi estabelecido por meio dos
ensaios com o iodeto de potassio (K1) e brometo de etidio (BE).

A partir do estudo da correlacdo analitica entre os valores de Ky vs 1Gso, foi possivel
observar que o modo intercalativo, para alguns compostos, € o principal mecanismo de acdo
anticancer do mesmao. A correlacdo foi, portanto, encontrada para linhagens de célon (HT-29),
para 0s compostos 9e, 10b e 9c; e de rim (786-0) para os compostos 9e, 17 e 9c.

Para 0 estudo com a proteina BSA, os valores de Ky variaram de 3,2 x10* a 4,1 x10° L
mol, demonstrando uma boa afinidade com a proteina e com relacio estequiométrica de 1:1.
Segundo a literatura, estes valores sugerem uma ligacédo eficiente dos ligantes com a proteina
BSA e estdo de acordo com as constantes de ligacdo de farmacos antitumorais atualmente
utilizados. Por fim, o estudo do docking molecular sugeriu que os compostos B-carbolinas
estudados, possuem boa afinidade com a cavidade hidrofdbica contida no sitio | da proteina,
localizado no subdominio 1A onde é encontrado o residuo de triptofano (Trp213). E, de acordo
com estudos reportados na literatura, este sitio € um dos principais sitios de ligacdo para

farmacos.
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