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RESUMO

Benzimidazois e benzotiazois constituem duas classes de compostos heterociclos
caracterizados pela presenga de um anel benzénico fundido a um nicleo imidazol e tiazol,
respectivamente. As subunidades benzimidazolica e benzotiazdlica estdo presentes na estrutura
quimica de alguns insumos agricolas e farmacos, sendo em muitos casos a responsavel pelas
propriedades bioldgicas destes compostos. O mapeamento dos processos de interacdes entre
pequenas moléculas e DNA é um parametro importante para compreender 0s mecanismos
moleculares de a¢do do farmaco, o que contribui para o desenvolvimento de novas drogas
DNA-alvo. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a interacdo de compostos
derivados benzimidazois e benzotiazois com ctDNA (Calf thymus), para compreender o modo
de ligacdo desses compostos empregando as técnicas de espectroscopia de fluorescéncia
molecular e de absor¢do no UV-Visivel. Nos estudos por UV-vis e fluorescéncia molecular
pdde-se caracterizar o mecanismo de quenching como sendo estatico. Os valores de Ky variaram
de 0,34 a 60,1x10* L mol?, confirmando que ocorreu a interagdo entre 0s compostos e a
macromolécula. O niimero de sitios foi aproximadamente igual a unidade, e os valores de AH,
AS e AG foram negativos, indicando que as principais forcas envolvidas nas intera¢des sao,
principalmente, ligagdes de hidrogénio e forgas de van der Walls, e o processo foi espontéaneo.
O modo de ligacdo foi avaliado através dos ensaios com iodeto de potéssio (KI), brometo de
etidio (BE) e berenil. Nesta avaliacdo, foi sugerido que o processo de interacdo predominante
ocorre via groove, uma vez que os valores de Ksy foram sistematicamente superiores na
presenca de ctDNA. Além disso, por estudos de competicdo com BE nédo se observou reducéo
da intensidade de fluorescéncia; e para o ensaio com berenil percebeu-se diminuicdo do valor
de Kb na presenga da sonda, indicando a reducdo da interacdo ctDNA-ligante. Desta forma,
esses compostos interagem com o ctDNA de maneira similar ao berenil, corroborando com os
resultados obtidos com o teste de Kl e o ensaio de BE, que excluem o modo de ligagéo ser via
intercalagdo. Os valores de Kp foram correlacionados com Glso (ug mL™?) da atividade
antiproliferativa de sete culturas de células tumorais. Verificou-se duas faixas de correlacéo
onde r? variou de -0,98628 (leucemia, K-562) a +0,96617 (célon, HT-29), com excecéo para
ovario resistente (NCI-H460) onde s6 foi observado uma faixa linear (r=-0,88213). Desta
forma, o mecanismo de acdo preferencial pode estar associado a interacdo com DNA; e 0s
derivados benzimidazois e benzotiazois podem ser possiveis farmacos anticancer.

Palavras-chave: benzimidazois; benzotiazois; DNA,; interacGes moleculares; técnicas
espectroscapicas.



ABSTRACT

Benzimidazoles and benzothiazoles are two classes of heterocycle compounds characterized by
the presence of a benzene ring fused to an imidazole and thiazole nucleus, respectively. The
benzimidazole and benzothiazolic subunits are present in the chemical structure of some
agricultural inputs and drugs, and in many cases are responsible for the biological properties of
these compounds. The mapping of the interaction processes between small molecules and DNA
Is an important parameter to understand the molecular mechanisms of action of the drug, which
contributes to the development of new target DNA drugs. Thus, the aim of the work was to
value the interaction of benzimidazole and benzothiazol derivative compounds with ctDNA
(Calf thymus), to understand the bond of these compounds using molecular fluorescence
spectroscopy and UV-Visible absorption techniques. In the studies by UV-vis and molecular
fluorescence it was possible to characterize the quenching mechanism as being static. K, values
ranged from 0.34 to 60.1x10* L mol™, confirming that the interaction between the compounds
and the macromolecule occurred. The number of sites was approximately equal to unity and the
values of AH, AS and AG were negative, indicating that the main forces involved in the
interactions are mainly hydrogen bond and van der Walls forces, and the process was natural.
The mode of bond was valued by potassium iodide (KI), ethidium bromide (BE) and berenyl
assays. In this valuation, it was suggested that the predominant interaction process occurs via
groove, since the Ksy values were systematically higher in the presence of ctDNA. Besides that,
by competition studies with BE, no reduction in fluorescence intensity was observed; and for
the test with berenil, realized a decrease of the Ky value in the presence of the probe, indicating
the reduction of the ctDNA-binder interaction. Therefore, these compounds interact with
ctDNA in a similarly to berenyl, corroborating with the results obtained with the K1 test and the
BE test, which exclude the bond mode via intercalation. Ky values were correlated with Glso
(ug mL™Y) of the antiproliferative activity of seven tumor cell cultures. There were two
correlation ranges where r? ranged from -0.98628 (leukemia, K-562) to +0.96617 (colon, HT-
29), except for resistant ovary (NCI-H460) where only one linear range (r*> = -0.88213). Thus,
the mechanism of preferential action may be associated with interaction with DNA; and
benzimidazoles and benzothiazoles may be possible anticancer drugs.

Keywords: benzimidazoles; benzothiazoles; DNA; molecular interactions; spectroscopic
techniques.
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1. INTRODUCAO

1.1 Quimica supramolecular e quimica medicinal

A "quimica além da molécula” € um conceito moderno elaborado pelo quimico
francés Jean-Marie Lehn, em 1978, para quimica supramolecular. Se na quimica molecular
a base estd pautada na ligacdo covalente (compartilhamento de elétrons), a quimica
supramolecular aborda as interacdes intermoleculares (ndo-covalentes) que englobam as
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas de espécies quimicas mais complexas que as
moléculas simples (BAZZICALUPI, et al., 2014). Assim, a quimica supramolecular tem
maior complexidade, com sistemas polimoleculares organizados e mantidos por interagdes
ndo covalentes, como interacBes hidrofdbicas, ligacbes de hidrogénio, forcas de van der
Walls, interacdes eletrostaticas, entre outras. Essas interacdes sao importantes nos processos
bioldgicos entre substratos e proteinas receptoras, reconhecimento celular, regulacdo da
expressdo genética pelas proteinas ligadas ao DNA, rea¢Ges enzimaticas e, principalmente
a interacdo entre o DNA e os farmacos (LEHN, 1996).

O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos tem
importancia significativa na Quimica Medicinal, que se caracteriza por seu relevante carater
multidisciplinar, abrangendo diversas especialidades, tais como quimica orgénica,
bioquimica, farmacologia, informatica, biologia molecular e estrutural, entre outras. De
acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (da sigla inglesa IUPAC —
International Union of Pure and Applied Chemistry), a quimica medicinal é uma disciplina
com base em quimica, envolvendo a invencdo, a descoberta, o planejamento, a
identificacdo, a preparacdo e a interpretacdo do mecanismo de acdo molecular de compostos
biologicamente ativos. Além da descoberta de moléculas bioativas, a quimica medicinal
também incorpora os estudos do metabolismo e das relagdes entre a estrutura quimica e
atividade (WERMUTH, 2003). Assim, fica claro o estabelecimento de interfaces
fundamentais entre as ciéncias médicas, fisicas, computacionais, bioldgicas, farmacéuticas
e quimicas.

A P&D de farmacos, conforme ilustrado no Esquema 1, é dividido em duas grandes
fases: (i) descoberta (também conhecida como pré-clinica ou pesquisa basica) e (ii)
desenvolvimento (ou clinica) (LOMBARDINO; LOWE, 2004). Nos estagios iniciais da
fase de descoberta, as pesquisas se concentram geralmente na identificacdo e otimizacéo de

moléculas pequenas capazes de representar novas entidades quimicas (NCE, do inglés New
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Chemical Entities) com potencial de desenvolvimento clinico. A validacdo do alvo
molecular selecionado é fundamental por uma série de razGes que envolvem desde o
estabelecimento de sua relevancia no processo fisiopatoldgico em estudo até a
caracterizacdo do impacto de sua modulacéo seletiva no tratamento ou na cura de doencas
ou disfun¢des em humanos (GUIDO, et al., 2010).

Esquema 1. Etapas envolvidas no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos.

'@

- D T T -
. | ' Avaliagdo das Patente de Sintese em
SRl e el i otpostg ¢ propriedades nova larga escala,
; r(())"bl?e?:\:g] (In0 » moléculas . moleculas proposta de teste de
p - ] Kihas obtidas (in investigacéo estabilidade
stlico € In vitro e in de um novo s N
vitro) compostos) vivo) FArmaco Avaliagdo em
X y \ ) X y \ ) \_ animais
Rsel?burﬁils?s%ooe Fase I11: Fase II: Fase I
para Estudos de Es'gudo_s de EstL_Jd_os de
Fase I1V: al 5 eficacia, eficacia e toxicidade
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Farmacovigila . UMM novo ‘ seguranca e seguranca . em
e farmaco ADME (nimero individuos
(NDA) a (ndmero reduzido de saudaveis
agéncia elevado de pacientes)
regulatéria pacientes)

Fonte: adaptado de GUIDO et al., 2010.

As moléculas bioativas (ou ligantes, do inglés hits) podem ser identificados a partir
de triagens reais (biologicas ou bioguimicas, por exemplo) ou virtuais (computacionais) de
produtos naturais, compostos sintéticos ou cole¢des combinatdrias, ou ainda mediante
planejamento racional. Ressalta-se, contudo, que, em todos 0s casos, as propriedades
bioldgicas devem ser verificadas experimentalmente, sendo necessario a criacao de ensaios
padronizados e validados de alta qualidade. Os compostos otimizados sdo escolhidos como
compostos lideres (do inglés lead compounds) para posterior desenvolvimento de NCE
candidatas a farmacos (GUIDO; ANDRICOPULO, 2008).

Com o auxilio de métodos da quimica medicinal € possivel explorar 0 imenso espago
quimico delineando o trabalho de identificacdo, selecdo e otimizagdo de moléculas capazes

de interagir com alta afinidade e seletividade com o alvo molecular selecionado, o qual
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representa o espago bioldgico. Varias estratégias podem ser empregadas para a investigacdo
do espaco quimico-bioldgico, tais como: a aplicacdo de filtros moleculares, 0 emprego de
triagens bioldgicas automatizadas em alta escala (HTS, do inglés high-throughput
screening) e o uso da triagem virtual (VS, do inglés virtual screening) (ZARAGOZA,
2012).

A seletividade de um medicamento é uma de suas caracteristicas fundamentais, e o
DNA, acido desoxirribonucleico, é o principal alvo para farmacos anticancer. Pequenas
moléculas que interagem com o DNA podem ser potentes farmacos antitumorais,
antibioticos e antivirais (GIBSON, 2012).

1.2 Caracteristicas gerais do DNA

O é&cido desoxirribonucleico, DNA, é um polimero biolégico que carrega a
informacdo genética nas células e que contém as instrugcdes para a sintese de proteinas
(SOLOMONS; FRYHLE, 2012). Foi inicialmente observado, isolado e caracterizado pelo
bioquimico e médico suico Johan Friedrich Miescher em 1869, que tentava estabelecer a
composicao quimica das células. Mas apenas em 1953 sua estrutura foi elucidada por James
Watson e Francis Crick, que afirmaram que a molécula de DNA tem a forma de uma dupla
hélice tridimensional (NELSON; COX, 2014), como é verificado na Figura 1.
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Figura 1. Modelo de Watson-Crick para a estrutura do DNA (duplex). (a) Representagéo
esquematica, mostrando as dimens@es da hélice. (b) Representacdo em bastdo mostrando o

esqueleto e o empilhamento de bases. (¢) Modelo de volume atémico.

36A

Fonte: adaptado de NELSON; COX, 2014.

O modelo proposto por Watson e Crick é constituido por uma série de nucleotideos,
tendo esses, trés componentes: um grupo de agucar ribose ou acgucar desoxirribose (no caso
do acido RNA e DNA, respectivamente); grupos fosfatos (POs*), que atribuem carga
negativa ao DNA e as bases nitrogenadas, onde as fitas da macromolécula estdo empilhadas
no interior da dupla hélice. As bases sdo ainda classificadas em duas categorias: as purinas,
adenina (A) e guanina (G), cada uma com dois anéis condensados; e as pirimidinas, citosina
(C), timina (T) e uracila (U), cada uma com um anel simples. As purinas sempre se ligam
as pirimidinas, respectivamente, , como ilustrado na Figura 2: a (A) de uma fita sempre
forma duas ligacGes de hidrogénio com a (T) da outra, enquanto a (G) forma trés ligacoes
de hidrogénio com a (C) da fita complementar. Portanto, ao longo da hélice os pares de
bases sdo sempre AT (ou TA) e CG (ou GC) (NAKAMOTO; TSUBOI; STRAHAN, 2008;
NELSON; COX, 2014). A composicdo do DNA segue a regra de Chargaff, que afirma que
a quantidade de (A) é equivalente a de (T) e a quantidade de (C) ¢é equivalente a quantidade
de (G), isto significa que o numero total de purinas (A+G) é geralmente igual ao total de
pirimidinas (C+T) (PRAY, 2008).
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Figura 2. Complementaridade das cadeias no DNA duplex.
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Fonte: adaptado de PRAY, 2008.

O DNA de dupla fita ¢ antiparalelo, onde a extremidade 5’ (grupo fosfato) de uma
fita esta emparelhado com a extremidade 3’ (grupo hidroxila) de sua fita complementar,
como exibido na Figura 2, ou vice-versa. Variagdes estruturais (isoformas) sdo vistas no
DNA duplex e dependem do meio onde o mesmo encontra-se, podendo assumir trés
conformac@es: A-DNA, B-DNA e Z-DNA (Figura 3). A estrutura mais estavel para uma
molécula de DNA é a forma B, de sequéncia aleatdria sob condicdes fisiologicas, sendo,
desta forma, o ponto de referéncia padrdo em qualquer estudo das propriedades do DNA; a
estrutura possui 10,5 pares de bases para uma volta completa na hélice, além de sua rotacéo
seguir o sentido horario (NELSON; COX, 2014). De acordo com Nakamoto e
colaboradores (2008), trés fatores principais estabilizam a conformacédo B-DNA e a fazem
adquirir, termodinamicamente, maior estabilidade frente as outras duas conformacdes: a
deslocalizacdo de elétrons-n na parte interna das bases nitrogenadas, que estabiliza o
empilhamento vertical das bases; as forcas eletrostaticas entre os grupos fosfato e os cations
solvatados (Na*, K*, M?*, entre outros); e as ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases
complementares, que conferem uma estrutura estavel e bem definida (MIRKIN, 2008). A

hidratacdo também contribui para a estabilidade da conformacéo, e quanto maior a umidade
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do ambiente mais bem definida e estavel é sua estrutura (NAKAMOTO; TSUBOI,
STRAHAN, 2008).

Figura 3. Comparacédo das conformacgdes B-DNA, A-DNA e Z-DNA.

Fonte: adaptado de COX, M.M.; DOUDNA, J.A.; O'DONNEL, 2012.

A isoforma A-DNA é favorecida em muitas solugdes que sdo relativamente livres
de agua e raramente sob condigdes fisioldgicas normais; sua hélice é mais larga e o nUmero
de bases por volta helicoidal é 11, contra 10,5 da isoforma anterior, B-DNA, entretanto é
mais curta. O plano dos pares de bases nessa estrutura esta inclinado em cerca de 20° relativo
ao eixo da hélice. Essas mudancas estruturais aprofundam o sulco maior enquanto fazem o
sulco menor mais superficial (Figura 3) (NELSON; COX, 2014). Sua importancia biologica
ainda ndo esta clara e ndo ha ocorréncias diretas de sua presenca em organismos Vivos,
contudo algumas interagdes entre farmacos ou proteinas com o DNA mostram que esse
pode obter conformacdo A-DNA (PRAY, 2008).

Jaaestrutura Z-DNA é um afastamento das outras duas, sua conformacdo é alongada
e fina (12 pares por volta helicoidal); possui a rotagdo da hélice no sentido anti-horario; o
sulco maior € pouco aparente enquanto o sulco menor ¢ estreito e profundo (Figura 3); e é
encontrada em meios de alta salinidade (elevada forca i6nica) (ALMEIDA, et al., 2005;
MIRKIN, 2008; NELSON; COX, 2014). Essa isoforma é evidenciada (algumas pequenas
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extensdes) em células de bactérias e em eucariotos, podendo ter um papel na regulacéo da
expressdo de alguns genes ou em recombinacéo genética (NELSON; COX, 2014).

Segundo Cox e colaboradores (2012), algumas estruturas ndo usuais de DNA
envolvem trés ou até quatro cadeias/fitas de DNA (Figura 4). Elas sdo importantes devido
a sua tendéncia de formacgdo durante os processos de replicacdo, recombinagdo e
transcricdo. O DNA triplex (Figura 4b) constitui uma das estruturas ndo usuais, sendo
formada de maneira mais rapida em sequéncias longas contendo apenas pirimidinas ou
apenas purinas em determinada fita, mas algumas contendo duas fitas de pirimidinas e uma
de purinas, e vice-versa. Essa formacgdo com fitas triplas é permitida pelo pareamento de
Hoogsteen (ndo Watson-Crick), que se baseia na possibilidade de formar ligacdes de
hidrogénio. Os nucleotideos podem formar ligacdes de hidrogénio adicionais com grupos
funcionais ancorados no sulco maior, por exemplo, um residuo de citidina (se protonado)
pode parear com o residuo de guanina de um par nucleotidico GC (ou CG), e uma timina
pode parear com a adenosina de um par AT (ou TA) (Figura 4a).

Além do DNA triplex, quatro fitas de DNA também podem parear formando um
quadruplex (ou tetraplex). Isso ocorre facilmente apenas para sequéncias de DNA com uma
propor¢do muito alta de residuos de guanina (tetraplex de guanosina (tetraplex G), Figuras
4c e 4d), capazes de se auto-empilhar. A formacéo desse quaduplex é cineticamente rapida
e termodinamicamente estavel sob condic@es fisioldgicas, principalmente na presenca de
cations potassio K* (CHAMBERS, 2015). Essas estruturas ndo usuais do DNA também sdo
sugeridas como alvos promissores na quimioterapia, pois a aplicacdo dos farmacos DNA-
alvo seletivos ao DNA triplex ou quadruplex tém mostrado menos efeitos colaterais no
tecido saudavel (SEFEROGLU; MAHMOUD; IHMELS, 2016).



21

Figura 4. Estruturas do DNA de trés e quatro fitas. (a) Pareamento de bases no triplex de
DNA: o pareamento de Hoogsteen em cada caso € exibido em vermelho. (b) Vista lateral
de uma hélice tripla de DNA, contendo duas fitas com poli- (T) e uma poli- (A). (c) Padrao
do pareamento de bases na estrutura tetraplex da guanosina. (d) Quatro tetrapletes
sucessivos de uma estrutura tetraplex G.
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Fonte: adaptado de NELSON; COX, 2014.

Ficando clara a compreensdo das principais caracteristicas do DNA, temos que ele
é de fundamental importancia para os organismos e para os estudos de novos medicamentos
combatentes a algumas doengas, tendo como principal alvo a macromolécula. Compostos
com potencial atividade bioldgica podem interagir de diferentes maneiras com o DNA,
fazendo-se relevante o conhecimento dos diferentes tipos de interacdo DNA-ligante para a

P&D de novos farmacos.

1.3 Modo de ligacdo DNA-ligante

Estudos de ligacdes entre pequenas moléculas e DNA tém sido considerado muito
importante para o desenvolvimento de sondas moleculares de DNA e novos reagentes
terapéuticos (SHAHABADI; HEIDARI, 2012). Inameros experimentos biologicos tém
mostrado o DNA como principal alvo intracelular de farmacos anticancer, e que interagdes

DNA-ligante podem ocasionar danos em células cancerosas, impedindo sua divisao celular



22

e resultando em morte celular (ARJMAND, et al., 2012; SILVA, 2016; NASCIMENTO,
2017).

Uma das abordagens utilizadas para o desenvolvimento de novos farmacos
anticancer € o estudo do modo de ligacdo entre compostos bioativos e DNA, onde busca-se
a elucidagdo de quais sitios da molécula do DNA o0s compostos irdo interagir
preferencialmente. Essas pequenas moléculas podem interagir com o DNA por ligagdes
covalentes ou ndo-covalentes (SHAHABADI; HEIDARI, 2012).

1.3.1 Modo de ligagéo covalente

A irreversibilidade é uma caracteristica do modo de ligacdo covalente, que leva a
uma completa inibicdo do DNA com consequente morte celular (SIRAJUDDIN; ALLI;
BADSHAH, 2013). A interacdo acontece por meio de ligacdes diretas entre 0 composto
ligante, altamente eletrofilico, e 0s grupos nucleofilicos do DNA, a citar os grupos fosfatos
na pentose e/ou as bases nitrogenadas (HASANZADEH; SHADJOU, 2016); como exibe a
Figura 5. Um exemplo de composto que interage desse modo com o DNA € a cisplatina
[cis-diclorodiaminoplatina(ll)], tradicional composto usado para ligar-se covalentemente

com os nitrogénios das bases do DNA deslocando assim o cloreto.

Figura 5. Modelo genérico do modo de ligacdo covalente DNA-ligante.
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Fonte: adaptado de BARRA; NETTO, 2015.
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Agentes alquilantes de diferentes classes, como as mostardas nitrogenadas, 0S
metanossulfonatos; nitrosureias; triazinas e etilenoaminas séo outros exemplos que
interagem covalentemente com o DNA, e também impedem e/ou inibem o ciclo celular
(processos de replicacao), assim como a separacdo das duas fitas da dupla hélice (BOER;
CANALS; COLL, 2009; PUYO; MONTAUDON; POURQUIER, 2014).

1.3.2 Modo de ligacdo ndo-covalente

Diferentemente do modo de ligacdo covalente, 0 modo de ligacdo ndo covalente é
reversivel, e a espécie que interage com o DNA pode influenciar na conformacé&o, provocar
tenséo torsional e bloguear o processo de interacdo DNA-ligante nos processos bioldgicos
(SILVESTRI; BRODBELT, 2012). Existem trés diferentes modos de ligacéo reversiveis:
intercalacdo; interacBes nos sulcos (groove) ou interac@es eletrostaticas (SARWAR, et al.,
2015), como ilustrado na Figura 6.

Intercalacdo: ocorre quando moléculas (poli)aromaticas planas se interpdem entre
os pares de base consecutivos do DNA (Figura 6). Um complexo DNA-ligante formado
através de intercalacdo é estabilizado por interagdes m-m entre o intercalante € 0 DNA,
levando a uma forte perturbagdo em sua estrutura (SHAIKH; JAYARAM, 2018).

A intercalacdo de um ligante entre os pares de bases do DNA reverte-se em uma
alteracdo substancial na estrutura do é&cido nucleico, provocando enrijecimento,
alongamento e desenovelamento parcial da dupla hélice do DNA. Assim, o esqueleto do
DNA perde sua estrutura de dupla fita original, alterando os angulos de tor¢édo envolvendo
0s grupos acucar-fosfato para acomodar o ligante aromatico e resultando na separagao dos
pares de bases no sitio de intercalagdo (HASANZADEH; SHADJOU, 2016; WHEAT, et
al., 2007).

Dessa maneira, as conformac@es estruturais promovidas pela interacdo das bases do
DNA e o composto intercalante realizam um papel importante, prevenindo a replicacdo da
macromolécula e, consequentemente, inibindo o répido crescimento de células cancerosas,
quando utilizado no tratamento terapéutico. Alguns nucleos de intercaladores classicos sao
0s antracenos, as antraquinonas, as elipticinas, as acridinas, as fenantrolinas e as
fenantridinas (WHEAT, et al., 2007).
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Figura 6. Modelo genérico para o modo de ligagdo ndo-covalente DNA-ligante.
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Fonte: adaptado de BARRA; NETO, 2015.

InteracBes nos sulcos (groove): ocorre entre o ligante e as bases nitrogenadas nos
sulcos maior ou menor do DNA por meio de liga¢bes de hidrogénio ou forcas de van der
Walls, sem geralmente causar distorcdo na cadeia da macromolécula (SARWAR, et al.,
2015). O sulco menor é resultado da depressdo entre as duas fitas complementares e tém
um sitio de ligacdo menor (0,6 nm), susceptivel ao ataque de moléculas menores. Ja o sulco
maior é consequéncia da depressdo existente entre 0s giros adjacentes da hélice, e gracas ao
seu tamanho (1,2 nm) oferece facil passagem a ligantes volumosos (Figura 6) (POLICARPI,
2008; KHAN, et al., 2012).

As ligacBes no sulco menor, normalmente possuem varios anéis aromaticos nao
condensados, tais como benzeno, pirrol ou furano, unidos por ligacbes que possuem
capacidade de torcdo, facilitando a promocéo de interacfes por van der Walls. Também
esses compostos conseguem formar ligacdes de hidrogénio preferencialmente com as bases
adenina e timina (ZHANG; HUANG, 2007). Geralmente, moléculas que interagem pelo
modo ndo-covalente groove, com varios anéis aromaticos heterociclicos, possuem uma
liberdade rotacional, com estruturas mais flexiveis como os classicos groove binders berenil
e Hoescht 33342 (BARONE, et al., 2013). Alem desses, outros ligantes classicos que

apresentam interacéo via groove sdo distamicina, netropsina e DAPI (SALVIA, 2013).
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InteracBes eletrostaticas: ocorrem ao longo do exterior da hélice do DNA, entre
pequenas espécies catibnicas e a cadeia de fosfato carregado negativamente do DNA. Essas
interacdes dependem da concentracdo de sais disponiveis em solucdo e geralmente séo
fracas sob pH fisioldgico. Entretanto, sdo altamente contribuintes para energia livre de
ligagdo de moléculas altamente carregadas (STREKOWSKI; WILSON, 2007).

1.4 Importancia de estudos de interacdo DNA-ligante

A macromolécula DNA tem particular importancia em processos bioldgicos, pois
carregam as informacdes e fazem o transporte do codigo genético, indispensavel para
sinteses de enzimas e proteinas, via processos de tradugdo e transcricio (KOOLMAN;
ROEHM, 2005). Um dos principais temas tratados durante os ultimos anos foram estudos
de mecanismo de ligacdo entre 0 DNA e pequenas moléculas (DORRAJI; JALALLI, 2013;
ZHAO, et al., 2014; HASSAN; RAUF, 2015; SILVA, 2016; NASCIMENTO, 2017). Sendo
0 &cido nucleico o principal alvo intracelular para um grande nimero de medicamentos, as
interacdes DNA-ligante sdo de fundamental interesse (RAUF, et al., 2005).

Como mostra a Figura 7a, o ligante modelo ao interagir com a biomolécula forma
um complexo supramolecular, o qual pode interferir na atividade de vérias enzimas e
proteinas de interesse na manutencdo da funcédo e estrutura celular. Logo, a compreensdo
do mecanismo de acdo de novos farmacos em nivel molecular leva ao desenvolvimento de
medicamentos mais eficazes para o controle e/ou até mesmo a cura de diversas patologias
(REHMAN, et al., 2015).

A compreensdo do mecanismo de resisténcia dos farmacos usados no controle de
diversas neoplasias também se faz necessario, pois constitui um problema responsavel pelo
insucesso do tratamento, por exemplo, na quimioterapia. Existem dois tipos de resisténcia:
a resisténcia primaria, que ocorre antes do tratamento com farmaco; e a resisténcia
adquirida, que pode ser adquirida ao longo do tempo de exposi¢cdo. Nesse ultimo, pode
ocorrer resisténcia a maltiplas drogas, que pode estar relacionada a uma série de fatores,
ainda ndo compreendidos, como mutacdo do DNA, aumento na reparacdo do DNA,
aspectos relacionados ao metabolismo e incapacidade de sofrer apoptose. Enfim, algumas
células possuem resisténcia que levam a redugdo da afinidade do farmaco pelo alvo
bioldgico, formando um complexo supramolecular fraco (Figura 7b), o qual nao interfere
na atividade de proteinas e enzimas, e as doencas sem a cura desejada (HUBER;
MARUIAMA; ALMEIDA, 2010; PAXTON, 2012).
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Figura 7. (a) Etapas do processo de acdo de farmacos tendo o DNA como alvo bioldgico
até a cura de diversas patologias. (b) Mecanismo de resisténcia do DNA a farmacos nos

processos de mutagéo.
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Fonte: adaptado de SILVA, 2016.

O alto nivel de toxicidade ou falta de eficiéncia de alguns farmacos utilizados no
tratamento de doencas que possuem o DNA como alvo biol6gico fazem com que o estudo
de novos medicamentos promissores seja indispensavel e as interagdes DNA-ligante sejam

claramente entendidas para formulacao desses farmacos.

1.5 Interagdo DNA-ligante in vitro
1.5.1 Técnicas empregadas para interacdes DNA-ligante

Inimeras sdo as técnicas instrumentais e métodos utilizados para o estudo de
interacOes entre pequenas moléculas e 0 DNA, cada uma possuindo sua particularidade na
determinacéo de parametros especificos e sendo selecionadas de acordo com o objetivo do
estudo. Entre elas, podemos citar: espectroscopia de absor¢do UV-Visivel, espectroscopia
vibracional, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), calorimetria, dicroismo circular,

eletroquimico, eletroforese (capilar e em gel), espectrometria de massa, difracéo de raios-
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X, espectroscopia Raman, espectroscopia de emisséo de fluorescéncia, docking molecular,
infravermelho (1V), entre outros. Essas técnicas sdo importantes ferramentas para
caracterizar a natureza do complexo supramolecular formado (DNA-ligante) e as
consequéncias da interacdo sobre a estrutura do DNA (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH,
2013).

Neste trabalho foram utilizadas as técnicas de espectroscopia de absorcdo de UV-
visivel e espectroscopia de emissdo de fluorescéncia para avaliacdo da interacdo entre
compostos bioativos e o ctDNA (Calf thymus), considerando as mais relevantes
informagdes que essas técnicas podem nos dar quanto a interacdo entre o DNA e os ligantes

in vitro.

1.5.1.1 Espectroscopia no UV-Visivel

A espectroscopia de absor¢cdo no UV-Visivel é uma técnica usada para analises
qualitativas e quantitativas (SKOOG, et al., 2015). E também simples e muito efetiva tanto
no estudo de interacdo entre moléculas ligantes e 0 DNA quanto na estabilidade dessas
interacdes. Contudo, a precisdo da técnica € falha quando o ligante e nucleotideo absorvem
radiagdo na mesma regido. Como as medidas sdo baseadas na diminuicdo da radiagéo
eletromagnética pela espécie absorvente, se DNA, ligante e complexo formado
apresentarem comprimentos de onda de méxima absorcdo préximos, uma espécie pode
influenciar na obtencéo do sinal analitico da outra, resultando em interferéncia espectral e
imprecisdo nas medidas realizadas. Com isso, a aplicacdo da técnica de UV-Vis para
avaliagdo da interacdo de ligantes com DNA mostra variagdes mais acentuadas quando o
ligante absorve preferencialmente no visivel (SILVA, 2016).

O espectro de absorcdo do DNA revela uma banda caracteristica na regido do UV,
possuindo um maximo de absor¢do (Amax) em 260 nm, gracas as transicdes eletrénicas
provenientes dos grupos cromoforos (grupos funcionais orgéanicos insaturados que
absorvem na regido do ultravioleta ou visivel) presentes nas bases nitrogenadas da
macromolécula. A probabilidade dessas transicGes € alta e, portanto, a absorvancia molar
(¢) tem ordem de grandeza 10* L mol™*cm™; todavia podem ocorrer pequenas variagdes no
méaximo de absor¢do e na absorvéancia se o pH ou forca ibnica do tampdo mudar
(GONZALEZ-RUIZ, et al., 2011).

A espectroscopia no UV-Vis também permite determinar a concentracdo molar do
DNA, utilizando como base a Lei de Lambert-Beer, que estabelece uma relagéo entre a

medida da absorbancia e a concentracdo de uma solucdo que atravessa um feixe de luz
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monocromatica (SKOOG, et al., 2015). O célculo da concentragdo usa como coeficiente de
extingdo 6600 L mol™t cm™, a partir da leitura do sinal de absorbancia em 260 nm apos
diluicdo na proporcédo 1:100 (SAVARIZ, et al., 2014). Para assegurar que 0 DNA esta livre
de proteinas ou compostos utilizados na sua purificacdo ou conservacao (fenol, por
exemplo), emprega-se a razéo das absorbancias Azeso/Azs0 € Azs0/A230, ONde a proporgao
deve estar no intervalo 1,8-2,0 para ser satisfatorio (GLASEL, 1995; SAVARIZ, et al.,
2014). Vale ressaltar que as absorvancias sdo analisadas nesses comprimentos de onda pois
0 DNA e as proteinas absorvem em 260 e 280 nm, respectivamente.

Algumas mudancas de posicdo da banda de absor¢cdo podem suceder quando
compostos interagem com o DNA. Isso causa alguns efeitos como maiores ou menores
valores de comprimentos de onda e aumento ou diminuicdo da intensidade de absorcao,

como observa-se na Figura 8:

Figura 8. Denominac@es de alguns efeitos causados pelas mudancas de posi¢éo da banda

de absorcdo do DNA ao interagir com compostos.
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Segundo Sirajuddin e colaboradores (2013), a diminui¢do da distancia entre o
composto e as bases nitrogenadas da macromolécula, na intercalagdo, causa o efeito
hipocromico, o que € coerente com a interagao de elétrons m dos compostos e das bases do
DNA. Consequentemente, o nivel de energia das transi¢des eletrénicas m - ©~ diminui,
resultando em efeito batocrémico. Ja na interacdo DNA-ligante por atracdo eletrostética,
mudangas conformacionais e estruturais no DNA, apés a interagdo, sdo originados como
consequéncia do efeito hipercromico. Esse efeito ainda é intensificado pela presenca de
cations que interagem com os grupos fosfatos da cadeia do DNA e também pelo contato
externo ou parcial da hélice desenrolada do mesmo, que possuem mais bases expostas e

menos ligacdes de hidrogénio.

1.5.1.1.1 Pardmetros importantes no estudo por UV-visivel

A utilizacdo da técnica de UV-visivel permite determinar alguns parametros
importantes no estudo de interacdo DNA-ligante, necessarios para compreensdo dos
mecanismos envolvidos no processo de interacdo. Esses parametros sao obtidos por meio
da anélise do sinal de absorvancia, analisando sua intensidade e deslocamento para valores
maiores ou menores de comprimento de onda (NASCIMENTO, 2017).

Baseando-se na variagdo da absorvancia, € possivel determinar a constante de
ligagdo (Kb) através da equacdo 1, mostrada abaixo, fundamentada na equacao de Benesi-
Hildebrand (BENESI; HILDEBRAND, 1949; SHAHABADI; HADIDI, 2012):

1 1 1 i

= + X (Equacéo 1)

A-Ag Aw—4Ao Kp(Aw—4e) [L]

onde A é a absorvancia do DNA adicionado em diferentes concentracdes, Ao é a
absorvancia do DNA livre em 260 nm, A é a absorvancia do complexo DNA-ligante, [L]

equivale a concentracdo do ligante e Kp € a constante de ligacdo, obtida pelo inverso do

1
" [DNA]

.. e A
coeficiente angular (slope) do grafico - "A VS
—40

(JU, etal., 2011).

Outra forma de verificar se ocorreu formacao de complexo é através da absorvancia
do DNA, do composto e do complexo. Quando o somatorio das absorvancias do DNA
(Aona) e do ligante (Aiigante) € diferente do valor da absorvancia do complexo (Acomplexo),
pode-se afirmar que ha formagdo de complexo DNA-ligante, uma vez que o coeficiente de
absortividade molar do complexo é diferente do coeficiente do ligante e do DNA livres

(Abna + Aligante 7 Acomplexo) € devido a ndo observancia do efeito aditivo da lei de Beer,
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resultando que o complexo formado tem coeficiente de absortividade molar maior ou menor

gue os compostos isolados (WU, et al., 2011).

1.5.1.2 Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular

A fluorescéncia é um processo de fotoluminescéncia no qual atomos ou moléculas
sdo excitados por absorcdo de radiacdo eletromagnética. O excesso de energia adquirido
pelas espécies excitadas € entdo liberado como fotons, e elas relaxam até o estado
fundamental. Uma das caracteristicas mais atrativas da fluorescéncia molecular esta na sua
sensibilidade intrinseca, a qual €, frequentemente, de uma a trés vezes maior do que a da
espectroscopia de absorcdo; outra vantagem s@o as faixas lineares de concentracédo dos
métodos de fluorescéncia, que sdo consideravelmente mais largas que aquelas na
espectroscopia de absor¢do (SKOOG, et al., 2015).

Devido as vantagens mencionadas no pardgrafo anterior, a espectroscopia de
fluorescéncia molecular €, muito provavelmente, a técnica mais utilizada nos estudos de
interacdo DNA-ligante. Em geral, compostos aromaticos que contém grupos funcionais
com baixa energia de transi¢io m - m possuem intensa fluorescéncia se comparados com
moléculas pequenas como hidrocarbonetos alifaticos, carbonilas ou compostos bastante
conjugados e ndo aromaticos. Compostos com dupla ligacdo altamente conjugada também
tém alguma fluorescéncia, mas em menor intensidade que os sistemas aromaticos. Salienta-
se que as alteracdes na fluorescéncia se referem ao ligante livre ou complexo formado com
o0 DNA, uma vez que a macromolécula ndo manifesta fluorescéncia (SIRAJUDDIN; ALI;
BADSHAH, 2013; REHMAN, et al., 2015).

1.5.1.2.1 Parametros importantes no estudo por fluorescéncia

Estudos relacionados a variacdo da intensidade do sinal em funcdo de titulacbes
fluorimétricas permitem obter informacdes, tais como: o mecanismo de quenching (estatico,
dindmico ou ambos); constante de ligacdo (Kp); os parametros termodinamicos (AH, AS e
AG); numero de sitios de ligagdo (n), que fornece a estequiometria da interacéo
(DNA:ligante); os tipos de forcas intermoleculares presentes no processo de interacéo e o
modo de ligacdo preferencial (GONZALEZ-RUIZ, et al.; 2011; ZHAO, et al., 2014;
SILVA, 2016). A adi¢do de DNA pode levar ao aumento de fluorescéncia em alguns casos;
entdo, é relevante salientar que o mecanismo de quenching s6 é analisado quando ocorre

diminuicdo na fluorescéncia.



31

1.5.2 Mecanismo de quenching

InteragOes moleculares envolvendo transferéncia de energia, rearranjos moleculares,
reacOes no estado excitado e/ou na formacéo de complexo no estado fundamental e extingédo
por colisdo sdo algumas das possiveis consequéncias da diminuicdo de intensidade de
fluorescéncia de uma amostra, sendo esse mecanismo denominado quenching. O processo
de quenching é proporcionado pela presenca de uma espécie responsavel pela desativacao
do fluoroforo (substancia de interesse no estado excitado), denominada espécie quencher,
que inibe a emisséo de fluorescéncia por um caminho ndo radioativo (LAKOWICZ, 2006).

Sdo varios os tipos de mecanismos de quenching, entre os quais destacam-se dois
principais: quenching estatico e quenching dindmico (ou colisional); e também, em algumas
situacbes, ambos ocorrendo. Esquematicamente, esses mecanismos podem ser
representados pela transferéncia de energia da espécie excitada (F*) e uma espécie quencher
(Q), que levam a desativacédo do fluoroforo (F) no estado excitado ou fundamental (Figuras
9a e 10a) (MOLINA-BOLIVAR, et al., 2014).

O quenching estéatico é o processo em que o fluoréforo no estado excitado forma, ao
entrar em contato com a espécie quencher, um complexo nédo-fluorescente (F-Q) no estado
fundamental, ocasionando a desativacao radioativa do fluoréforo, liberagdo de calor e com
isso reduc&o do sinal analitico (ZHAO, et al., 2014; MOLINA-BOLIVAR, et al., 2014). A

Figura 9 exibe esse mecanismo:
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Figura 9. Representacdo do mecanismo de quenching estético (a) Diagrama de Jablonski
para o processo de quenching estéatico. (b) Representacdo genérica de um sistema na

presenca de um quencher Q.
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Fonte: adaptado de DANTAS, 2015.

Ja o quenching dindmico é resultante da colisdo difusional entre o quencher e o

fluoréforo, sendo que esse transfere energia para aquele no estado excitado, resultando em
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desativacdo radioativa do fluor6foro e reducdo do sinal de fluorescéncia (Figura 10)
(LAKOWICZ, 2008).

Os dois mecanismos podem coexistir, porém podem ser distinguidos por meio de
sua viscosidade, de seus tempos de vida fluorescente ou pela diferenca da dependéncia de
temperatura (MANSOURI, et al., 2013). O aumento da temperatura reduz a estabilidade
dos complexos e com isso diminui-se os valores das constantes de quenching estatico. Em
contrapartida, altas temperaturas ocasionam maiores quantidades de quenching colisional,
aumentando assim a constante de quenching com a temperatura no caso do quenching
dindmico (MOLINA-BOLIVAR, et al., 2014).
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Figura 10. Representacdo do processo de quenching dindmico ou colisional. (a) Niveis de
energia (diagrama de Jablonski) para o processo de quenching dindmico. (b) Representacao

geral de um sistema na auséncia (1) e na presenca de um quencher Q (2).
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A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia pode ser quantificada atraves da
equacéo de Stern-Volmer:
F F

FO =1+ K,70[Q] 0u F" =1+ K,/ [0Q] (Equacdo 2)
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onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia antes e depois da adi¢cdo do quencher,
respectivamente; Kq é a constante de velocidade de quenching bimolecular difusional (2,0
10 L mol*s?), 10 é o tempo de vida médio (10®s), [Q] é a concentragdo quencher (DNA)
e Ksv € a constante de quenching, obtida por meio do coeficiente angular do grafico Fo/F
versus [Q] (JUNIOR; NOVO, 2014).

O estudo por UV-vis também fornece informagfes sobre o tipo de quenching
avaliado através de experimentos em diferentes temperaturas e determinando-se os valores
das constantes (Ksv). O processo de quenching dindmico néo altera o estado fundamental,
apenas o estado excitado, e com isso ndo ha alteracdes no espectro molecular de absorcéo
do complexo formado (Acomplexo = Abna + Acomposto). Contudo, no quenching estatico havera

mudancas nos perfis e na intensidade dos respectivos espectros (WU, et al., 2011).

1.5.2.1 Constantes de ligagéo (Kb)

Ndo s6 a constante de Stern-Volmer (Ksy) é determinada pelo estudo de
espectroscopia de fluorescéncia molecular. Também € possivel determinar a constante de
ligagdo (K») e 0 nimero de sitios de ligagdo (n), o qual refere-se a estequiometria do
complexo supramolecular formado. A constante de ligacdo é um valor quantitativo que
avalia a magnitude da interacéo entre o ligante e a macromolécula relacionando a variagdo
da intensidade de fluorescéncia do complexo com o aumento da concentragdo do DNA;

pode ser calculada pela equacéo 3:

@ = log K;, + nlog[Q] (Equacéo 3)

log
onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,

respectivamente; [L] é a concentragéo do ligante; Ko € a constante de ligacdo e n € o numero

de sitios de ligacdo; esses dois ultimos sdo obtidos a partir da curva de log(F"F—_F) VS.

log[ctDNA].

1.5.3 Avaliacdo do modo de ligacéo

Além dos parametros ja citados, 0 modo de ligagdo do ligante ao interagir com o
DNA pode ser determinado, recorrentemente, pela espectroscopia de fluorescéncia
molecular. Mudancas espectrais nas propriedades de emissdo do ligante na presenca e

auséncia do &cido nucleico fazem com que o modo de ligacdo seja analisado sob duas
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estratégias: testes com pequenas moléculas ou ions que agem como supressores de
fluorescéncia, a citar o iodeto de potassio, como também a competicdo de sondas
fluorescentes (LAKOWICZ, 2006; SARWAR, et al., 2015).

1.5.3.1 Ensaio com iodeto de potassio (KI)

Segundo Lakowicz (2006), muitas moléculas ou ions podem atuar como quenchers
dindmicos, como por exemplo aminas, oxigénio, halogénios e moléculas deficientes em
elétrons como acrilamida. Nos halogénios, o processo de quenching ocorre devido ao
acoplamento orbital-spin e convers&o intersistema para o estado tripleto.

O ensaio com iodeto de potassio, KI, € um exemplo do estudo do modo de ligagéo.
O ion iodeto interage com o ligante quando esse esta desimpedido. Com isso, a constante
de Stern-Volmer é empregada como parametro de indicacéo de acessibilidade do ion iodeto
ao fluordforo, na presenca e auséncia de DNA. Quando o modo de ligacdo da interacéo
DNA-ligante ocorre via intercalacdo as moléculas do ligante, presentes na dupla hélice do
DNA, estdo impedindo os ions iodeto se aproximarem da macromolécula, diminuindo assim
o valor de Ksy. Contrariamente, nos modos de ligacdo via groove ou eletrostatico, 0s
ligantes estdo mais livres fazendo o inibidor anidnico dispor maior sitio de interacéo e,
consequentemente, aumentar o valor da constante de Stern-Volmer (LING, et al., 2008;
REHMAN, et al., 2015).

1.5.3.2 Ensaios de competicdo

O uso de sondas fluorescentes também €é uma importante ferramenta na
determinacdo do modo de ligacdo jA que o DNA apresenta baixa fluorescéncia quando
isolado; contudo, um aumento na emissdo de fluorescéncia é perceptivel quando o acido
nucleico esta, na forma complexada, em contato com estabelecida sonda. As sondas mais
empregadas sao brometo de etidio (BE) e acridina orange para o modo de ligacdo via
intercalacdo; Hoechst 33342 e DAPI para 0 modo de ligagédo via groove. O brometo de
etidio, BE, é uma sonda que pouco fluoresce, mas, em solucdo com o DNA tem sua
intensidade de fluorescéncia aumentada. Como a ligag&o situa-se entre os pares das bases
nitrogenadas da macromolécula, a intercalacdo ¢ o modo de ligacdo dessa interagédo
(macromolécula-sonda) (LAKOWICZ, 2006).

Atraves de ensaios de competicdo com BE, € possivel estudar o modo de ligacéo
DNA-ligante. Sabendo que o BE é um intercalante conhecido, a presenca de um ligante que

interaja da mesma forma leva a "competicdo"/"disputa” pelo mesmo sitio da molécula



37

levando um deslocamento de BE intercalado entre os pares de bases, resultando uma
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia (SAVARIZ, et al., 2014). Quando ndo ha
alteracdes espectrais do complexo DNA-BE, o modo de ligacdo deve-se manifestar
preferencialmente via outro mecanismo (groove ou eletrostatico), e pode ser analisado por
outras sondas, conforme citado anteriormente, como DAPI e Hoechst 33342 (BASU,;
KUMAR, 2013; NASCIMENTO, 2017). As estruturas quimicas das sondas citadas acima

sdo ilustradas na Figura 11:

Figura 11. Estruturas quimicas das sondas para intercalagdo Brometo de etidio (BE) e
Acridina Orange e das sondas para groove Hoechst 33342 e DAPI.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

1.5.3.3 Pardmetros Termodinamicos

Parametros termodinamicos envolvidos na interacdo de ligantes com o0 DNA podem
ser determinados por espectroscopia de fluorescéncia molecular, inclusive por outras
técnicas. Forcas de van der Waals, interagdes hidrofobicas e eletrostaticas, e ligacbes de
hidrogénio s&o as principais interagdes ndo covalentes, sendo importantes no desempenho
na interacdo DNA-ligante (HAQ, 2002; SILVA, 2016).

Os complexos formados entre DNA e os ligantes é avaliado a diferentes

temperaturas e viabiliza a determinacéo dos parametros termodindmicos como variacao de
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entalpia (AH) e de entropia (AS) por meio da aplicacdo da equagdo de Van't Hoff mostrada

abaixo:

AH [1 AS ~
InK, = — - H +— (Equagéo 4)
onde Kb representa a constante de ligagéo, T a temperatura em Kelvin (K) e R a constante
do gés ideal (8,314472 J K'* mol™). J4 o valor da energia livre de Gibbs, AG, pode ser
calculado tal em funcdo dos valores de AH e AS (Equagdo 5), tal quanto pelo valor da

constante de ligagéo (Equacéo 6).

AG = AH — TAS (Equacéo 5)
AG = —RTInkK, (Equacéo 6)

Pelos dados de variagdo de entropia (AS) e entalpia (AH), o modo preferencial de

ligacdo pode ser classificado da seguinte maneira (SHAHABADI; HADID, 2012):
a) AH >0 e AS > 0 preferencialmente forgas hidrofobicas;
b) AH <0 e AS <0, forgas de van der Waals e ligagdes de hidrogénio;
€) AH <0 e AS > 0, preferencialmente interagdes eletrostaticas.

De forma geral, a intercalacdo de ligantes na dupla hélice do DNA ¢é estabilizada por
interacdes de van der Waals e hidrofdbicas, ao passo que as moléculas ligantes nos sulcos
do DNA interagem, especialmente por meio de interacdes hidrofobicas (REHMAN, et al.,
2015; SILVA, 2016). Vale ressaltar que a espontaneidade do processo de interagcdo pode ser
avaliada pela energia livre de Gibbs (ZHANG, et al., 2009).

1.6 Derivados benzimidazois e benzotiazois

A quimica e o estudo biologico de compostos heterociclicos tem sido um campo
interessante por muito tempo na quimica medicinal. Um nimero de derivados heterociclicos
contendo atomos de nitrogénio e enxofre servem como estruturas Unicas e versateis para o
planejamento experimental de farmacos (PATEL; SHAIKH, 2010).

Benzimidazois e benzotiazois constituem duas classes de compostos heterociclicos
caracterizados estruturalmente pela presenca de um anel benzénico unido a um nucleo
imidazol e tiazol, respectivamente (Figura 12) (ARAUJO, 2015). As subunidades

benzimidazoélica e benzotiazdlica se fazem presentes na estrutura de alguns insumos
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agricolas e farmacos (alguns, inibidores de atividade ureolitica) e uma variedade de
produtos naturais, sendo em muitos casos a responsavel pelas atividades bioldgicas
observadas, a citar como antiviral, antiprotozoaria, anti-inflamatoria, antibacteriana,
antidepressivo, antiulcerativo, anticancer, antiparkinson, inibidores de quinases, entre
outros (BACHHAYV, et al., 2011; KHOSRAVI; KAZEMI, 2012).

Figura 12. Estrutura geral dos benzimidazois (X = NH) e dos benzotiazois (X = S).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Vérios farmacos comercias tem em sua constituicdo um desses dois relevantes
grupos farmacoféricos, do qual citam-se: o omeprazol, utilizado para o tratamento de
infecgBes causadas pela bactéria Helicobacter pylori; o riluzol, usado no tratamento de
esclerose amiotrofica lateral; o tiabendazol, um anti-helmintico e antifingico; e a
etoxzolamida, utilizada no tratamento de glaucoma, de Ulceras duodenais e usada como
diurético (SANTOSH, et al., 2011; KUMAR, et al., 2012; MOHAMMADI, et al., 2014).

As estruturas dos farmacos citados acima estdo exibidas na Figura 13:
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Figura 13. Estruturas quimicas dos farmacos omeprazol, riluzol, tiabendazol e

etoxzolamida.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

1.6.1 Os derivados benzimidazélicos

A atencgdo pela classe de compostos dos benzimidazois teve inicio na década de
1950, com a descoberta do N-ribosil-dimetilbenzimidazol, que se complexa ao cobalto da
vitamina B12 (DUBEY; SANYAL, 2010). Tal fato resultou, em 1961, na descoberta do
tiabendazol (Figura 13), que foi o primeiro benzimidazol comercializado durante quarenta
anos e amplamente utilizado até os dias de hoje como anti-helmintico e antifungico
(SANTOSH, et al., 2011). Com a comercializacdo desse primeiro, estimulou-se outros
quimicos de todo 0 mundo a projetar e sintetizar outros benzimidazois para o rastreamento
da atividade anti-helmintica, todavia, menos de 20 deles alcangaram uso comercial; sendo
elaborados por empresas farmacéuticas e relatados apenas na literatura de patentes
(TOWNSEND; WISE, 1990).

Em geral, os compostos benzimidazolicos e os carbamatos de benzimidazol sdo
materiais cristalinos com pontos de fusdo bastante elevados e relativamente pouco sollveis
em agua. Apos administragcdo, os benzimidazois sdo extensivamente metabolizados em
mamiferos. O composto original € geralmente de curta duracdo e metabolizado
predominantemente no plasma, tecidos e excretas. Devido a limitada solubilidade em agua,
como retratado anteriormente, a classe dos benzimidazois pode ter uma grande diferenca na
absorcéo e na sua eficacia resultante (DUBEY; SANYAL, 2010).
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1.6.2 Os derivados benzotiazois

Um dos mais importantes compostos heterociclicos e de grande interesse cientifico
hoje em dia sdo os derivados benzotiazois. Eles sdo amplamente encontrados na quimica
bioorgénica e medicinal com aplicacdo na descoberta de farmacos (GUPTA; RAWAT,
2010). A busca pela explicacdo do agradavel odor do 2-fenil-benzotiazol, um composto
organico com um atomo de enxofre, incentivou pesquisadores no final do século XIX a
sintetizar derivados benzotiazois (BOGERT; MEYER, 1922).

Algumas mudancas estruturais podem ser realizadas, como a adi¢do de grupos ou
radicais para tender ao aumento das atividades biologicas, e, portanto, 0s compostos
derivados apresentarem atividade in vitro mais promissora (XIANG, et al., 2012; SHI, et
al., 2012), incluindo efeitos anti-HIV, antibacterianos, antitumorais e neuroprotetores
(MOHAMMADI, et al., 2014).

1.6.3 Relacdo estrutura-atividade

Na quimica medicinal a relacdo estrutura-atividade compreende os "efeitos que a
estrutura quimica de um composto pode causar durante sua interacdo com 0 receptor
biolégico" (ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010).

A substituicdo de um atomo de hidrogénio por um determinado substituinte (como
um halogénio ou grupos alquilas, nitro, ciano, carboxilato, entre outros) pode modificar a
poténcia, duracdo e a natureza do efeito farmacoldgico de uma molécula. As modificacdes
produzidas pela introducdo de um substituinte podem atingir varias propriedades da
molécula, tais como hidrofobicidade, a densidade eletrénica e a conformacdo estrutural,
cuja andlise pode orientar novas sinteses (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001). No
Esquema 2 pode se observar a relacdo entre a substituicdo em diferentes posicdes na
estrutura dos derivados benzimidazois e benzotiazois e sua atividade antitumoral. As
influéncias dos substituintes foram relatadas na literatura (MCCRACKEN; LIPKOWITZ;
1990; YADAV; GANGULY, 2015; ARAUJO, 2015).
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Esquema 2. Influéncia das substituicbes em derivados benzimidazois e benzotiazois para a

atividade antitumoral.

Substituinte carboxilico Substituinte hidroxi na posicéo orto (Rz)
esterificado nesta  posicdo em relaghio ao ndcleo aumenta a
diminui a poténcia e provoca atividade anticancer

aumento na citotoxicidade de

alguns compostos l

algumas linhagens celulares

\ 3 Ra
Rs M Substituintes halogénios na
/\@ N R dmmm posi¢do para (Ri) apresentam
2 menores citotoxicidade para
R4 X
7 1 E

Substituico de fldor em Rq X=NHou$S '\

aumenta a  atividade

anticancerigena, a Substituinte metila ou halogénio
solubilidade dos compostos aumenta a poténcia e prolonga o
ndo polares nos lipidios e espectro da atividade anticancerigena
aumenta a absorgéo. em certas linhagens celulares de célon,

pulméo, melanoma, rim e ovario.

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Baseado nisso, o grupo de pesquisa do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais tem sintetizado e avaliado diversos compostos derivados
benzimidazois e benzotiazois, com diferentes substituintes na posicdo 2 do nucleo
imidazdlico e/ ou tiazolico. Desta forma, o presente trabalho estuda quatorze compostos (7
pares de compostos benzotiazois e benzimidazois), com suas atividades biol6gicas

previamente estabelecidas pelo mesmo grupo de pesquisa, e sua interacdo com ctDNA.

1.7 Doencas tendo como alvo biolégico o DNA

Diversas doencas que possuem o DNA como alvo biolégico no organismo podem
ser estudadas atraves do entendimento da estrutura e funcdo do mesmo, bem como pela
interacdo de farmacos com a macromolécula. Dentre essas doencas, podem-se destacar a
leishmaniose, uma doenca parasitaria, e o cancer, uma doenca que gera mutagdo genética

nos organismos.
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1.7.1 Cancer

Segundo o Instituto Nacional de Céancer, INCA, o cancer "é o nome dado a um
conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células,
que invadem tecidos e 6rgdos”. O cancer € uma das doencas que mais causam temor na
sociedade, por ter se tornado um estigma de mortalidade e dor. Na verdade, a palavra cancer
de origem latina (cancer) significando “caranguejo” deve ter sido empregada em analogia
ao modo de crescimento penetrante, que pode ser comparado as pernas do crustaceo, que as
introduz na areia ou lama para se fixar e dificultar sua remocdo (BRASIL, 1971).
Atualmente, a definigdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia, especificamente
aos tumores malignos, como sendo uma doenga caracterizada pelo crescimento
descontrolado de células transformadas (INCA, 2018; ALMEIDA, et al., 2005).

Informacdes sobre a ocorréncia de cancer e seu desfecho séo requisitos essenciais
para programas nacionais e regionais para o controle da doenca, além de pautar a agenda
de pesquisa sobre cancer (STEWART; WILD, 2014). A estimativa mundial revela que, em
2012, ocorreram 14,1 milhdes de casos novos de cancer (exceto cancer de pele nédo
melanoma) e 8,2 milhdes de Obitos. Houve um pequeno predominio do sexo masculino
tanto na mortalidade (57%) quanto na incidéncia (53%), sendo, de modo geral, as maiores
taxas de incidéncia observadas nos paises desenvolvidos (América do Norte, Japao,
Australia, entre outros); taxas intermediérias verificadas na América Latina, Leste Europeu
e Sudeste Asiatico (inclusive China) e taxas menores em grande parte da Africa e no Sul e
Oeste da Asia (incluindo india). Os tipos de cancer mais predominantes nos paises
desenvolvidos estdo associados a urbanizacdo e ao desenvolvimento, como cancer de
pulmdo, prostata, mama feminina, colon e reto; nos paises de baixo e médio
desenvolvimento a ocorréncia de tipos de cancer relacionados a infec¢gdes (como colo do
Gtero, estdmago, esdfago e figado) ainda € alta. Além disso, apesar da baixa incidéncia, a
mortalidade representa quase 80% dos dbitos de cancer no mundo (FERLAY, et al., 2013).

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulméo (1,8 milh&o), mama (1,7
milhdo), intestino (1,4 milh&o) e préstata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes
foram pulméo (16,7%), prostata (15,0%), intestino (10,0%), estbmago (8,5%) e figado
(7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias foram encontradas na mama (25,2%),
intestino (9,2%), pulméo (8,7%), colo de Utero (7,9%) e estdbmago (4,8%) (FERLAY, et al.,
2013).

No Brasil, estima-se para o biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil novos casos

de céncer anualmente. Esse numero ja leva em consideracdo o céncer de pele néo
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melanoma, o qual corresponde a 28,3% dos novos casos da doenga (170 mil casos). O
calculo global corrigido para o sub-registro, segundo Mathers et al. (2003), aponta a
ocorréncia de 640 mil novos casos. Essas estimativas refletem o perfil de um pais que possui
0s canceres de prostata, pulmdo, mama feminina e célon e reto entre os mais incidentes,
contudo ainda apresenta altas taxas para os canceres do colo do Utero, estbmago e esdfago
(INCA, 2018). A Tabela 1 exibe as estimativas de casos novos de cancer segundo sexo e
localizacdo primaria no Brasil; ja a Figura 14 mostra a distribuicdo dos dez diferentes tipos
de cancer mais incidente para o ano de 2018 no Brasil, por sexo:

Tabela 1. Estimativas para o ano de 2018 das taxas brutas e ajustadas? de incidéncia por
100 mil habitantes e do nimero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizacdo

primaria”.

Estimativa dos Casos Novos

Homens Mulheres

Localizagao Primaria
Meoplasia Maligna Estados Capitais Estados Capitais

Taxa Taxa Casos Taxa Taxa Taxa Taxa Casos Taxa Taxa
Bruta  Ajustada Bruta  Ajustada Bruta | Ajustada Bruta | Ajustada

Prostata

Marma Feminina

Cola do tero

Traqueia, Bronquio e Pulmio
Cddon e Reto

Estdmago

Cavidade Oral

Laringe

Bexiga

Estfago

Owirio

Linforna de Hodgkin
Linforna nao Hodgkin
Glindula Tireoide
Sistema MNervoso Central
Leucemias

Corpo do Utero

Pele Melanoma

Outras Localizagies

Todas as Neoplasias, exceto
Pele nao Melanoma

Pele nao Melanoma
Todas as Neoplasias Malignas

Todas as Neoplasias Malignas
Corrigidas para Sub-Registro

*Populacao padrao mundial (1960). / “Mameros arredondados para multiplos de 10.

324.580 310,300

Fonte: reproduzido de INCA, 2018.
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Figura 14. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon 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% Traqueia, Bronguio e Pumao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esofago 8.240 3.8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 3.3%
Laringe 6.390 3.,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: adaptado de INCA, 2018.

O céncer também é inicialmente classificado pelo tipo de célula originaria. Como
exemplo, temos o carcinoma que € originado de células epiteliais presentes no revestimento
dos 6rgdos, e o tipo mais comum de cancer; e a leucemia, também conhecida como "cancer
do sangue", originada na medula déssea (encarregada pela producdo de glébulos brancos) e
que causa uma elevada concentracdo de glébulos brancos (ALMEIDA, et al., 2005). H&
outros tipos de cancer, e cada uma recebe o tratamento mais adequado de acordo com sua

classificacdo.

1.7.2 Tipos de tratamento para o cancer

Os principais tipos de tratamentos para o cancer sdo: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Ha casos em que duas modalidades de tratamento podem ser combinadas
para um melhor resultado, que consiste na erradicacéo do cancer.
Cirurgia: Geralmente é utilizada em tratamento de tumores s6lidos que ocupam
determinada aérea. Por ser um tratamento local apenas parte do corpo é atingida pela
doenca. A técnica cirdrgica pode levar a remogéo de tumores com eficacia, se ndo houver
metastase (casos em que 0 cancer ja estd mais evoluido e espalhado pelo corpo); no caso
da leucemia, por exemplo, costuma-se utilizar outros tipos de terapia, como o transplante
de medula (MURAD; KATZ, 1996). Alguns fatores adversos como dores, fastio,
dificuldade de locomocao e uma recuperagcdo mais demorada podem desmotivar o uso desse
tratamento (INCA, 2018; ALMEIDA, et al., 2005).
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Radioterapia: Tratamento no qual se utilizam radiagdes para destruir um tumor ou impedir
que suas células aumentem. Estas radia¢fes ndo sdo vistas, e durante a aplicagdo o paciente
ndo sente nada. Mesmo que sejam usados 0s sensitizadores (que diminuem os efeitos
colaterais) o tratamento por radiacéo € sujeito a severas limitacoes; e os efeitos colaterais
mais frequentes sdo fadiga, irritacdo cutanea e inapeténcia (INCA, 2018; ALMEIDA, et al.,
2005).

Quimioterapia: Tratamento que usa compostos quimicos (medicamentos e/ou agentes
quimioterapicos) para combate ao cancer. Eles séo aplicados, em sua maioria, na veia,
podendo também ser dados por via oral, intramuscular, subcutanea, topica e intratecal. Os
medicamentos se misturam com o0 sangue e sdo levados a todas as partes do organismo,
destruindo as células doentes que estdo formando o tumor e impedindo, também, que elas
se espalhem pelo corpo. Entretanto, grande parte dos agentes quimioterapicos atua de forma
ndo-especifica, atingindo tanto as células cancerosas quanto as sadias, especialmente as
células de rapido crescimento como as do sistema gastrointestinais, imunoldgico e
capilares, o que explica a perda de cabelo, maior suscetibilidade as infeccdes e nauseas
como efeitos colaterais (INCA, 2018; NASCIMENTO, 2017).

Figura 15. Tipos de tratamento para o cancer. (a) Cirurgia. (b) Radioterapia. (c)

Quimioterapia.

Fonte: adaptado de VENTURA, 2017; LUZ, 2018 e LAPRENSA, 2016.

Os agentes antineoplasicos possuem diferentes alvos de acéo, e em muitos deles o
mecanismo de agdo esta associado a interacdo com DNA, que é considerado um alvo
importante na busca de farmacos para o tratamento do cancer. A importancia clinica dos

agentes antineoplasicos induz a necessidade de estudos sistematicos, o que primeiramente
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deveria ser feito com o uso de classificagdes quimicas, levando-se em conta os diferentes
grupos funcionais presentes na estrutura das moléculas dos agentes anticancerigenos.
Dentre os agentes antineoplasicos que interagem com o DNA, destacam-se 0s agentes
alquilantes, principalmente as mostardas nitrogenadas, que foram as pioneiras no
tratamento quimioterdpico (NASCIMENTO, 2017; SILVA, etal., 2012; ALMEIDA, et al.,
2005). Podem ser citados ainda alguns derivados dos benzimidazois e benzotiazois, que
possuem atividade antiproliferativa frente a algumas linhagens celulares de canceres

humanos, sendo entdo possiveis candidatos a farmacos anti-cancer.

1.7.3 Atividade antiproliferativa de benzimidazois e benzotiazois

As células cancerigenas sdo produtos de uma série complexa de transformacdes
celulares iniciando-se, muitas vezes, por mutacdes ou por rearranjos do DNA que
desestabilizam o fen6tipo celular anterior (CSERMELY, et al., 2015). Esta transformacéo
celular e multiplicacdo desordenada possibilitam o crescimento do tumor e a metastase na
sua forma maligna (WANG, et al., 2015).

Hanahan e Weinberg (2000) sugeriram seis mudancas essenciais na fisiologia
celular que juntamente prescrevem o crescimento maligno: autossuficiéncia para o
crescimento celular; insensibilidade aos inibidores de crescimento; evasédo da morte celular
programada (apoptose); potencial replicativo ilimitado; estimulo do crescimento de vasos
sanguineos para o fornecimento de nutrientes e invasdo de tecidos e 6rgaos.

Isso tudo estimulou, nas ultimas décadas, pesquisadores a desenvolver farmacos
anticancer com a finalidade de controlar o aumento dessa doenca t&o devastadora. Desde
1960, quando se observou a atividade antitumoral de complexos com metais de transicgéo,
como a cis-diamina-dicloroplatina (I1) (cisplatina), até os dias mais atuais, com complexo
de ruténio (I11) (NAMI-A) em fase de estudos pré-clinicos e apresentando atividade
antitumoral para o tratamento de cancer de pulméo (ZHU; ZHOU, 2015; RADEMAKER-
LAKHAL, et al., 2004), inameros estudos sdo desenvolvidos buscando auxiliar no design
de novos ligantes com propriedades seletivas de ligacao e atividades bioldgicas melhoradas.
Entre esses ligantes destacam-se 0s benzimidazois e benzotiazois.

Os heterociclos benzimidazolicos e benzotiazolicos sdo importantes compostos
bioativos de origem natural ou sintética (SUNG, et al., 2013; SANTOSH, et al., 2011;
COBAN, et al., 2009). Ja se conhece que 0s benzimidazois sdo inibidores da cinesina
mitotica (KSP), do fator induzido por hipoxia-1 (HIF-1), da enzima 17a-hidroxilase/17,20

liase e da DNA topoisomerase I, 0s quais sdo importantes alvos para o desenvolvimento de



48

farmacos anticancer (KARPINSKA, et al., 2011). Os benzotiazois sdo inibidores da enzima
tirosina quinase (HUTCHINSON, et al., 2002), um receptor de superficie celular com alta
afinidade por polipeptidios relacionados aos fatores de crescimento, como horménios e
citosinas, evidenciando um importante papel no desenvolvimento de varios tipos de cancer
(BHUVA; KINI, 2010).

Coban e colaboradores (2009) sintetizaram benzimidazois e avaliaram suas
atividades antiproliferativas frente a trés linhagens de células de céancer. Lindgren e
colaboradores (2014) realizaram estudos de modelagem molecular de dezessete derivados
do (E)-2-benzotiazois-hidrazonas. Esses compostos foram sintetizados e avaliados in vitro
frente a trés linhagens de células de cancer: HL-60 (leucemia), MDAMB-435 (cancer de
mama) e HCT-8 (cancer de cblon). Dezessete derivados benzotiazois foram sintetizados por
Caleta e colaboradores (2004) e testados in vitro frente a quatro linhagens de células
tumorais malignas: carcinoma de cdlon (SW620), carcinoma de laringe (Hep2), melanoma
(HBL) e carcinoma de colo de Utero (HeLa).

Enfim, varios estudos tém demonstrado a atividade antiproliferativa de
benzimidazois e benzotiazois. Além dos derivados em estudo, alguns benzimidazois ja sdo
usados como quimioterapicos clinicos, como o nocodazol e a bendamustina (Figura 16),
por exemplo, utilizados no tratamento de leucemia linfocitica cronica (PARK, et al., 2012;
HALLEK, et al., 2015), que é a forma mais recorrente de leucemia nos paises ocidentais
(BAUMANN, et al., 2014). Outro derivado, este benzotiazol, phortress (Figura 16) usado
no tratamento de cancer de mama, ovario e rim, ja estd em estudo clinico (FICHTNER et
al., 2004).
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Figura 16. Estruturas quimicas dos quimioterdpicos nocodazol e bendamustina e do

derivado benzotiazol phortress.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Assim, o desenvolvimento de novos agentes antitumorais se faz necessario para
obter compostos que minimizem ou solucionem os efeitos colaterais dos farmacos
utilizados atualmente, além de vencer a frequente resisténcia das células cancerigenas frente
aos quimioterapicos (FOO; MICHOR, 2014). Desta forma, benzimidazois e benzotiazois

constituem uma promissora classe de substancias para a descoberta de novos antitumorais.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a interacdo entre compostos sintéticos derivados dos benzimidazois e

benzotiazois com ctDNA (DNA Calf thymus) por meio de métodos espectroscopicos,

buscando o entendimento do mecanismo de acdo dos compostos sintetizados para indicar o

modo de interacdo DNA-ligante e, assim, otimizar a atividade antitumoral destas moléculas.

2.2 Especificos

Determinar os pardmetros relativos a interacdo entre os derivados benzimidazois e
benzotiazois e ctDNA: constante de ligacdo (Ky), nimero de sitios (n) e parametros
termodinamicos: entalpia, entropia e energia livre de Gibbs (AH, AS e AG,
respectivamente) através de métodos espectroscépicos;

Avaliar as principais forcas envolvidas no processo de interacao;

Estudar o mecanismo de quenching;

Realizar testes com o iodeto de potassio e ensaios de competicdo com brometo de etidio
(BE) e berenil para estudar o modo de ligagdo DNA-ligante em diferentes concentragdes
de DNA;

Correlacionar os valores das constantes de ligacdo (Ky) obtidas com os valores de ICso
em busca de relacdo entre interagdo com ctDNA e 0 mecanismo de acdo da atividade

antiproliferativa.
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3. EXPERIMENTAL
3.1 Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados nos experimentos sdo de grau analitico de pureza. As
solucdes foram preparadas com agua ultrapura com resistividade especifica de 18,2 MQ
cm, a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA; Gehaka
modelo Master All e modelo OS10LXE, Brasil).

Os compostos organicos usados nesse estudo foram sintetizados pelo grupo de
pesquisa do Professor Doutor Angelo de Fatima, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais, com participacédo de sua aluna de doutorado Débora
Pereira Araljo, e cujas rotas sintéticas e caracterizacdo espectroscopicas ja foram
estabelecidas. Foi empregado nos estudos de interacdo o DNA (Calf thymus, ctDNA) tipo |
na forma de fibras (Sigma-Aldrich, USA); este é extraido do tecido do timo de bezerro de
género ndo especificado e através de um método que fornece uma mistura de DNA de dupla
fita e fita simples, contudo prevalece a forma da dupla fita.

As solucdes estoque dos compostos benzimidazois e benzotiazois foram preparadas
pela solubilizacdo de cerca de 1,0 mg do composto em 2,0 mL do solvente dimetilsulfoxido
- DMSO (Sigma Aldrich, USA), e posteriormente armazenadas sob refrigeracdo a 4°C em
tubos criogénicos.

Para o preparo da solucdo estoque do DNA Calf thymus (ctDNA) foi aferido
aproximadamente 2,5 mg do ctDNA e solubilizado em 25,0 mL de tampéo Tris (10 mM,
pH=7,4) e deixado sob agitacdo continua por 24 hs. Para garantir uma maior
homogeneidade da solucdo, a mesma foi levada a um banho de ultrassom (Quimis modelo
Q335D, Brasil) por 30 minutos.

O tampdo (10 mM e pH=7,4) foi preparado pela pesagem de 1,2114 g de
tris(hidroximetil)aminometano TRIS (Vetec, Brasil; Synth, Brasil) e solubilizado em 1000
mL de agua ultrapura. O ajuste do potencial hidrogenidnico (pH) foi realizado com solu¢des
de &cido cloridrico, HCI (Din&mica, Brasil).

A solucio estoque de iodeto de potassio, K1 (0,2 mol L) foi preparada medindo-se
1,66 g de KI (Synth, Brasil) e solubilizando em 50,0 mL de agua ultrapura. Para o preparo
da solucéo estoque de brometo de etidio (2,0 mM) foi aferido a massa de 0,0016 g do
brometo de etidio (Sigma Aldrich, USA) e solubilizado com &gua ultrapura em tubo
criogénico (2,0 mL). E por fim, a solugdo estoque de berenil (2,0 mM) foi preparada
pesando 0,0023 g do berenil (Sigma Aldrich, USA) e solubilizando em agua ultrapura (2,0
mL). Todas as diluicdes posteriores foram feitas no tampé&o Tris.
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3.2 Equipamentos utilizados

Nos estudos de interacdo empregando os derivados benzimidazois e benzotiazois,
as medidas espectrofluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorimetro Shimadzu
RF (modelo 5301PC, Jap&o) equipado com uma lampada de xendnio, utilizando uma cubeta
de polimetil metacrilato com capacidade para 2,0 mL, transparéncia na faixa de 220 a 900
nm e com 1,00 cm de caminho éptico.

As medidas espectrofotométricas foram executadas no espectrofotbmetro de
varredura com feixe duplo Micronal (AJX-6100PC, Brasil) com dois compartimentos para
referéncia e amostra, utilizando-se cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico e
capacidade para 4,0 mL de solucdo.

Para as medidas de pH utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado ao
potencidmetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes foram medidas
em balanca analitica Mettler Toledo (AG245, Switzerland) com preciséo de = 0,01 mg e
balanca analitica eletrénica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisao de + 0,1 mg. O banho

de ultrassom utilizado no preparo da solucdo estoque de DNA foi o Quimis (Q335D, Brasil).

3.3 Procedimentos
3.3.1 Determinacéo da concentragdo do DNA (Calf thymus)

A concentracdo do ctDNA foi determinada por meio da Lei de Lambert-Beer, que
estabelece uma relacdo entre a absorvancia e a concentracdo de uma solucdo que €
atravessada por um feixe de luz monocromaética. Fez-se a afericdo do sinal de absorvancia
no comprimento de onda em 260 nm no espectrofotdmetro, ap6s uma diluicdo em tampéo
Tris na proporcdo de 1:100. Calculou-se a concentracdo com base no coeficiente de extin¢do
molar de 6600 L mol™ cm; e para avaliar se a solucéo de ctDNA estava livre de proteinas
determinou-se a razéo do sinal de absorvancia a 260 e 280 nm (A2e0/A2s0), Obtendo valores
entre 1,8-2,0 (SAVARIZ, et al., 2014).

3.3.2 Interacdo ctDNA-ligante por espectrofluorimetria e UV-visivel

A avaliacdo da interagdo ctDNA-ligante com espectrofluorimetro foi empregada
para observar a variacdo da intensidade do sinal de fluorescéncia, em que se manteve
constante a concentracdo dos compostos em 5,0 uM e fez-se a titulagdo com o aumento
progressivo da quantidade de ctDNA, variando a concentracdo de 5,0 uM a 250,0 puM. Ja

no estudo de UV-visivel, consideraram-se os sinais de absorvancia do composto na presenca
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e na auséncia de ctDNA, bem como a absorvancia do ctDNA na forma livre. Manteve-se
constante a concentragcdo dos compostos em 5,0 M e variou-se a concentracdo de ctDNA
em 5,0uM e 50,0 uM (DANTAS, 2015; SILVA, 2016).

3.3.3 Estudo realizado com iodeto de potassio (KI)

Nesta avaliacdo do modo de ligagdo dos compostos com o ctDNA, manteve-se
constante a concentracdo dos compostos derivados benzimidazois e benzotiazois e
aumentou-se a concentracao de iodeto de potassio (5,0 a 150,0 mM) na presenca e auséncia
de ctDNA, verificando-se entdo se ocorreu a diminuicdo do sinal de fluorescéncia
(SARWAR, et al., 2015; NASCIMENTO, 2017).

3.3.4 Ensaio de competicdo com brometo de etidio (BE) e berenil

Nesse ensaio foi mantido constante a concentragdo de brometo de etidio (2,0 uM) e
de ctDNA (10,0 uM) e aumentou-se progressivamente a concentracdo dos compostos, de
2,0 uM a 80,0 uM.

Para o ensaio de competicdo utilizando o berenil como sonda, manteve-se constante
a concentracdo dos compostos (10,0 uM) e do berenil (10,0 uM), e aumentou-se a
concentragéo de ctDNA, de 10,0 uM a 400 puM.

3.3.5 Tratamento dos dados

Apbs a aquisicdo dos dados, todos os resultados foram tratados empregando o
programa Origin Lab Graphing & Data Analysis versdo 9.0 (Northampton, USA) e o Excel
2010 (Microsoft Office), onde foi possivel obter informacdes para o calculo dos parametros
de ligacdo dos compostos ao ctDNA (DANTAS, 2015; SILVA, 2016; NASCIMENTO,
2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estudos preliminares

Para a sintese dos compostos utilizados neste trabalho, o grupo do Prof. Angelo de
Fatima variou os aldeidos utilizados, empregando grupos doadores e retiradores de
densidade eletronica, heteroaromaticos e ndo aroméaticos como mostrado na Figura 17. A

interacdo destes compostos com ctDNA foi avaliada por meio de técnicas espectroscopicas.



Figura 17. Estruturas dos compostos derivados benzotiazois (XA) e benzimidazois (XB) avaliados.
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O mesmo grupo de pesquisa realizou, previamente, estudos de atividade
antiproliferativa. Os compostos foram testados frente a sete linhagens celulares e os valores
de Concentragdo minima do composto capaz de gerar 50% de inibicdo do crescimento
(Glso) serdo apresentados posteriormente (ARAUJO, 2015).

Pela sua potente atividade bioldgica antitumoral e promissora afinidade com o
ctDNA comprovada por sua constante de ligacdo (Kys), 0 composto 15A foi usado como
modelo para apresentacao dos resultados.

Primeiramente, determinou-se o comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax)
usando a espectroscopia de UV-Vis (Tabela 2). Usualmente é possivel correlacionar 0 Amax
e o comprimento de excitacdo dos compostos na espectroscopia de fluorescéncia molecular.
Determinou-se o comprimento de onda de maxima absorcdo dos compostos na presenca e
na auséncia de DNA, para em seguida, atraves dessas informacdes, realizar o estudo de

fluorescéncia molecular.

Tabela 2. Valores de comprimentos de onda maximos dos compostos avaliados na forma

livre.
Composto Amax (NM)
1A 300
1B 298
3A 297
3B 300
5A 288
5B 314
6A 315
6B 298
11A 319
11B 317
12A 342
12B 313
15A 320
15B 307

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Observando a Tabela 2 verifica-se que os valores de comprimento de onda de

maxima absorcdo para os derivados benzimidazois e benzotiazois compreende-se entre 290
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~ 345 nm aproximadamente. Com base nessas informacdes foi possivel avaliar a interacdo

DNA-ligante por meio de realiza¢des de ensaios.

4.2 Avaliacéo por meio de espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

Todos os compostos avaliados apresentaram emisséo na faixa de 345 a 445 nm
quando excitados entre 260-280 nm. Em func¢éo da capacidade de fluorescer, 0os compostos
derivados benzimidazois e benzotiazois foram titulados com ctDNA. Nota-se que ao
adicionar o ctDNA ao sistema ocorreu uma reducéo do sinal de intensidade de fluorescéncia
dos compostos, indicando, qualitativamente, que os compostos na forma livre estéo
interagindo com a macromolécula, formando o complexo supramolecular benzimidazol-
ctDNA e/ou benzotiazol-ctDNA, o qual ndo é fluorescente. A Figura 18 apresenta o perfil
espectral obtido para o composto 15A a partir de adi¢des crescentes de ctDNA e as curvas

de linearizacdo para os célculos dos parametros de ligacao.

Figura 18. Resultados obtidos para avaliacdo da interacdo DNA-ligante por fluorescéncia
molecular. (a) Perfil espectral do composto 15A (5,0 uM) com adi¢des crescentes de ctDNA
(0; 5; 12,5; 25; 50; 62,5; 75; 87,5; 100; 125; 150; 200 e 250 pM, curvas a—m
respectivamente). (b) Grafico de Stern-Volmer para o composto 15A (processo de
quenching). (c) Curva logaritmica dupla para célculo da constante de ligacdo do composto
15A com ctDNA. Condicdo: pH=7,4 (tampéo Tris 10 mM) a 30°C.

50 0,
4o) - )
"
‘ 04 .
400 n u
’ 0.2 .
L ™
o N
300 L w 0d "
,’m ﬁ.: ' AN
’ o L ]
m L .
200 /. g 03 "
‘a L=]
[ ('R
v 04 "
100 o ‘.
-0,9
3 0 70 80 120 160 -3,6 -3,8 -4,0 -4,2

[ctDNA] / pM log [ctDNA] / mol L™

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Conforme revela a figura 18a, a diminuicdo progressiva na intensidade do sinal de

fluorescéncia € um indicativo de que houve interacdo entre o composto e 0 ctDNA, uma
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vez que este ndo apresenta fluorescéncia e funciona como uma molécula quencher.
Resultados similares foram obtidos pelos demais compostos derivados benzimidazois e
benzotiazois avaliados.

Quantitativamente, € possivel determinar as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e a
constante de ligacdo (Kb) em virtude da variacdo na fluorescéncia. O valor de Ksy é
calculado através da Equagdo 2, j& descrita anteriormente. A constante de ligacdo (Ky) e 0
numero de sitios de ligacdo (n) do complexo supramolecular formado entre os compostos

avaliados e o ctDNA foi determinado a partir de uma titulacéo fluorimétrica de acordo com
a Equacéo 3 e da curva de log (F°F—_F) vs.log[ctDNA], também mencionadas previamente.

As Figuras 18b e 18c exibem os perfis das curvas para o composto 15A a partir da
linearizacdo das equacoes (2) e (3), respectivamente. Os resultados obtidos dos parametros

de ligacdo para todos os compostos avaliados estdo apresentados na Tabela 3 a seguir:
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Tabela 3. Parametros de interacdo do ctDNA com derivados benzotiazois (XA) e benzimidazois (XB).

Constante Stern-Volmer Parametros de ligagdo

Compostos Ksv Kb
(x103L mol?) r (x10*L mol?) n r
1A 10,02 + 0,43 0,9936 0,62 +0,01 0,93+0,05 0,9907
1B 10,08 £ 0,35 0,9952 9,33+0,01 1,25 + 0,03 0,9972
3A 11,31+0,4 0,9921 0,78 £0,01 0,96 £ 0,04 0,9934
3B 8,29 £ 0,55 0,9871 0,34+ 0,01 0,90 £ 0,04 0,9950
5A 5,25+ 0,38 0,9865 2,04 £0,01 1,15 + 0,09 0,9802
5B 7,91+0,30 0,9936 1,69 +0,01 1,09 + 0,02 0,9981
6A 8,32 £ 0,58 0,9836 0,36 £ 0,01 0,89 £ 0,08 0,9729
6B 7,13+0,24 0,9951 25,7+0,01 1,40 + 0,03 0,9977
11A 12,6 + 0,54 0,9927 0,38 £0,01 0,87 £ 0,05 0,9908
11B 10,4+ 0,34 0,9952 2,82+0,01 1,11 + 0,04 0,9950
12A 9,63+0,39 0,9926 2,88 £ 0,01 1,12 + 0,04 0,9948
12B 9,61+0,35 0,9947 15,8 + 0,01 1,31+ 0,03 0,9980
15A 8,74 £ 0,56 0,9821 60,1+ 0,1 1,47 + 0,02 0,9990
15B 10,1+0,4 0,9932 204+0,1 1,34 + 0,02 0,9988

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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Com base na Tabela 3, os valores das constantes de Stern-Volmer (Ksv) variaram
de 525 a 12,6x10° L mol?, indicando que ocorreu interagdo entre os derivados
benzimidazois e benzotiazois e 0 ctDNA (MALTAS, 2014). Adicionalmente, a magnitude
da interagéo foi analisada pelos valores das constantes de ligagdo (Kb), que variaram de 0,34
a 60,1x10* L mol apontando alta afinidade com o ctDNA.

De modo geral, os pares de compostos 15A e 15B apresentaram as maiores
constantes de ligacio (60,1 e 20,4x10* L mol™, respectivamente), o que pode estar
relacionado com a presenca do anel (ndo condensado) furano no substituinte, provocando
interagdes por forcas de van der Walls e também ligacBes de hidrogénio preferencialmente
com as bases nitrogenadas adenina, A e timina, T do DNA (ZHANG; HUANG, 2007). Os
demais compostos avaliados, substituidos com radical fenil, exibiram valores de Ky que
variaram de 0,34 a 25,7x10* L mol™, dependendo de qual grupo esta presente nesse radical.
Por exemplo, os pares 12A e 12B possuem o grupo —N(CHz)2 e apresentam altos valores de
constantes de ligacdo o que pode estar relacionado a maior polaridade que esse grupo causa
na molécula e possibilitando a formacédo de ligacdo de hidrogénio com os pares das bases
nitrogenadas da macromolécula, bem como a presenca de uma carga positiva a partir da
protonacdo do grupo em funcdo do valor de pH do meio que os experimentos foram
conduzidos (pH=7,40).

A literatura retrata que a presenca de grupos positivos na estrutura da molécula
conduz uma maior interacdo entre o ligante e 0 DNA. Moléculas como brometo de etidio
(BE), azul de metileno, tioflavina T e Hoechst 332585® reforcam este fato, uma vez que
apresentam uma carga positiva e forte interacdo com DNA (NAFISI, et al., 2007; CHOI, et
al., 2006; ILANCHELIAN; RAMARAJ, 2004).

Em contrapartida, as menores constantes de ligacao foram dos compostos 3B e 6A,
que possuem o grupo —CN e —OH na posi¢do orto, respectivamente. Este fato pode ser
atribuido em parte a densidade eletrnica negativa do substituinte ciano, um grupo
desativador moderado, e ao impedimento estérico do grupo hidroxi do ligante adjacente, o
que causa diminuicdo da afinidade com o ctDNA, pois os grupos fosfatos possuem
densidade eletronica de carga negativa, podendo diminuir a interacdo desses compostos nos
sulcos da macromolécula (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Contudo, deve-se considerar que o composto 6B apresentou um valor significativo
de Ky 0 qual pode estar relacionado a presenga de mais um atomo de nitrogénio na estrutura

e maior possibilidade de formar ligacGes de hidrogénio (intramolecular nesse caso). Tal
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comportamento- maiores valores de Ky para os derivados benzimidazois- foi observado para
0s pares de compostos 1, 6, 11 e 12.

Além disso, ao analisar os valores de n na Tabela 3, verifica-se que o nimero de
sitios de ligacdo foi proximo a unidade, sugerindo a razdo estequiométrica como 1:1
(ctDNA:ligante).

4.2.1 Estudo dos parametros termodindmicos

Em razdo dos seus maiores valores de Ky e de suas estruturas, selecionou-se 0s
quatro pares de compostos derivados benzotiazois e benzimidazois 1A e 1B; 6A e 6B; 12A
e 12B e 15A e 15B para o estudo dos parametros de interacdo com ctDNA nas temperaturas
de 22, 30 e 37°C. A Tabela 4 apresenta as constantes de ligacdo K, bem como os valores
dos parametros termodinamicos variagdo de entalpia (AH), variacdo de entropia (AS) ¢

variagdo de energia livre de Gibbs (AG) para os compostos avaliados:
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Tabela 4. Parametros de interacdo do ctDNA com derivados benzotiazois (XA) e benzimidazois (XB) em diferentes temperaturas.

Parametros de

Parametros termodinamicos

Temperatura ligacéo
Compostos (°C) Ko AG® AH° AS®
(x10* L mol?) (kJmol?)  (kIJmol?) (I Kimol?)

22 188+0,1 -22,8

1A 30 0,62 +£0,01 -18,1 -222,6 -675,0
37 0,0312 +0,0001 -13,3
22 12,554 + 0,001 -25,9

1B 30 9,33+0,01 -22,9 -153,8 -432,2
37 0,733 +£ 0,001 -19,9
22 0,413+ 0,001 -21,1

6A 30 0,36 £0,01 -19.4 -90,1 -233,0
37 0,078 £ 0,001 -17,8
22 87,13 +0,01 -29,5

6B 30 25,7+0,01 -27,9 -95,5 -223,1
37 15,17+ 0,01 -26,4
22 2736 +0,1 -22,5

12A 30 2,88 £0,01 -16,9 -258,8 -798,3
37 2,448 + 0,001 -11,4
22 32,23 +0,01 -24,2

12B 30 15,8 £0,01 -23,6 -51,2 91,1
37 12,64 + 0,01 -22,9
22 124,36 + 0,01 -35,6

15A 30 60,1+0,1 -35,2 -54,2 -62,6
37 46,17 £ 0,01 -34,8
22 228,6 £0,1 -28,8

15B 30 20,4+£0,1 -25,4 -171,3 -481,4
37 14,08 + 0,01 -22,1

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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Os parametros termodindmicos foram determinados por meio das Equacgdes 4
(equacao de Van't Hoff), 5 e 6, indicadas anteriormente. De acordo com a Tabela 4, todos
0s compostos derivados benzimidazois e benzotiazois avaliados nas diferentes temperaturas
apresentaram variacao de entalpia negativa (AH<0) e variagdo de entropia negativa (AS<0),
indicando que as forgas envolvidas no processo de interagcdo entre esses compostos e o
CtDNA sdo, preferencialmente, ligacdo de hidrogénio e forcas de van der Walls
(SHAHABADI; HADID, 2012).

Além disso, os valores relativos do parametro termodinamico para energia livre de
Gibbs (AG) foram todos negativos, apontando que o processo de interagcdo entre os
derivados benzimidazois e benzotiazois estudados e a macromolécula ocorre

espontaneamente.

4.3 Espectroscopia de absor¢do no UV-visivel: avaliacdo do mecanismo de quenching

A espectroscopia de absorcdo no UV-visivel também é empregada para avaliacéo
do mecanismo de quenching dominante no processo de interacdo, o qual pode ocorrer de
varias formas, destacando-se o quenching dindmico (colisional) e estatico (formacdo de
complexo) em estudos de interagdo com DNA (LAKOWICZ, 2006). Através dos espectros
de absorcéo do ctDNA, do composto livre e do complexo formado, apresentado na Figura

19, é possivel analisar o tipo de quenching.
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Figura 19. Espectro de absor¢cdo do composto 15A (5,0 uM), ctDNA (50,0 uM) e 15A-
ctDNA. Condicéo: pH = 7,40 (tampdo Tris 10 mM) a 30°C.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Os valores de maxima absorcdo do composto 15A e ctDNA estdo localizados a 320
e 260 nm, respectivamente. Também se nota que ao adicionar ctDNA a solucdo dos
compostos derivados benzimidazois e benzotiazois ocorreu um aumento na absorvancia,
caracterizando um efeito hipercrémico e indicando que sucedeu uma interacdo da molécula
com o ctDNA, corroborando com os resultados de fluorescéncia molecular.

Como alguns trabalhos na literatura retratam (NOROOZIFAR, et al., 2011; SILVA,
2016; NASCIMENTO, 2017), o modo de ligacdo ctDNA-ligante é avaliado por meio da
Equacéo 7:
Acomplexo = Actona + Acomposto (Equagéo 7)
onde Acomplexo € @ absorvancia méxima do complexo formado entre o ctDNA e o ligante,
Actona € a absorvancia maxima do ctDNA livre e Acomposto € @ absorvancia maxima do
composto livre. A Tabela 5 mostra os valores obtidos para as absorvancias dos compostos

estudados:
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Tabela 5. Variagdo da méxima absor¢do entre 0os compostos derivados benzimidazois e
benzotiazois avaliados (5,0 uM) e ctDNA (50,0 uM) livres e o complexo ctDNA-composto.
Condicéo: pH = 7,40 (tampdo Tris 10 mM) a 30°C.

Composto Acomposto AbDNA Acomplexo AA
1A 0,01353 0,03469 0,01473 -0,03349
1B 0,09650 0,03469 0,10254 -0,02865
3A 0,06357 0,02169 0,07098 -0,01428
3B 0,11383 0,02169 0,11793 -0,01759
S5A 0,01950 0,02169 0,02040 -0,02079
sB 0,13310 0,02169 0,13600 -0,01879
6A 0,01204 0,02169 0,01610 -0,01763
6B 0,01821 0,02169 0,01916 -0,02074

11A 0,02856 0,03469 0,03170 -0,03155
11B 0,15695 0,03469 0,16157 -0,03007
12A 0,04854 0,02169 0,05444 -0,01579
12B 0,13311 0,02169 0,13661 -0,01819
15A 0,05275 0,03469 0,06727 -0,02017
15B 0,12986 0,03469 0,13026 -0,03429

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Pelos valores de AA observados na Tabela 5, pode-se concluir que houve mudancas
espectrais em todos os compostos avaliados, pois AA = Acomplexo - (Acomposto + A ctona) # 0,
sendo um indicativo que o mecanismo de quenching seguido foi o estatico ocorrendo
alteracdo no estado fundamental em funcéo da formacao do complexo ctDNA-ligante. Caso
0 mecanismo de quenching fosse dindmico ndo ocorreria alteracdes no estado fundamental
e sim no estado excitado, e com isso, interferéncias espectrais ndo seriam percebidas e AA
seria nulo (WU, et al., 2011).

4.4 Avaliacdo do modo de ligacdo composto-ctDNA
O modo de ligagdo dos compostos derivados benzimidazois e benzotiazois e ctDNA
foram propostos de acordo com duas estratégias: avaliacdo do efeito de quenching do iodeto

de potéssio (KI) e competi¢do com as sondas brometo de etidio e berenil.
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4.4.1 Teste com iodeto de potéssio

Uma forma eficaz de investigagdo do modo de ligacdo por experimentos de
supressdo de fluorescéncia na presenca de um agente desativador € o teste de iodeto de
potassio (KI), descrito anteriormente (Capitulo 1). O ion iodeto € utilizado para estimar a
localizacdo da molécula ligante, pois € carregado negativamente e sera repelido pelas
repulsdes eletrostaticas da dupla hélice do DNA, o que consequentemente ird diminuir os
valores da constante de Stern-Volmer (Ksv). A Figura 20 mostra a representagdo do teste
de KI para todos os compostos avaliados, dando énfase ao composto 15A, com os valores

da constante de Ksyv na auséncia e na presenca de ctDNA.

Figura 20. Representacdo do teste de iodeto de potassio. (a) Espectro do composto 15A
livre, do composto 15A com Kl e do composto 15A com Kl e ctDNA. (b) Graficos e valores
de Ksv para o composto 15A com KI na auséncia e presenca de ctDNA. (c) Comparacéao
dos valores de Ksv na auséncia e na presenca de ctDNA para todos os compostos avaliados.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Em conformidade com Sarwar e colaboradores (2015), quando as interacfes DNA-
ligante ocorrem via intercalacdo, hd uma diminuicdo nos valores de Ksy na presenca da
macromolécula, pois o ion iodeto é repelido pelos grupos fosfato do DNA devido as
interagdes repulsivas. Por outro lado, quando o modo de ligagdo ocorre preferencialmente

via groove ou interagOes eletrostaticas os valores da constante de Stern-Volmer serdo
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maiores em funcdo da maior acessibilidade do ion iodeto as moléculas ligantes, o que
aumenta a probabilidade de coliséo entre si (LING, et al., 2008; REHMAN, et al., 2015).
A Figura 20 revela que, em geral, os valores de Ksv na presenca de ctDNA foram
sistematicamente maiores do que na auséncia da macromolécula. Esse resultado implica
que o ion iodeto estd mais livre para ter acesso ao ligante, sugerindo que o modo de ligacdo
seja por via groove ou por interacGes eletrostaticas. Outros testes fazem-se necessario para
a confirmacdo do modo de ligacdo dos compostos avaliados, entre eles os ensaios de

competicdo utilizando sondas fluorescentes, como brometo de etidio (BE) e berenil.

4.4.2 Ensaio com brometo de etidio

O brometo de etidio (BE) é um intercalante muito conhecido e amplamente utilizado
nos testes para a elucidacdo do mecanismo de quenching de uma molécula. Com base nisso,
0s ensaios de competicdo dos compostos avaliados com BE visam a observacao de possiveis
mudancas nos comportamentos espectrais das moléculas. O BE na forma livre apresenta
baixa emissdo de fluorescéncia, assim como 0 DNA,; entretanto, quando BE se intercala a
macromolécula sua fluorescéncia aumenta drasticamente. O estudo entdo e realizado
adicionando crescentes quantidades dos compostos derivados benzimidazois e benzotiazois
e, caso 0 modo de ligagdo desses compostos com 0 DNA seja intercalagdo, irdo competir
com a sonda fluorescente. A Figura 21 representa o espectro do ensaio de brometo de etidio
para 0 composto 15A; comportamento semelhante foi verificado aos demais compostos

avaliados.
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Figura 21. Espectro do ensaio de competicdo de BE para o composto 15A (40,0 puM).
Concentracdo do BE e ctDNA foram 2,0 e 10,0 uM, respectivamente. Condicéo: pH = 7,40
(tampé&o Tris 10 mM) e Aexc = 535 nm a 30°C.

- =EB
EB + ctDNA
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Pelo perfil espectral visto na Figura 21 nota-se que, mesmo com a adi¢do de excesso
do composto 15A ndo ha diminuicdo significativa da intensidade de emissdo de
fluorescéncia do sistema BE-ctDNA (reducédo de apenas 0,27% para o benzotiazol 15A,
valores semelhantes foram observados para todos os compostos avaliados). Desta forma, 0s
compostos derivados benzimidazois e benzotiazois avaliados interagem com o DNA de
maneira ndo-similar ao BE, visto que o grau de reducdo do sinal analitico de fluorescéncia
pode ser empregado para estabelecer a magnitude de intercalacdo entre a macromolécula e
o ligante (CHOWDHURY, et al., 2011).

Portanto, os resultados dos ensaios com brometo de etidio corroboram com o0s
resultados obtidos do ensaio de quenching com iodeto de potassio. Os compostos avaliados
néo interagem com o DNA via intercalacao, sendo necessario outros ensaios de competicéo,
com outras sondas, para avaliar o modo de ligagdo. Outro ensaio empregou o uso da sonda

comercial berenil.
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4.4.3 Ensaio com berenil

O berenil € um agente antitripanossomal que se liga ao DNA duplex via interacéo
no sulco menor (groove) de dominios ricos em pares A-T de DNA dupla hélice. Ele também
exibe propriedades caracteristicas do modo de ligagéo por intercalacdo, e 0 que determinara
0 seu modo de interacdo sera a concentracao da sonda (NGUYEN, et al., 2004; NUNES, et
al., 2011). Uma outra caracteristica interessante do uso do berenil como sonda para
marcacéo de groove por fluorescéncia é que o0 mesmo néo fluoresce na presenca de DNA,
fazendo com que essa sonda seja versatil e evite interferéncias espectrais com os ligantes
de interesse.

Para avaliar o comportamento dos compostos derivados benzimidazois e
benzotiazois com ctDNA na presenca e auséncia de berenil, fixou-se a concentra¢do dos
ligantes e da sonda (quando presente) em 10,0 uM e adicionou-se quantidades crescentes
da macromolécula. A Figura 22a apresenta o espectro de fluorescéncia do composto 15A

com berenil:

Figura 22. Ensaio com berenil. (a) Espectros de fluorescéncia obtidos a partir da adi¢édo de
ctDNA (0, 10, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 UM, curvas a—q respectivamente) ao composto
15A (10,0 uM) na presenca de berenil (10,0 uM). (b) Curvas de linearizagdo para o célculo
de Ky do composto 15A na presenca e na auséncia de berenil. (c) Gréfico da razdo entre o

valor de Kp no ensaio sem berenil e K, no ensaio com berenil para todos os compostos
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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Percebe-se a reducéo da intensidade do sinal de fluorescéncia do composto 15A
quando maiores quantidades do ctDNA é adicionado. Para confirmagdo de que o berenil
interferiu no modo de ligacdo comparou-se os valores da constante de ligacdo (Kp) na
presenca e na auséncia da sonda, como mostrado na Figura 22b. Como o valor de Ky é
menor na presenca de berenil, temos que a sonda "competiu™ com 0s compostos derivados
benzimidazois e benzotiazois avaliados e, consequentemente, a magnitude da interacéo
DNA-ligante foi reduzida. Comportamentos semelhantes foram encontrados para todos 0s
outros compostos estudados e as razdes de Ky nos ensaios sem e com berenil estdo
representados na Figura 22c.

A Tabela 6 apresenta os valores de Ky nos ensaios sem berenil e Ky nos ensaios com

berenil para todos os derivados benzotiazois e benzimidazois avaliados:

Tabela 6. Valores das constantes de ligacdo dos compostos avaliados com ctDNA na

presenca e auséncia de berenil.

Kb (x10° L mol?)

Compostos Sem berenil Com berenil
1A 1,15+ 0,01 0,23+0,01
1B 31,6 +0,1 3,35+ 0,01
3A 0,0389 £ 0,0001  0,0199 + 0,001
3B 0,691 + 0,001 0,515 + 0,001
5A 0,427 + 0,001 0,042 + 0,001
5B 6,92 + 0,01 6,17 £ 0,01
6A 3,63 +0,01 0,447 £ 0,001
6B 1,38 +0,01 1,20 £ 0,01
11A 12,3+0,1 7,55+ 0,01
11B 8,89+ 0,01 4,47 +0,01
12A 3,17 £ 0,01 1,07 +£0,01
12B 38,6 +0,1 3,00+ 0,01
15A 9,24 +0,01 2,26 +0,01
15B 0,339 + 0,001 0,081+ 0,001

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Como pode ser analisado, os valores das constantes de ligacdo diminuiram para
todos os compostos, indicando que a presenca de berenil provocou reducéo da interacao
ctDNA-ligante. Desta forma, esses compostos interagem com o ctDNA de maneira similar

ao berenil, corroborando com os resultados obtidos com o teste de Kl e o0 ensaio de BE, que
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excluem o modo de ligag&o ser via intercalagdo. Logo, 0 modo de ligacdo benzimidazois-
CtDNA e benzotiazois-ctDNA proposto serd groove, ocorrendo entre o ligante e as bases

nitrogenadas nos sulcos maior ou menor do DNA (SARWAR, et al., 2015).

4.5 Correlagéo bioanalitica

Os compostos derivados benzimidazois e benzotiazois foram analisados quanto a
atividade antiproliferativa pelo grupo de pesquisa do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais, frente a sete linhagens de células tumorais humanas,
sendo estas: glioma (U251), mama (MCF7), ovario resistente (NCI/ADR-RES), rim (786-
0), pulmdo (NCI-H460), colon (HT-29) e leucemia (K-562), e seus valores de Glso estdo

representados na Tabela 7:
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Tabela 7. Valores de Glso (ug mL™) e indice de seletividade (IS) dos compostos derivados benzotiazois e benzimidazois avaliados frente a 7

linhagens de células tumorais humanas.

Linhagens celulares

Ovaério L
. . Queratinocito
) Resistente ) Pulmao i Leucemia
Compostos Glioma (U251) Mama (MCF7) Rim (786-0) Célon (HT29) Humano
(NCI/ADR- (NCI-H460) (K-562)
(HaCaT)
RES)

Glso IS Glso IS Glso IS Glso IS Glso IS Glso IS Glso IS Glso
1A >250 >0,2 >250 >0,2 >250 >0,2 23,0 2,3 166,6 0,3 >250 >0,2 >250 >0,2 52,5
1B 26,5 0,9 24,0 1,0 26,1 1,0 23,4 11 26,5 0,9 27,8 0,9 4.4 5,6 25,0
3A 6,4 8,4 40,8 13 >250 >0,2 9,7 5,6 16,3 3,3 80,0 0,7 0,9 56,8 54,0
3B 26,8 0,9 9,7 2,4 25,7 0,9 21,5 1,1 50,1 0,5 26,3 0,9 25,5 0,9 23,5
5A 15,6 1,2 31,2 0,6 31,1 0,6 12,5 1,6 9,8 2,0 14,8 1,3 1,2 16,0 19,3
5B >250 >0,8 171,2 1,2 26,4 8,0 >250 >0,8 >250 >0,8 >250 >0,8 11,9 17,6 209,8
6A 138,9 >1,8 >250 >1,0 146,4 >1,7 >250 >1,0 >250 >1,0 >250 >1,0 82,1 >3,0 >250
6B 1,7 3,0 0,7 6,7 51 1,0 7.4 0,7 0,6 8,2 19,0 0,3 0,2 23,8 5,0
11A 33,9 3,1 >250 >0,4 >250 >0,4 >250 >0,4 8,7 12,0 186,5 0,6 87,0 1,2 105,2
11B 11,6 0,4 9,1 0,6 11,9 0,4 2,9 18 18,4 0,3 4.4 1,2 2,6 2,0 51
12A 1219 1,2 98,6 1,5 33,1 4.4 90,1 1,6 76,3 1,9 >250 >0,6 29,3 5,0 145,3
12B 6,7 3,7 8,4 3,0 24,5 1,0 2,8 8,8 25,6 1,0 5,8 4,3 1,3 18,5 24,9
15A 23,8 1,5 7,6 4,8 24,1 15 0,3 127,6 43,6 0,8 64,3 0,6 22,4 1,6 36,5
15B 26,0 1,0 12,1 2,2 28,2 1,0 26,8 1,0 64,5 0,4 30,1 0,9 26,7 1,0 27,1
Doxorrubicina 0,03 0,7 0,03 0,7 0,58 0,03 0,03 0,7 0,01 2,0 0,18 0,1 0,06 0,3 0,02

Fonte: adaptado de ARAUJO, 2015.
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Os indices de seletividade (IS) representam a seletividade de um determinado
composto por uma linhagem de célula tumoral em relagéo a uma linhagem de célula néo-
tumorogénica. O valor de IS é o quociente entre o valor de Glso de um composto por células
ndo-tumorogénicas pelo valor de Glso deste mesmo composto por células tumorais.
Considerou-se um valor significativo de IS maior ou igual a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO,
1991), isto é, este valor significa que o composto é duas vezes mais ativo contra a linhagem
de célula tumoral do que a célula ndo-tumorogénica.

A maioria dos compostos apresentaram resultados satisfatorios para uma ou mais
linhagens de células tumorais. Entre eles, destacam-se 0s compostos: 15A com os valores
de 0,3 e 127,6 de Glso e IS, respectivamente, para a linhagem de rime 7,6 e 4,8 (Glsoe IS,
respectivamente) para mama; 12B para as linhagens glioma, rim, célon e leucemia (esta
ultima com 1,3 e 18,5 de Glsg e IS, respectivamente); 6B para pulmao, leucemia, mama e
glioma; 3A para as linhagens de rim, leucemia e glioma; 11A para a linhagem de pulméo e
5A para leucemia. Nota-se que a diferenca de apenas o substituinte — fenil ou furano — na
posicao 2 do nucleo fez o indice de seletividade sofrer uma grande mudanca.

Com base nos valores de log Ky foi avaliado o grau de correlagdo através do
coeficiente de correlagdo (r?) e dos valores de Glso. Este ensaio visou analisar se as variaveis
independentes (Kn e Glsp) estéo relacionadas e, desta forma, se 0 mecanismo de acéo dos
compostos avaliados pode ser associado a interagdo com DNA. A Figura 23 mostra a

representacdo grafica desta correlacdo, para todas as 7 linhagens de células avaliadas:



Figura 23. Gréafico de correlago linear de Glso (ug mL™) vs. log Ky a 95% de intervalo de confianca (linhas verdes).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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Neste estudo, consideraram-se apenas 0S compostos que se apresentaram contidos
ou proximos ao intervalo de confianga (neste caso, empregou-se um nivel de confianca de
95%) estabelecido estaticamente. Assim, para a maioria das linhagens foram obtidas duas
faixas de correlacdo frente aos compostos mais ativos.

De acordo com a Figura 23 foi possivel relacionar as atividades antiproliferativas
empregando no minimo cinco (ovario resistente, NCI/ADR-RES) e no méximo dez
compostos (glioma, U251; mama, MCF7; rim, 786-0 e pulméo, NCI-H460). A seguir é

apresentado, na Tabela 8, os coeficientes de correlagéo (r?) frente as linhagens testadas.

Tabela 8. Coeficientes de correlagdo (r?) determinados frente as linhagens celulares

testadas.
Linhagem .. X 2

Coeficiente de correlagdo (r¢) Compostos n

celular
K-562 -0,98413 3B,5B,1Be 12B 5
-0,98628 11A, 6A e 12A 3
£ 0.94719 3B, 1A,5A, 12B e 5

786-0 15A
11A, 12A, 1B, 6B e
- 0,97493 158 5
6A, 1A, 12A,1B,
NCI-H460 -0,96904 12Be 6B 6
+0,95110 11A, 3A,11Be 156A 4
6A, 5B, 12A, 1B,
MCF7 -0,98403 12B, 15B e 6B !
- 0,93093 3A, 5A e 15A 3
_0,97811 1A, 12A, 1B, 15B, 6
U251 12B e 6B
3B, 11A,5A,11B e

- 0,95891 128 4
HT-29 -0,95192 6A, 11A, 3A e 5A 4
+0,96617 11B, 1B, 15Be 15A 4
NCI/ADR-RES -0,88213 PASA BAIBE s

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Verifica-se, de modo geral, duas faixas de correlagdo onde r? variou de -0,98628
(leucemia, K-562) a +0,96617 (célon, HT-29), com excecdo para ovario resistente (NCI-
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H460) onde s6 foi observado uma faixa linear (r>=-0,88213). Pelos resultados, obteve-se
uma tendéncia inversa sempre que r? < 0; isto é, quanto maior o valor da constante de
interacdo com ctDNA menor o valor de Glsg e, desta forma, mais ativos 0s compostos para
aquelas linhagens celulares. Ja para r? > 0 observa-se majoritariamente tendéncia contraria,
onde os valores do coeficiente de determinagédo indicam que para maioria das linhagens
avaliadas os valores de Ky e Glso aumentam de forma proporcional, ou seja, quanto maior a
interacdo com ctDNA maior a atividade dos compostos (SILVA, 2016).

Em relacdo aos compostos com os maiores valores das constantes de ligacédo (Kb)
merecem destaque: 0 15A, 0 6B e os pares 12A e 12B; que estiveram presentes na maioria
das correlacdes e sdo 0s compostos mais ativos. Assim, € provavel que o mecanismo de
acdo dos compostos derivados benzimidazois e benzotiazois avaliados esteja relacionado a
interacdo com DNA. Entretanto, pode-se inferir que os compostos 6B, 12A e 12B por
estarem presentes na correlacdo de quase todas as linhagens analisadas (Figura 23)
apresentam baixa seletividade. J& o composto 15A foi 0 mais seletivo, visto que apresentou

boa atividade somente as linhagens celulares rim, mama, pulméo e célon.
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5. CONCLUSAO

A avaliagéo da interacdo entre os compostos derivados benzimidazois e benzotiazois
com ctDNA, por meio das técnicas espectroscopicas de fluorescéncia molecular e
espectroscopia de absorcdo no UV-visivel, foi eficiente. Foi possivel determinar os
parametros relativos a interagdo, como as constantes de ligacdo (Ky) e a estequiometria
(nimeros de sitios, n) bem como os parametros termodinamicos e o modo de ligacéo,
variaveis necessarias para a avaliagdo do mecanismo de acdo dessas moléculas.

O par de compostos 15A e 15B, com o substituinte furano apresentou os maiores
valores de Kb, provocando interacOes por forcas de van der Walls e ligacdes de hidrogénio
preferencialmente com as bases A e T da macromolécula. Esses compostos tambeém
apresentaram alto indice de seletividade, dando énfase na importancia desse substituinte
nos processos de interacdo e desenvolvimento de farmacos.

O modo de interagéo entre os compostos avaliados e o ctDNA por meio do teste com
iodeto de potéssio e do ensaio com brometo de etidio excluiram a intercalagdo como modo
de ligacdo para os compostos avaliados, pois 0s valores das constantes de Stern-Volmer
(Ksv) aumentaram no teste com Kl e ndo deslocou a sonda no ensaio com BE. A sonda
comercial berenil foi entdo empregada nos ensaios e as constantes de ligacdo na sua
presenca e na sua auséncia foram determinadas e comparadas, confirmando a redugédo de
Kb na presenca da sonda e confirmando a interacdo groove como modo preferencial de
ligacdo entre a macromolécula e os compostos avaliados.

O mecanismo de quenching foi estudado por meio da espectroscopia de absorcdo do
UV-vis, a qual indicou que o mecanismo seguido foi o quenching estatico uma vez que
houve mudancas espectrais em todos os compostos avaliados, ocorrendo alteragdo no estado
fundamental em funcdo da formacao de complexo.

Adicionalmente, pbde-se também estabelecer uma correlacdo entre os valores de Ky
e das atividades bioldgicas (Glso) dos compostos, a 95% de confianca. Em suma, 0s
resultados obtidos indicam que o mecanismo de acdo dos derivados benzimidazois e
benzotiazois provavelmente esta associado a interacdo com 0 DNA, e iSso sugere que esses
compostos podem ser utilizados como precursores de novos farmacos que possuam o DNA
como alvo biologico principal e que combata doengas como o cancer.

Portanto, benzimidazois e benzotiazois sdo duas classes de compostos que podem
interagir com o DNA e essas interagdes serem analisadas qualitativa e quantitavamente por

meio de técnicas espectroscopicas.
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5.1 Perspectivas

a) Propor mudancas na sintese dos compostos avaliados, para a obtencdo de
estruturas quimicas mais eficazes quanto a atividade bioldgica;

b) Realizar o estudo de interacdo entre os compostos avaliados e CtDNA
empregando forca idnica no meio, usando para isso solucdo de cloreto de sédio, NaCl;

c) Caracterizar a formagdo do complexo DNA-ligante por meio de outros métodos,

tais como docking molecular, ressonancia magnética nuclear (RMN) e infravermelho (V).
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