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RESUMO

Existem drogas de recreacdo que ndo possuem dados de seguranca pré-clinicos
publicados no que se refere a sua toxicidade. Isso pode estar relacionado tanto a
dificuldade em conseguir quantidades de amostras suficiente de drogas quanto a
dificuldade para liberacdo judicial que permita realizar estes estudos. Um exemplo
sdo os derivados de NBOMe, este nome vem do substituintes "N-benzilmetoxi”
(sendo o metoxi escrito como "OMe”), os quais possuem uma variedade de
estruturas, sdo alucindgenos sintéticos, derivados da fenetilamina e muito utilizados
como substitutos do LSD (Lysergsaurediethylamid - dietilamida do &cido lisérgico)
que € uma das mais potentes substancias alucinébgenas conhecidas. 25H-NBOMe e
25H-NBOH séo exemplos dessas drogas, porém suas propriedades fisioldgicas e
toxicologicas ndo sdo conhecidas. Dentro desse contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar in vitro a interacdo entre o ctDNA e 25H-NBOMe e 25H-NBOH,
empregando técnicas espectroscopicas simulando condicGes fisioldgicas. Nos
estudos empregando fluorescéncia molecular foi observado que os compostos
analisados apresentaram emissao em 327 nm quando excitados em 260 nm. Dessa
forma, devido a variacdo na fluorescéncia intrinseca de cada composto, foi possivel
calcular a constante de Stern-Volmer (Ksv) e a constante de ligacdo (Kb). As
constantes foram calculadas na faixa de 23 a 37°C, apresentando Ksv na ordem de
103 M1 e Kb na ordem de 10* M, as quais, diminuiram em funcdo do aumento da
temperatura. O mecanismo preferencial de extingéo da fluorescéncia dos compostos
pelo ctDNA foi classificado como quenching estatico, uma vez que o Kq > 2,0x101°
M- s, Por meio de estudos de competicdo com sete sondas comerciais (brometo
de etidio, acridina orange, DAPI, tiazol orange, berberina, hoechst e methyl green)
com modo de marcacdo estabelecido, foi possivel inferir que esses compostos
interagem com o ctDNA via groove maior. Os estudos termodinamicos indicaram que
a interacdo com o ctDNA é espontanea e que o0s principais tipos de interacdes que
ocorrem sdao ligacfes de hidrogénio e forca de van der Waals (AH <0 e AS < 0). Por
fim, utilizando estudos de RMN H foi estabelecido o epitopo das moléculas na
presenca do ctDNA. No caso do 25H-NBOH a regido contendo o fenol foi a que mais
sofreu deslocamento na presenca da macromolécula, o que é um indicativo que
essa é a porcao da molécula que mais interage com o ctDNA. Além disso, o docking
molecular indicou as regides de interacdo e quais as principais interacdes que
estabilizam o complexo, sendo consistentes com 0s estudos experimentais. Assim,
este estudo apresentou evidéncias da interacdo entre drogas de recreagcdo como
25H-NBOMe e 25H-NBOH com o DNA, o que pode acarretar possiveis efeitos
genotoxicos.

Palavras-chave: interacdo, DNA, drogas de recreacdo, 25H-NBOH, 25H-NBOMe, técnicas
espectroscopicas, docking molecular.



ABSTRACT

There are recreational drugs that do not have published preclinical safety data
regarding their toxicity. This may be related to both the difficulty in obtaining sufficient
quantities of drug samples and the difficulty in obtaining a judicial release to carry out
these studies. One example is the derivatives of NBOMe, this name comes from the
substituent "N-benzylmethoxy" (the methoxy being written "OMe"), which have a
variety of structures, are synthetic hallucinogens, phenethylamine derivatives and
widely used as LSD (Lysergsaurediethylamid - lysergic acid diethylamide) which is
one of the most potent hallucinogenic substances known. 25H-NBOMe and 25H-
NBOH are examples of these drugs, but their physiological and toxicological
properties are not known. In the studies employing molecular fluorescence, it was
observed that the analyzed compounds showed emission at 327 nm when excited. at
260 nm. Thus, due to the variation in the intrinsic fluorescence of each compound, It
is possible to calculate the Stern-Volmer constant (Ksv) and the binding constant
(Kb). The constants were calculated in the range of 23 to 37°C, presenting Ksv in the
order of 10° M* and Kb in the order of 10* M, which decreased as a function of the
temperature increase. The preferred mechanism of quenching the fluorescence of
the compounds by ctDNA was classified as static quenching, since the Kq> 2.0 x 1010
M1 s1. By means of competition studies with seven commercial probes (ethidium
bromide, acridine orange, DAPI, orange thiazole, berberine, hoechst and methyl
green) with established dates, it was possible to infer which these compounds
interact with ctDNA via the major groove. The thermodynamic studies indicated that
the interaction with ctDNA is spontaneous and that the main types of interactions that
occur are hydrogen bonds and van der Waals force (AH <0 and AS <0). Finally, using
'H NMR studies the epitope of the molecules was established in the presence of
ctDNA. In the case of 25H-NBOH, the region containing the phenol was the one that
most suffered displacement in the presence of the macromolecule, which is an
indication that this is the portion of the molecule that most interacts with the ctDNA.
In addition, molecular docking indicated the regions of interaction and what are the
main interactions that stabilize the complex and are consistent with the experimental
studies.Thus, this study presents evidence of the interaction between recreational
drugs such as 25H-NBOMe and 25H-NBOH with DNA, which may lead to possible
genotoxic effects.

Keywords: interaction, DNA, recreational drugs, 25H-NBOH, 25H-NBOMe, spectroscopic
techniques, molecular docking.
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1 INTRODUCAO

1.1 Quimica supramolecular

O conceito de quimica supramolecular surgiu a partir da abordagem feita por
Emil Fischer, em 1894, propondo o conceito de chave e fechadura, uma analogia,
onde as macromoléculas seriam estruturalmente complementares a seus substratos.
Essa teoria foi superada em 1958 quando Koshland propds a teoria do encaixe
induzido, no qual o substrato induz uma mudanca na conformacdo da
macromolécula, possibilitando o rearranjo dos aminoacidos para formar um sitio
ativo completivo ao substrato (Figura 1) (DESIRAJU, 2001; STRYER; TYMOCZKO;
BERG, 2014; BARREIRO; FRAGA, 2015). As principais for¢cas intermoleculares
envolvidas tanto para o conceito de chave e fechadura, quanto para a teoria do
encaixe induzido, sdo as ndo covalentes, como interacfes hidrofébicas, interacdes
eletrostaticas, forcas de Van der Waals, ligagbes de hidrogénio, entre outras
(VARSHEY et al., 2012).

A origem da quimica supramolecular se deu em 1969, quando o seu conceito foi
introduzido pelo quimico francés Jean-Marie Lehn, conceituando-a como “quimica
aléem da molécula”. Lehn percebeu entdo, que alguns fendmenos biolégicos
importantes ndo envolvem a formacdo ou quebra de ligagcbes covalentes.
Contrariamente, as estruturas biologicas interagem por meio de interacdes nao
covalentes (DESIRAJU, 2001; VARSHEY et al.,, 2012). Dessa forma, enquanto a
guimica molecular esta pautada no estudo da formacdo e quebra das ligacdes
covalentes e ibnicas, a quimica supramolecular se fundamenta na organizacao de
associacdes moleculares com diferentes graus de complexidade, estabilizadas por
interacOes intermoleculares (n&o covalentes), mais fracas e reversiveis (NGUYEN et
al., 2001; BAZZICALUPI, et al., 2014).
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Figura 1 - Modelos de interacdo enzima-substratos (a) Modelo chave-fechadura proposto por Emil

Fischer; (b) Modelo de encaixe induzido proposto por Koshland.
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Fonte: adaptado de STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2014.

Essas interacfes sdo de fundamental importancia nos processos biolégicos
entre proteinas receptoras e substratos, reconhecimento celular, regulacdo da
expressdo genética pelas proteinas ligadas ao DNA e, principalmente a interacéo
entre DNA e farmacos (LEHN, 1996). Portanto, a quimica supramolecular vem
ganhando cada vez mais espaco, tanto na area da Quimica biolégica e medicinal
(ligacdo molécula-proteina, molécula-DNA, design de drogas, entre outros) como
também na Ciéncia dos Materiais (magnetismo, sensores, condutividade, 6ptica ndo-
linear, etc) (DESIRAJU, 2001; LEHN, 2002; YOU, 2015).

O DNA (4cido desoxirribonucléico) tem um papel muito relevante nos processos
bioldgicos, visto que, ele é responsavel pelo transporte do codigo genético, onde
estdo as informacdes necessarias para a sintese das proteinas e enzimas, por meio
dos processos de traducgdao e transcricdo (KOOLMAN, ROEHM, 2005).

1.2 DNA: caracteristicas gerais

O DNA esta relacionado diretamente com as caracteristicas fisicas e fisiologicas
dos seres vivos. Portanto, o DNA é o portador de informacfes hereditarias e

expressdo génica de proteinas e enzimas, que desempenham um papel
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extremamente importante na vida humana (ZHAO, et al.; 2014; THIEMANN, 2003;
ALMEIDA, 2005).

Dessa forma, o DNA por meio do tipo e sequéncia de bases nitrogenadas em
sua cadeia polimérica, armazena as informacBes genéticas que determinam a
sintese de todos os constituintes celulares e regula o seu funcionamento correto, por
meio de reconhecimento molecular (NELSON; COX, 2014).

1.2.1 DNA duplex

Em 1953, foi proposta a estrutura tridimensional do DNA, pelos cientistas James
Dewey Watson e Francis Crick, possibilitando o conhecimento de que o DNA celular
contém tanto a informacdo genética quanto as caracteristicas e funcbes de cada
célula, sendo um marco na historia da ciéncia (NELSON; COX, 2014).

O modelo proposto por Watson e Crick consiste em duas cadeias
polinucleotidicas que se entrelagam em um mesmo eixo formando uma dupla hélice,
unidas por meio de ligacbes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas (Purinicas -
Adenina (A), Guanina (G) e Pirimidinicas - Citosina (C), Timina (T)) de cada fita,
sempre ocorrendo o pareamento de uma adenina com uma timina e uma citosina
com uma guanina (NELSON; COX, 2014). A guanina (G) forma trés ligacbes de
hidrogénio com a citosina (C) da fita complementar enquanto a adenina de uma fita
sempre forma duas ligagbes de hidrogénio com a timina (T) da outra (Figura 2).
Dessa forma, ao longo da hélice, os pares de bases sdo sempre AT (ou TA) e CG
(ou GC) (NAKAMOTO; TSUBOI; STRAHAN, 2008). A parte hidrofilica dos grupos
desoxirribose e fosfatos carregados negativamente se encontram na parte externa
do DNA, interagindo com a agua circundante (Figura 2), jA as bases purinicas e
pirimidinicas encontram-se empilhadas no interior da dupla hélice (NELSON; COX,
2014; THIEMANN, 2003).
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Figura 2- Estrutura do DNA e formacédo dos pares de bases adenina-timina, guanina-
citosina, por meio de ligacdes de hidrogénio.
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Fonte: adaptado de ALMEIDA et al., 2005.

A forma duplex do DNA apresenta variagdes estruturais (isoformas) dependentes
do meio em que esta exposto, podendo assumir as conformacdes: A-DNA, B-DNA E
Z-DNA (Figura 3). A forma B do DNA ¢é a estrutura proposta por Watson e Crick, que
se refere a estrutura mais estavel em condicdes fisiologicas, com 11 pares de bases
para cada volta completa na hélice do DNA e a forma mais encontrada no
organismo, essa isoforma possui a rotacdo da hélice para a direita. Além disso, é
usada como padrdo de referéncia em estudos das propriedades do DNA (HARVEY;
FERRIER, 2011). A isoforma A-DNA é mais curta e € formada em condi¢cbes de
desidratacéo, além de possuir 10 pares de bases para uma volta completa na hélice,
se encontra em ambientes com baixa concentragédo de agua. Enquanto que a forma
Z-DNA é a conformacdo alongada e fina com 12 pares de bases para uma volta
completa na hélice; e é favorecida em condi¢cdes com alta concentracdo de cétions e

possui a rotacéo da hélice para a esquerda (ALMEIDA, 2005).
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Figura 3- Conformacdes B-DNA, A-DNA e Z-DNA.

B-DNA A-DNA Z-DNA
Sulcom

Fonte: adaptado de COX, M. M.; DOUDNA, J. A.; O’ DONNELL, 2012.

1.2.2 Modo de ligagcdo DNA-ligante

O DNA pode interagir com diferentes moléculas por dois diferentes tipos de
interacOes, sendo elas: covalentes, com grupos fosfato ou bases do DNA e por
interacbes ndo covalentes, que se subdividem em: interacdes -eletrostéaticas,
intercalacd@o e groove, sendo as duas ultimas interacdes nos sulcos do DNA (Figura
4) (BARRA; NETTO, 2015).

Figura 4- Modos de ligacao de compostos com DNA.

Modo de ligagcdo ndo covalente

Modo de ligagao covalente

Intercalacéo Sulcos (groove) Eletrostatica Ligacdo a base Ligacgdo ao fosfato

Fonte: adaptado de BARRA; NETTO, 2015.
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1.2.2.1 Modo de ligagao covalente

O modo de ligacdo covalente do DNA com pequenas moléculas possui alta
energia, portanto dificil de ser rompida e, dessa forma, o0s complexos
macromolécula-ligante sdo raramente desfeitos, provocando a inibicdo completa do
DNA, causando morte celular. Os principais ligantes que atuam por esse modo de
ligacdo sdo, normalmente, de carater eletrofilico. Um exemplo de um composto que
forma ligacdo covalente com DNA é a cisplatina [cis-diclorodiaminoplatina(ll)], um
ligante tradicional, capaz de realizar ligacbes covalentes com 0s nitrogénios das
bases do DNA deslocando o cloreto. Além disso, ha os agentes alquilantes que
atuam de forma semelhante a cisplatina, fazendo ligacdes covalentes com o DNA,
impedindo e/ou inibindo o ciclo celular (processos de replicacdo). (PUYO,
MONTAUDON, POURQUIER, 2014).

1.2.2.2 Modo de ligacdo ndo covalente

O modo de ligacdo ndo covalente € mais facilmente reversivel, esta
relacionado a interacdes fracas e a espécie ou molécula alvo ao interagir com o DNA
pode provocar tensdo torsional, alterar a conformacado, além de inibir a interacédo
DNA-proteina nos processos biolégicos (SILVESTRI; BRODBELT, 2012). Como ja
foi discutido, esse tipo de interacdo é a base da quimica supramolecular. Essas
interacOes entre DNA e ligantes pode ocorrer de trés formas: por intercalacdo, via
groove ou ainda de forma eletrostatica (Figura 5) (RAHMAN, et al., 2017; AHMAD,
A.; AHMAD, M. 2018)
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Figura 5 - Tipos de interacdes entre DNA e ligantes
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A intercalacdo acontece quando um composto (poli)Jaromatico plano, com
sistema rico em elétrons 1T, se interpde entre dois pares de base adjacentes do DNA,
ligando-se de forma perpendicular ao eixo da hélice (Figura 4). As forcas
intermoleculares que mantém a estabilidade do complexo DNA-ligante, possibilitam
uma maior estabilidade para o complexo que para o DNA sozinho. A estabilidade do
complexo é efetuada pelo empilhamento -1 (interagao 1 stack) que ocorre entre os
grupos aromaticos heterociclicos dos pares de bases e as estruturas aromaticas do
intercalante, por meio de ligacdes de hidrogénio, forcas de van der Waals e
interacBes hidrofobicas (MARTINEZ; CHACON-GARCIA, 2005; BARRA; NETTO,
2015).

A intercalacdo de um ligante entre os pares de bases do DNA causa uma
mudanca na estrutura do acido nucleico, resultando em enrijecimento, alongamento
e desenovelamento da dupla hélice do DNA. Portanto, o DNA perde sua estrutura
helicoidal regular, modificando os angulos de tor¢cdo envolvendo os grupos acucar-
fosfato, possibilitando a acomodacéo do ligante por meio da separacao dos pares de
bases no sitio intercalante (WHEATE, et al., 2007). Dessa forma, a Figura 6
apresenta diversas estruturas quimicas que sao nucleos de intercaladores classicos.

Figura 6 — Estruturas quimicas de nucleos intercalantes ao DNA.
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Fonte: adaptado de WHEATE, 2007.

O modo de ligacéo via groove ocorre quando as moléculas se ligam no sulco
maior ou menor do DNA e envolve a interacdo direta do ligante com as bases
nitrogenadas (Figura 4). O sulco maior € decorrente da depressao existente entre 0s
giros adjacentes da hélice, e por possuir um sitio de ligacdo maior (1,2 nm)
possibilita facil acesso a ligantes volumosos. J& o sulco menor resulta da depressao
entre as duas cadeias complementares, e devido ao seu tamanho menor (0,6 nm),
esta susceptivel ao atague de pequenas moléculas (Figura 4) (POLICARPI, 2008;
KHAN, et al., 2012).

Estes sulcos possuem diferencas significativas no potencial eletrostatico e
nas caracteristicas da composicdo das bases. Isso faz com que, o complexo
formado por ligagbes ao suco menor seja estabilizado por ligacdo de Van der Waals
e de hidrogénio. Geralmente, os ligantes que interagem no sulco menor, tém varios
anéis aromaticos (ndo condensados), tais como benzeno, furano ou pirrol, com
capacidade de torcéo, facilitando as interacdes de Van der Waals. Ademais, esses
compostos podem formar também ligacbes de hidrogénio de preferéncia com as
bases timina e adenina (HAQ, 2002; ZHANG, HUANG, 2007). Ja a ligag&o do sulco
maior acontece por meio de ligacdo de hidrogénio, podendo formar uma hélice tripla
de DNA, como por exemplo, o antibiotico norfloxacino (HAQ, 2002; RAUF, 2005). Na
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figura 6, encontram-se alguns ligantes classicos que apresentam interacdo via
groove sao eles: Hoechst 33258, netropsina, distamicina e DAPI (SALVIA, 2013).

Figura 7 — Estruturas quimicas de ligantes que interagem com DNA via groove.
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Fonte: adaptado de SALVIA, 2013.
Quanto a ligacao eletrostatica, ocorre entre as moléculas na forma catiénica e

0s grupos fosfato carregados negativamente presentes no DNA. Essa interacao
acontece na parte externa da hélice (Figura 4). Dessa forma, é possivel observar
que tanto a ligagdo nos sulcos (groove) quanto a intercalacdo acontecem na parte
mais interna da dupla hélice do DNA, enquanto a ligacdo eletrostatica esta
relacionada com interacdo na superficie da molécula de DNA, ou seja, na parte
externa (REHMAN, 2015b).

1.3 Importancia de estudos de interacdo DNA-ligante

Estudos sobre o modo de ligacdo e o mecanismo de pequenas moléculas
biologicamente ativas com o DNA foram apontados como um dos principais temas
na area de quimica biol6gica e medicinal nos ultimos anos (DORRAJI; JALALI, 2013;
ZHAO, et al., 2014; HASSAN; RAUF, 2015), posto que o DNA é um alvo intracelular
muito eficiente para uma gama de compostos isto ocorre, porque moléculas
pequenas podem interagir com proteinas associada ao DNA, hibridos de DNA-RNA
e diretamente com a dupla hélice do acido nucleico (RAUF, et al., 2005). Além disso,
€ possivel avaliar a capacidade de ligacdo que algumas drogas de recreacdo

possuem de se ligar ao DNA in vitro e desta forma, correlacionar com possiveis
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propriedades (geno)toxicas dos mesmos.

1.4 25H-NBOMe e 25H-NBOH

Novas substancias psicoativas (NPS — new psychoactive substances) sdo um
grupo de compostos que se espalharam pelas ruas de diferentes paises na ultima
década. De acordo com o Escritério das NacOes Unidas sobre Drogas e Crime
(UNODC - United Nations Office on Drugs and Crime), as NPS s&o substancias de
abuso que ndo sdo controladas pelas convencdes da Organizacdo das Nacdes
Unidas (ONU) sobre drogas, mas podem causar problemas de saude. Elas podem
ser divididas em nove grupos diferentes, um deles séo as fenetilaminas. Derivados
de N-benzilfenetilaminas, tais como 25X-NBOMes (2- (4-X-2,5-dimetoxifenil) -N - [(2-
metoxifenil) metil] etanamina e 25X-NBOHs (2 - ((2- (4- X-2,5-dimetoxifenil)
etilamino) metil) fenol, onde X pode ser Cl, Br, | ou até mesmo H. O que motiva a
rapida disseminacdo dessas NPS é a dificuldade que existe para o controle legal,
uma vez gue suas estruturas quimicas séo facilmente modificadas sem perder seus
efeitos fisioldgicos (BRAGA; ARANTES; MAGALHAES, 2018).

Os derivados de N-benzilfenetilaminas sédo substancias alucindgenas cuja
poténcia é comparada a dietilamida do &cido lisérgico (LSD), portanto suas doses
usuais sao consideravelmente menores do que as fenetilaminas classicas e muitas
outras NPS (BRAGA; ARANTES:; MAGALHAES, 2018). Substancias NBOMe foram
sintetizadas pela primeira vez em 2003 por Ralph Heim na Universidade Livre de
Berlim e, em seguida, foram estudadas por David Nichols em 2008 (NIKOLAOU et
al., 2014).

Diversas drogas de recreacdo nao possuem dados de seguranca pré-clinicos
publicados no que se refere a sua toxicidade, potencial mutagénico/carcinogénico e
impactos reprodutivos em modelos animais ou humanos e isso € ocasionado pela
dificuldade em conseguir quantidades de amostras sufuciente de drogas e
dificuladade para liberacéo judicial que permita realizar estes estudos. Um exemplo
sao os derivados de NBOMe, os quais posuem uma variedade de estruturas, sendo
as substancias psicotrépicas: 25H- NBOH, 25B- NBOH, 25I-NBOH, 25H- NBOMe,
25B- NBOMe, 25I- NBOMe, 25C-NBOMe, proibidas no Brasil. (HENDRICKS &

DAUGHERTY, 2018). Essas drogas apresentam efeitos colaterais psicodélicos
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graves, tem sido reportados alguns casos clinicos de intoxicacdo em Varios paises,
além de apresentarem potencial de dependéncia (NIKOLAOU et al., 2014).

A denominagédo NBOMe ocorre devido ao substituinte "N-benzilmetoxi" (sendo o
metoxi escrito como "OMe”). (NIKOLAOU et al., 2014). O 25H-NBOH e 25H-NBOMe
sao derivados da fenetilamina, porém suas propriedades fisioldgicas e toxicologicas
nao séo conhecidas. As estruturas do 25H-NBOH e 25H-NBOMe s&o mostradas na
Figura 9 Esses derivados s@o agonistas do receptor 5-HT2A (pertence a familia de
receptores de serotonina). Portanto, seus efeitos alucinégenos sao devido a ativagéo
do receptor 5-HT2A (HENDRICKS; DAUGHERTY, 2018). Essas drogas tem sido
apreendidas na forma de folhas de papel absorvente destinadas a administracéao
sublingual. Sdo frequentemente impressos com desenhos distintos e perfurados
para que possam ser divididos em pequenas unidades de dose Unica (Figura 8). As
"doses comuns" sdo 500 a 800 pg. Seus efeitos sdo percebidos dentro de 15 a 120
minutos com duracédo de 6 a 10 horas (NIKOLAOU et al., 2014). Dessa forma, torna-
se importante avaliar a capacidade de interacdo dessas drogas com o DNA in vitro e
assim, correlacionar com possiveis propriedades (geno)toxicas dessa classe de

drogas de recreacao.

Figura 8 - Derivados NBOMe e NBOH na forma de folhas de papel absorvente destinadas a
administragdo sublingual.
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Figura 9 — Estruturas quimicas das drogas 25H-NBOH e 25H-NBOMe.
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Fonte: autora, 2019.

1.5 Técnicas e métodos empregados para avaliar a interacdo DNA-ligante

Ao longo dos Ultimos anos, muitas pesquisas estdo abordando a interacdo
ligante-DNA, para isso, diversas técnicas instrumentais podem ser empregadas
tanto para avaliar os efeitos desta interacdo na estrutura do DNA, quanto para
caracterizar a natureza do complexo formado. Dentre elas, tem-se
espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do UV-visivel, fluorescéncia
molecular, microscopia de forca atbmica (MFA), técnicas eletroquimicas,
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de absorcdo no
infravermelho (IV), medidas de viscosidade, calorimetria, dicroismo circular,
espectrometria de massas, eletroforese, difracdo de raios-X e espectroscopia
Raman. (SIRAJUDDIN, ALI; BADSHAH, 2013).

No presente trabalho, foram utilizadas as técnicas espectroscOpicas de
fluorescéncia molecular e absor¢cdo molecular na regido do UV-vis, para avaliagao
da interacdo de ligante-DNA. Possibilitando o calculo dos valores das constantes de
interacdo, parametros termodinamicos, numero de sitios de ligacéo (estequiometria),

além de caracterizar o modo de ligacao do ligante com o DNA.
1.5.1 Espectroscopia de absor¢cé&o molecular no UV-visivel

A espectroscopia de absorcdo molecular no UV-visivel € uma técnica
relativamente simples, porém eficaz, portanto é amplamente utilizada para avaliar a
formacdo de complexos supramoleculares entre o ligante e a macromolécula. Dessa

forma, faz-se a avaliagéo tanto da estabilidade do DNA quanto da sua interagédo com
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ligantes (REHMAN, et al., 2015a). A avaliacao da formag&do do complexo com o DNA
pode ser feita por meio das mudancas espectrais no maximo de absorcdo da
molécula, na presenca e auséncia do DNA. Assim, a aplicacdo dessa técnica para
avaliacdo da interacdo de ligantes com DNA mostra variagbes mais acentuadas
quando as moléculas em estudo absorvem radiacdo na regido visivel (REHMAN et
al., 2015; AFRIN et al., 2017; AHMAD; AHMAD, 2018).

Geralmente, o0 espectro de absorcdo do DNA mostra uma banda
caracteristica com comprimento de onda de maxima absor¢cdo em 260 nm na regiao
do UV, que corresponde aos grupos croméforos das pirimidinas (citosina e guanina)
e purinas (adenina e guanina), sendo eles o0s responsaveis pelas transicdes
eletrbnicas. A aplicacdo desta técnica permite a determinacdo da concentracao
molar do DNA de acordo com a lei de Beer- Lambert, utilizando a medi¢do do valor
de absorvancia em 260 nm. Além disso, € possivel avaliar a pureza do DNA,
empregando a razdo das absorvancias A260/A280 ou A260/A230, onde o valor deve
estar entre 1,8-2,0, garantindo que o DNA esteja suficientemente livre de proteinas
(SAVARIZ, et al., 2014).

Quando a ligacao entre ligante e DNA € via intercalacdo ocorrem variacdes na
intensidade de absor¢ao (hipocromismo) junto ao deslocamento no comprimento de
onda para o vermelho (mudanca batocrémica). Mas, se 0 modo de ligacao for via
groove, a variacao da intensidade € desprezivel e apenas sdo observados 0s
efeitos hipocrédmico e hipercrémico (RAHMAN et al., 2017; AHMAD; AHMAD, 2018).

1.5.2 Estudos de desnaturacdo térmica

Para avaliar a estabilidade do DNA ao interagir com ligantes, é possivel
realizar estudos utilizando a medicao da absorcao no UV-vis em fungéo da variacao
de temperatura. A dupla hélice do DNA é considerada estavel devido as ligacdes de
hidrogénio e interagbes de empilhamento entre as bases. Porém, a dupla hélice
pode dissociar em duas fitas simples devido ao enfraquecimento das forcas de
ligagdo com o aumento da temperatura, essas fitas simples se encontram em
conformacao espiral aleatoria. Dessa forma, a interagdo entre as bases sera menor,
aumentando assim, a absorcdo da radiacdo eletromagnética da solu¢cdo de DNA
(Figura 10a), pois as bases estdao na sua forma livre e ndo formam ligagdes de

hidrogénio com suas bases complementares. Isso faz com que a absorvancia para o
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DNA de cadeia simples seja aproximadamente 40% maior do que para o DNA de
cadeia dupla com a mesma concentracao. (ARJMAND, JAMSHEERA, 2011).

Figura 10- Perfil espectral do DNA em funcdo da temperatura. a) Espectro de absorcdo do DNA a
28°C (DNA /Watson-Crick) e 85 °C (separacéo das fitas); b) Curva de desnaturacéo do DNA.

Ty

06 |

Ab %[

o3

0z

s M h P L L L N
210 240 270 300 330 360 20 30 40 50 60 70 80 90

Fonte: adaptado de NAKAMOTO; TSUBOI; STRAHAN, 2008.

Estudos de desnaturacdo térmica sao feitos para avaliar o modo de ligacao de
moléculas pequenas com o DNA. Como ja foi mencionado, com o aumento da
temperatura do meio, a dupla hélice do DNA é desnaturada com a formacao de
cadeias simples. Isso causa uma alteracdo da absorvancia da solu¢cdo em 260 nm. A
temperatura em que uma amostra de DNA esta 50% na forma de fita dupla e 50%
na forma de fita simples é denominada temperatura de desnaturacdo (Tm),
associada fortemente com a estabilidade da dupla hélice (Figura 10b) (NAKAMOTO,;
TSUBOI; STRAHAN, 2008). Para avaliar o modo de ligacdo de pequenas moléculas
com o DNA, calcula-se 0 Tm na auséncia e na presenca do ligante, empregando a
seguinte equacao:

fss = (A — Ao)/(Ar— Ao) EQUAGAO (1)

no qual fss corresponde a fragcdo de DNA como fita simples, Ao e Ar representam 0s
valores de absorvancia minimo (DNA em fita dupla) e maximo (DNA em fita simples)
a 260 nm, respectivamente (SHEN, et al.,, 2011). Tm é definida quando fss

corresponde a 0,5. Nesse sentido, o valor de Tm pode ser obtido representando
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graficamente fss versus a temperatura.

Ocorre um aumento na temperatura de desnaturagcdo do DNA acima de 5°C
(ATm > 5) quando o modo de interacdo com DNA ¢€ via intercalacdo, (SUN, et al.,
2014). Isto acontece devido ao aumento da estabilidade da dupla hélice do DNA
consequente da intercalagdo do ligante no interior da cadeia. Porém, quando a
molécula nado interage via intercalacéo, interagindo via groove por exemplo, ndo é
observado aumento no valor de Tm (SARWAR, et al., 2015).

1.5.3 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

7z

A espectroscopia de fluorescéncia molecular € uma das técnicas mais
amplamente exploradas para compreender a interacao entre ligantes e o DNA. As
vantagens da fluorescéncia molecular comparada as demais técnicas
espectroscopicas, sdo a sua alta sensibilidade, seletividade e rapidez. Essa técnica
pode fornecer informacgdes importantes sobre a formacdo do complexo, como o
mecanismo de quenching, distancias intermoleculares, modo de ligacdo, parametros
termodindmicos (AH, AS e AG), constante de ligagdo, sitios de ligagcéo
(estequiometria) (AFRIN et al., 2017; RAHMAN et al., 2017).

Geralmente, compostos que possuem grupos funcionais aromaticos
apresentam fluorescéncia intensa. Uma vez que o DNA nao apresenta fluorescéncia,
a avaliacdo do potencial de ligacdo ao DNA é estudada com base nas mudancas do
sinal analitico do ligante na presenca de concentracdes variaveis de DNA. Logo,
essas mudancas no sinal séo relacionadas ao ligante livre ou ao complexo formado
com o DNA (REHMAN et al., 2015).

1.5.3.1 Mecanismo de quenching

O processo de quenching esta relacionado ao mecanismo no qual uma
espécie fornece uma via alternativa para o fluoréforo de retornar do estado excitado

ao estado fundamental, ou seja, ocorre supressao/extin¢cao do sinal de fluorescéncia
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de um fluoréforo por uma molécula desativadora, denominada quencher, por uma
variedade de interagbes moleculares. (AFRIN et al., 2017). Estes incluem reacdes
do estado excitado, formacdo do complexo do estado fundamental, rearranjos
moleculares, transferéncia de energia ou por extingdo colisional. A supressdo de
sinal pode ser induzida por processo dindmico ou estatico (LAKOWICZ, 2006).
Neste trabalho, a molécula que atua como quencher € o DNA, pois este nao
fluoresce, e em solucéo com o ligante avaliado leva a diminuicdo do sinal analitico.

Ha diversos mecanismos associados ao processo de quenching, 0os mais
comuns, sao: quenching dinamico (colisional) ou estatico (Figura 11), mas existem
casos onde ambos mecanismos podem ocorrer. O quenching estéatico refere-se ao
processo em que ha formacdo de um complexo né&o-fluorescente no estado
fundamental, no qual o fluor6foro no estado excitado entra em contato com o
guencher, levando a formacdo de um complexo nao-fluorescente (F—Q) no estado
fundamental, resultando na desativacdo radioativa do fluoréforo, liberacao de calor,
resultando também na reducdo do sinal analitico. Por outro lado, no quenching
dindmico ha um mecanismo momentaneo e ocorre quando o fluoréforo, em seu
estado excitado, entra em contato, por colisdo, com a espécie quencher, resultando
na desativacdo radioativa do fluoréforo, ocorrendo transferéncia de energia do
fluoréforo no estado excitado para a espécie quencher, e consequentemente a
diminuicdo no sinal (ZHANG et al., 2009; DESPAIGNE et al., 2014; MOLINA-
BOLIVAR, et al., 2014).

Figura 11. Representacdo do processo de quenching a) dindmico b) estatico.
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Fonte: adaptado de SILVA, 2016.
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O tipo desse mecanismo pode ser estudado através de titulacdes
fluorimétricas em diferentes temperaturas. Caso ocorra 0 modo estético, o aumento
da temperatura (T), ocasionara reducéo do valor da constante de Stern-Volmer (Ksv)
OU seja, essas variaveis serdo inversamente proporcionais, pois com 0 aumento da
temperatura o complexo formado tende a desestabilizar, reduzindo assim o valor da
constante. De forma contraria, o modo dindmico, o valor de Ksv, sera diretamente
proporcional a temperatura, uma vez que o numero de colisdes aumenta quando a
temperatura se eleva (MOLINA-BOLIVAR et al., 2014).

O mecanismo guenching pode também ser avaliado por meio da técnica de
absorcdo molecular no UV-vis, avaliando os espectros do DNA, do composto livre e
do complexo formado. Quando o valor de absorcéo do complexo € igual a somatodria
da absor¢cdo do DNA mais o composto (Acomplexo = Acomposto + ADNA), tem-se
um quenching dindmico, pois este ndo afeta o estado fundamental da molécula.
Porém, se houver mudancas espectrais e nas intensidades do sinal, sendo
(Acomplexo # Acomposto + ActDNA), indica quenching estatico (ZHANG et al.,
2008).

A alteracdo na intensidade de fluorescéncia é, portanto, interpretada através

da equacao de Stern-Volmer:
F

FO =1 + Ksv[Q] EQUACAO (2)
Kq = Ksv/ To EQUACAO (2.1)

em que Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do
quencher, [Q] é a concentracdo do quencher, Kq é a taxa de extingdo biomolecular,
To refere-se ao tempo de vida médio do fluoréforo na auséncia do extintor,
geralmente igual a 10 2 s, e Ksv é a constante de extingdo de Stern-Volmer, a qual
pode ser obtida a partir da linearizacdo da equacao (2), onde o coeficiente angular
do gréfico Fo/F vs [Q] corresponde ao valor de Ksv (RAHMAN et al., 2017; AFRIN et
al., 2017). O tipo do mecanismo pode ser avaliado ainda a partir da constante Kq, N0
qual, valores acima de 2,0 x 10® M 1 s -1 é indicio de que o quenching ocorre
preferencialmente de modo estatico, enquanto valores inferiores a este, € um
indicativo de quenching dinamico (RAHMAN et al., 2017; QAIS et al., 2017).
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1.5.3.2 Constantes de ligacao (Kb)

E também possivel avaliar a magnitude da interacdo e a estequiometria do
complexo supramolecular formado, por meio da espectroscopia de fluorescéncia

molecular, usando a seguinte equacao:
log g = logKb + nlog[Q] EQUACAO (3)

em que Fo e F sd@o as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca de
quencher, Ky a constante de ligacdo, n € o niUmero de sitios e [Q] € a concentracao
do quencher. Os valores de Kb € n podem ser obtidos a partir do coeficiente linear e
angular, respectivamente, do grafico de log (AF/F) versus log [Q] (REHMAN et al.,
2015; AFRIN et al., 2017).

1.5.3.3 Modos de ligacéao

As trés principais interacdes ndo covalentes que desempenham um papel
importante na interacdo composto-DNA, sao: interacdo por intercalagcéo, via groove
e eletrostatica. Para elucidar qual modo de ligacao é preferencial em cada interacao,
utiliza-se alguns métodos analiticos baseados em propriedade de emissdo de
fluorescéncia. Assim, o modo de ligacdo pode ser proposto por exemplo de acordo
com duas estratégias: avaliacdo do efeito de quenching do Kl e competicdo com
sondas.

1.5.3.3.1 Ensaio com iodeto de potéassio (KI)

O teste realizado com iodeto de potassio é normalmente feito, quando a
molécula estudada apresenta propriedades de fluorescéncia. Este ensaio pode
indicar o local de interacdo do ligante com o DNA, podendo acontecer na parte
interna ou externa do DNA (REHMAN et al., 2015). Isso acontece, pois, 0s ions

iodeto sdo capazes de promover quenching dindmico em fluoréforos quando em
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solucdo aquosa, porém, para que isso ocorra, o ligante deve encontrar-se acessivel
para que interaja com ele. Os ions iodeto sdo carregados negativamente, entdo ele
sera repelido pelo esqueleto de fosfato do DNA se o ligante estiver intercalado a
macromolécula, protegido entres os pares de bases nitrogenados. No entanto, caso
o modo de ligacdo seja via groove ou eletrostatico, o ligante estara mais acessivel
aos ions iodeto, facilitando a colisdo, causando assim, a supressao de fluorescéncia
(REHMAN et al., 2015).

No estudo desse mecanismo, faz-se a analise quanto a acessibilidade do
fluoréforo ao quenching Kl. Dessa forma, é necessario usar a equacao de Stern-
Volmer (Ksv) que indica a acessibilidade do ion iodeto ao fluoréforo, na auséncia e
presenca de DNA, comparando os valores de Ksv da solugéo de ligante com Kl na
presenca e auséncia do DNA. Portanto, para interacao via intercalacéo os valores de
Ksv costumam ser menores na presenca do DNA, enquanto que para ligagédo via
groove ou eletrostatico geralmente esses valores sdao maiores (REHMAN et al.,
2015).

1.5.3.3.2 Ensaios de competicéo

O modo de ligacdo DNA-ligante pode ser avaliado ainda a partir do uso de
sondas fluorescentes. Dessa forma, geralmente € feito o teste de deslocamento
competitivo usando sondas fluorescentes que possuem seu modo de ligacdo ao
DNA ja bem definido. Assim, as mudancas na emissdo de fluorescéncia do
complexo sonda-DNA sdo interpretadas (REHMAN et al., 2015). Nesses
experimentos sdo empregados ligantes que possuem seu modo de ligacdo bem
estabelecido, como acridina orange e brometo de etidio, que s&do sondas
intercalantes e DAPI e Hoechst 33258, sondas usadas para interagao via groove.

O brometo de etidio (EB — ethidium bromide) é muito utilizado como uma
sonda fluorescente que interage com o DNA via intercalagdo. Na sua forma livre
apresenta baixa emisséao de fluorescéncia, porém, ao intercalar com DNA, ocorre um
aumento relevante da intensidade de fluorescéncia. Quando o ligante avaliado
possui 0 mesmo modo de ligacdo com DNA, ao adiciona-lo ao sistema DNA-EB,

pode levar ao deslocamento do EB intercalado, ocasionando uma diminuigdo na
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intensidade de fluorescéncia, pois parte do EB estaria na forma livre (SAVARIZ, et
al.,2014). Para determinar a magnitude da intercalagéo entre o DNA e o ligante pode
ser usado o grau na reducéo do sinal de fluorescéncia. Mas, ligantes que se ligam
preferencialmente via groove ou eletrostatico, ndo causam nenhum efeito sobre o
sinal analitico do complexo formado entre o brometo de etidio e o DNA. A acridina
orange (AO) também é bastante utilizada nos ensaios de competicdo como sonda
intercalante, por ter um comportamento similar ao brometo de etidio (REHMAN, et
al., 2015b).

Esses ensaios de competicdo podem ser realizados também utilizando
sondas que interagem via groove com o DNA, como DAPI e Hoechst 33258,
semelhante ao que foi descrito para o EB, ligantes com o mesmo modo de ligagéo
dessas sondas, sdo capazes de desloca-las dos sulcos do DNA, levando a reducéo
no sinal de fluorescéncia, podendo determinar a magnitude da interacdo entre o
DNA e o ligante (BASU; KUMAR, 2013).

Embora a maioria dos corantes de ligacdo ao sulco estudados se liguem no
sulco menor do DNA, o Methyl Green (MG) parece ser uma exce¢cao. O MG € um
corante trifenilmetano que tem sido utilizado para analise bioquimica da degradacéo
do DNA. Liga-se ao DNA, mas ndo ao RNA, de maneira nao-intercalante,
interagindo com o sulco maior e apresentando ligacao preferencial para regides ricas
em AT. O MG na sua forma livre apresenta baixa emissao de fluorescéncia, porém,
ao se ligar ao DNA, ocorre um aumento relevante da intensidade de fluorescéncia,
dessa forma, ligantes com o mesmo modo de ligacdo do MG, sé&o capazes de
desloca-lo dos sulcos do DNA, levando a reducdo no sinal de fluorescéncia,
podendo determinar a magnitude da intercalacéo entre o DNA e o ligante (PRIETO
et al., 2014).

1.5.3.4 Parametros termodinamicos

A espectroscopia de fluorescéncia pode ser utilizada também para determinar

parametros termodinamicos envolvidos nas interagdes ligante-DNA. Forgas de van
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der Waals, ligacdes de hidrogénio interacdes hidrofébicas e eletrostaticas séo as
principais interagdes n&do covalentes, com fungées muito importantes na interagéo
DNA-ligante. Esses parametros termodinamicos fornecem informacdes necessarias
para compreender as forcas moleculares responsaveis pela formacdo do complexo
DNA-ligante. Realizando ensaios com temperaturas diferentes, é possivel calcular
variagdo de entropia (AS) e entalpia (AH) aplicando a equacdo de Van't Hoff
(equacao 4) (HAQ, 2002).

K. = AH[I}_AS
b T T | -
RLT] R EQUACAO (4)

em que Kb representa a constante de ligacdo, R a constante do gas ideal (8,314472
J K1 molt) e T a temperatura em Kelvin (K). J& para avaliar a espontaneidade da
reacdo € calculada a variacdo da energia livre de Gibbs, usando as equacdes
representadas abaixo: (HAQ, 2002; REHMAN et al., 2015)

AG= AH-TAS EQUACAO
(5)
AG = - RTInKp EQUACAO
(6)

Normalmente, quando a interagdo macromolécula-ligante acontece,
preferencialmente, por ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, o
processo esta associado a AH < 0 e AS < 0, caso ocorra por forgas eletrostaticas,
tem-se AH < 0 (ou AH = 0) e AS > 0, enquanto que interagdes hidrofébicas sao
consideradas a forca maijoritaria quando AH > 0 e AS > 0 (SUN et al.,, 2014,
REHMAN et al., 2015).

1.6 Docking molecular

Docking molecular é um processo computacional que busca prever ligagdes

nao-covalentes entre uma molécula (ligante) em complexo com uma macromolécula
(DNA/receptor) (TROTT, OLSON, 2009). Para que haja sucesso no procedimento de
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docking proteina-ligante, € necessario levar em consideragdo a geometria,
conformacao e propriedades eletrénicas das duas moléculas (WEAVER, DONALD,
2005). Uma das caracteristicas mais relevantes no calculo de docking molecular é a
capacidade dele de reproduzir a orientacdo (posicdo) experimental de ligantes em
comparacao aos modos de ligagdo que se observa em complexos com estrutura ja
resolvida (RODRIGUES et al., 2012).

Existem diversos softwares disponiveis que realizam o docking molecular e
utilizam diferentes metodologias, tais como: AutoDock Vina (TROTT, OLSON, 2009),
BetaDock (KIM et al., 2011), Gold (Genetic Optimisation for Ligand Docking) (Jones
et al., 1995, 1997) etc. Os protocolos de docking podem ser descritos como uma
combinacéo de algoritmos de busca e funcdo de score (MUEGGE, RAREY, 2001).
Os algoritmos de busca, geralmente consistem de um conjunto de parametros e
regras que sao utilizadas com o objetivo de analisar a flexibilidade dos ligantes em
simulagcées de docking molecular (RODRIGUES et al., 2012). Enquanto, que as
funcdes de score sdo empregadas com o intuito de estimar a afinidade de uma
determinada orientacdo do ligante no sitio de ligacdo (HIRST, 1998), facilitando
assim, a separacao entre possiveis ligantes e moléculas nédo-ligantes. A funcéo
score pode ser determinada a partir de diversos termos relacionados a propriedades
fisico-quimicas especificas tais como, ligacdes de hidrogénio (Hbond), interacbes de
van der Walls (vdW) e entropia (entr) (GUEDES, 2014).

A estratégia basica do docking molecular é analisar as possiveis
conformacdes de um ligante que é inserido no sitio de uma macromolécula alvo.
Portanto, os estudos de docking molecular sdo muito importantes nos estudos de
interacdo DNA-ligante, pois permite prever os tipos de interacdo, além de definir o
sitio de interacgéo.

2 JUSTIFICATIVA

Diante do que foi explanado, fica clara a importancia de estudos de interacao
com o DNA utlizando estratégias/técnicas associadas a determinacdo de
parametros de ligacdo e termodinamicos, bem como o seu modo de ligacao.

Portanto, considerando a auséncia de dados na literatura relacionados aos efeitos
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toxicos de 25H-NBOH e 25H-NBOMe e por se tratar de um trabalho inédito, este
trabalho pretende colaborar com a populacdo e comunidade cientifica, no sentido de
avaliar a interacdo entre essas drogas com o DNA e assim esclarecer possiveis
efeitos toxicos dessa classes de drogas ilicitas empregando técnicas

espectroscopicas.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a interacdo de 25H-NBOH e 25H-NBOMe com ctDNA (Calf thymus)
utilizando técnicas espectroscopicas e estudos tedricos para determinar 0s
parametros de ligacéo e termodinamicos, modo de ligacao e alteracdes na estrutura
do DNA e correlacionar com possiveis efeitos genotéxicos.

3.2 Especificos

e Determinar os principais parametros de ligacao e termodinamicos entre 25H-
NBOH e 25H-NBOMe com ctDNA (Calf thymus) por fluorescéncia molecular
em condicdes fisiologicas simuladas;

e Avaliar o processo de interacdo por espectrofotometria de absorcéo
molecular no UV-vis para o sistema 25H-NBO e 25H-NBOMe com ctDNA,;

e Determinar 0 modo de ligacdo DNA-ligante, empregando ensaios com o0
iodeto de potassio e estudos de competicdo com sete sondas que possuem
modo de marcacao estabelecido;

e Realizar estudos de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de H
entre 25H-NBOH e 25H-NBOMe com DNA;

e Realizar estudos de docking molecular do complexo 25H-NBOH e 25H-
NBOMe com DNA.

4. EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e Solugdes
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Todos os reagentes utilizados nos ensaios sao 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 purificagédo Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA,
USA).

Para o preparo da solugédo do DNA (Calf thymus, ctDNA) tipo | na forma de
fiboras (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foram pesados entre 1,0-2,0 mg
(SHAHABADI; MOGHADAM, 2012) do acido nucleico e solubilizou-se em tampéao
Tris (10 mM, pH = 7,40) contendo NaCl (100 mM). A solugéo foi armazenada em
frasco ambar, sob refrigeracdo a 4°C. Apé6s 24 h, foram levadas a um banho de
ultrassom (Quimis modelo Q335D, Brasil), por 30 min, para garantir uma melhor
solubilidade do DNA e consequentemente a homogeneidade da solu¢cdo (SAVARIZ,
et al., 2014).

A solucdo de NaCl 1,0 mol L* empregada para ajuste da forca idnica foi
preparada a partir da dissolucéo de 1,1688 g de cloreto de sodio (Vetec) em agua
ultrapura, transferiu-se a mesma para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-
se 0 volume com &gua ultrapura.

Para o preparo da solu¢ao tampéao Tris (10 mM, pH = 7,40) pesou-se 0,24228
g de Tris (Sigma) e solubilizou-se em agua ultrapura. Retirou-se uma aliquota de 25
mL da solucdo de NaCl (1,0 mol L) e adicionou-se a solucdo tamp&o. O ajuste do
pH para 7,40 foi realizado com uma solugdo de HCIl. Em seguida, transferiu-se a
mistura para um baldo volumétrico de 200 mL.

Como ja mencionado, as drogas sintéticas 25H-NBOH e 25H-NBOMe foram
empregadas para os estudos de interacdo com o ctDNA. Essas drogas foram
cedidas pelo Prof Angelo de Fatima do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais, que possui a licenca da policia federal para trabalhar com
essas drogas ilicitas. Para o preparo da solucdo estoque destes compostos, pesou-
se 1,0 mg e solubilizou-se em 2,0 mL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma). Apés o
preparo, as solucdes estoques foram armazenadas em tubo criogénico (2 mL), sob

refrigeracéo a 4°C.

Para o preparo da solugédo de tiossulfato de sédio (0,1 mol L), pesou-se

0,1581 g de Na2S203 (Synth), com posterior solubilizacdo em agua ultrapura para 10
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mL.

Para o preparo da solucdo estoque de Kl (0,3 mol L), pesou-se 2,4900 g de
Kl (Sigma) e solubilizou-se em agua ultrapura. Retirou-se uma aliquota de 2,5 mL da
solugdo de Na2S20s3 (0,1 mol L-1) e adicionou-se a solucao de Kl e a solucéo final foi
avolumada para 50 mL com agua ultrapura.

Para o preparo da solucdo estoque de brometo de etidio (2,0 mM) foi pesado
0,0016 g do brometo de etidio (Sigma) e solubilizado com agua ultrapura em tubo
criogénico (2,0 mL). Para o preparo da solucdo estoque de acridina orange (2,0 mM)
foi pesado 0,0012 g da acridina (Sigma) e solubilizado em &gua ultrapura (2,0 mL).
Para o preparo da solucédo estoque de Hoechst (1,8 mM) foi pesado 0,0100 g de
hoechst (Sigma) e solubilizado em agua ultrapura (10 mL). Para o preparo da
solucdo estoque de DAPI (0,8 mM) foi pesado 0,0009 g e solubilizado em agua
ultrapura (3,0 mL). Para o preparo da solucéo estoque de tiazol orange (2,0 mM) foi
pesado 0,0018 g e solubilizado em agua ultrapura (2,0 mL). Para o preparo da
solucéo estoque de berberina (2 mM) foi pesado 0,0021 g e solubilizado em agua
ultrapura (2,0 mL). Todas as diluicbes posteriores foram realizadas no tampéao
utilizado.

No preparo da solucdo de methyl green (1,64 mM) foi pesado 0,0100 g para 5
mL de agua ultrapura, em seguida, é exaustivamente extraido para remover

impureza violet cristal usando cloroférmio.

4.2 Equipamentos utilizados

Nos estudos de interacdo empregando 25H-NBOH, as medidas
espectrofluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorimetro Shimadzu RF
(modelo 5301PC, Japao) equipado com uma lampada de xenénio de 150 W,
utilizando uma cubeta de quartzo com capacidade de 4 mL e 1,0 cm de caminho
Optico.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotbmetro
de varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) de duplo feixe
equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho éptico e capacidade de 4
mL.

Para as medidas de pH utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado
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ao potencidmetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes
foram medidas em balanca analitica eletrbnica Gehaka (AG 200, Brasil) com
precisdo de 0,1 mg e balanca analitica Mettler Toledo-AG245 com precisdo de 0,01
mg. Para estudos de RMN foi utilizado o espectrometro de RMN Bruker Avance
600MHz.

4.3 Procedimentos

4.3.1 Determinacao da concentracdo do ctDNA (Calf thymus)

A concentracdo da solucéo estoque de ctDNA foi determinada com base no
coeficiente de extincdo de 6600 L mol* a partir do sinal de absorvancia em 260 nm
apos diluicdo na propor¢cdo de 1:100. Para avaliar a pureza da solucdo de ctDNA,
calculou-se a razéo do sinal de absorvancia em 260 e 280 nm (A260/A280), obtendo
valores entre 1,8-1,9 (SAVARIZ, et al., 2014).

4.3.2 Estudo da interacao ctDNA-ligante por fluorescéncia molecular e UV-vis

O estudo da interacdo entre o ctDNA e o composto 25H-NBOH foi realizado
por meio de titulacbes espectrofluorimétricas com base no monitoramento do sinal
de emissao do analito, onde se manteve constante a concentracdo do ligante (7,5
MM) e aumentou, gradativamente, a quantidade de ctDNA (0 — 250 puM). Para o
estudo no UV-Visivel, levou-se em consideracdo o sinal de absorvancia do
composto na concentracdo de 20 uM na presenca e na auséncia de ctDNA (0 - 20
MM), assim como a absorvancia do DNA na forma livre na concentragao de 20 uM.
Apés o tempo de incubacdo (60 min) as medidas analiticas foram realizadas a

temperatura ambiente.

4.3.3 Estudo realizado com iodeto de potassio (KI)

Para avaliar o modo de ligagdo dos compostos com ctDNA, manteve-se

constante a concentragdo dos compostos 25H-NBOH e 25H-NBOMe (7,5 uM) e
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variou-se a concentracéo de iodeto de potassio (0,005 — 0,15 mol L) na presenca e

auséncia de ctDNA em concentracao fixa (50 e 100 pM).

4.3.4 Ensaio de competicdo com brometo de etidio (BE), acridina orange (AO),
DAPI, tiazol orange (TO), berberina e Hoechst (HO)

O estudo de competicdo com BE, AO, DAPI, TO, berberina e HO foi realizado
mantendo constante a concentragdo do ctDNA (10 uM) e das sondas BE, AO, DAPI,
TO e HO (1 uM), exceto para berberina (5 uM) com a concentragdo do ctDNA (50

MM), aumentando progressivamente a concentragao do composto (0 — 250 uM).

4.3.5 Ensaio de competicdo com methyl green

No estudo com methyl green foi mantida fixa a concentragdo do composto
(7,5 pM), variando a concentragdo do ctDNA (0-200 uyM) e na presenga e auséncia

de methyl green mantendo constante suas concentragées em 10 e 20 pM.

4.3.6 Avaliacao da temperatura de desnaturacao

Nos estudos de avaliacdo da temperatura de desnaturacdo (Tm) do ctDNA, as
amostras foram aquecidas lentamente na faixa de 24 a 95 °C e os valores de
absorvancia foram monitorados a 260 nm para o ctDNA (20 yM) na presenga e na
auséncia do composto (20 e 100 uM) (SUN, et al., 2014).

4.3.7 Estudos de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para o estudo de RMN, a concentragdo dos compostos foi mantida em 1 mM,
enquanto a concentragdo do ctDNA variou em 0,01; 0,02 e 0,04 mM. Foi utilizado
tampdao fosfato (1 mM). As analises foram realizadas no espectrometro de RMN
Bruker Avance 600MHz.
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4.3.8 Estudos de Docking molecular

A estrutura da droga foi desenhada usando o Software MarvinSketch e, em
seguida foram calculadas as conformacdes 3D. Os modelos moleculares foram
otimizados usando método quantico do software ArgusLab. A estrutura modelo do
DNA foi obtida a partir do Protein Data Bank (PDB ID: 1BNA). Os ensaios foram
entdo efetuados usando o software Autodock vina.

4.3.9 Tratamento dos dados

ApoOs a aquisicdo dos dados, todos os resultados foram tratados empregando
o programa Originlab versdo 9.0 (Northampton, USA) e o Excel 2013 (Microsoft
Office), onde foi possivel obter informagBes para o calculo dos parametros de
ligagdo do composto ao ctDNA. Para desenhos das estruturas foi utilizado o
ChembDraw Ultra 12.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Consideracdes iniciais

O presente trabalho avaliou a interacdo de duas drogas alucindbgenas
sintéticas, 25H-NBOMe e 25H-NBOH com o ctDNA (Calf thymus). O ctDNA é uma
macromolécula amplamente utilizada para estudos de intera¢des, uma vez que é
similar ao DNA de placenta humana, com as seguintes proporcdes dos pares de
bases: para DNA de placenta humana tem AT (58%), CG (42%) e, para ctDNA se
tem AT (58,1 %), CG (41,9 %) (SILVA et al., 2016a).

As estruturas quimicas dos compostos avaliados estdo dispostas na Figura 9
(pag. 25). As moléculas foram sintetizadas e cedidas pelo grupo do Professor
Angelo de Fatima do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais.
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5.2 Avaliagédo da interagdo DNA-ligante

Nos estudos empregando fluorescéncia molecular foi observado que os
compostos avaliados apresentaram emissao em 327 nm quando excitados em 260
nm. Portanto, devido esta caracteristica espectroscépica, as drogas sintéticas 25H-
NBOMe e 25H-NBOH foram tituladas com ctDNA. Ao adicionar quantidades
crescentes do ctDNA ao sistema, ocorreu uma reducédo gradual da intensidade de
fluorescéncia intrinseca dos compostos, isto aconteceu devido a diminuicdo da
concentracdo livre dos mesmos no sistema, indicando que 0s compostos
apresentam interagdo com o ctDNA, formando um complexo supramolecular ndo
fluorescente (SHI, et al., 2015). Ns Figuras 12a e 12d (pag. 43) pode ser observado
o perfil espectral obtido para os compostos 25H-NBOMe e 25H-NBOH.

Em razdo desta variacdo na fluorescéncia intrinseca do composto ao se
adicionar quantidades crescentes de ctDNA, torna-se possivel calcular a constante
de Stern-Volmer (Ksv) e a constante de ligacdo (Kb), entre os compostos e a
macromolécula (ctDNA).

Foi realizado uma titulacdo fluorimétrica para avaliar a constante de ligacéo e
0 numero de sitios de ligacdo (n) do complexo supramolecular formado entre o
ctDNA e os compostos estudados. Assim, foram utilizadas as equacgdes (2) e (3)
para determinar o valor da constante de Stern-Volmer e a constante de ligagéo,
respectivamente. Os valores de Ky e n foram obtidos a partir da curva de log(Fo —
F)/F vs log[ctDNA]. Nas Figuras 12b, 12c, 12e e 12f (pag. 43) foi possivel observar
os perfis das curvas para 25H-NBOH e 25H-NBOMe a partir da linearizacdo das
equacdes (2) e (3), respectivamente. Na Tabela 1 (pag. 44) estdo dispostos o0s

resultados obtidos para essa avaliagao.
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Figura 12 - Resultados obtidos para avaliagdo da interacdo DNA-ligante por fluorescéncia
molecular. a) Perfil espectral do composto BOH (7,5 uyM) com adicdo de incrementos
crescentes de ctDNA; b) Curva para célculo da constante Stern-Volmer, Ksy, (processo de
guenching) para BOH; c¢) Curva logaritmica para calculo da constante de ligacdo (Ky) € n do
complexo ctDNA-BOH. d) Perfil espectral do composto BOMe (7,5 uyM) com adicado de
incrementos crescentes de ctDNA; e) Curva para calculo de Ksy para BOMe; f) Curva
logaritmica para calculo de Ky € n do complexo ctDNA-BOMe. Condi¢ao: pH = 7,4 (Tris—HCI
10 mM, 100 mM NacCl) a 23, 30 e 37 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Quando ocorre uma reducgéo da intensidade de fluorescéncia do ligante na
presenca de uma macromolécula € um indicativo de que aconteceu alguma forma de
interacdo. Este perfil espectral caracteriza o processo de quenching, onde a
molécula desativadora (ctDNA) interage com o fluoréforo (composto) levando a
diminuicdo da radiacdo emitida, assim, € preciso que ocorra transferéncia de energia
do ligante para o DNA (WU, et al., 2011). Para a analise deste evento,
primeiramente foi calculado a constante de supressdo de fluorescéncia (Ksv), que

esta associada a alteracdo na intensidade de fluorescéncia, sendo esta interpretada
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por meio da linearizagdo da equacéao (2), onde o Ksv refere-se ao coeficiente angular
do gréfico Fo/F vs [ctDNA] (Figura 10) (REHMAN et al., 2015; AFRIN et al., 2017). O
perfil espectral linear, indica que o processo de extincdo de fluorescéncia tem
apenas um mecanismo de quenching, estatico ou dindmico. Assim, para verificar
gual mecanismo domina a interagcdo dos compostos com o ctDNA, fez-se a avalicdo
do valor da taxa de extingdo biomolecular, Kq, por meio da equacao (2.1) (pag. 30).

Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Parametros de interacdo do ctDNA com os compostos 25H-NBOMe e 25H-NBOH.

Parametro de Stern-Volmer Parametro de
ligac&o

Composto T°C Ksyv/ 10° L mol? r Kg/ 10"t M1 st Kyp/ 10* L mol* r n

25H- 23 8,46 + 0,24 0,9893 8,46 + 0,01 3,21+0,01 0,9920 1,41
NBOMe

30 7,71+0,42 0,9947 7,71+0,01 4,29 +0,01 0,9975 1,38
37 7,52 +0,28 0,9913 7,52 +0,01 5,27 + 0,01 0,9969 1,29
25H-NBOH 23 28,0+0,17 0,9893 28,0+ 0,01 90,5 + 0,01 0,9920 1,41
30 25,7+0,11 0,9847 25,7 +0,01 61,7 + 0,01 0,9975 1,38
37 23,6+0,13 0,9812 23,6 +0,01 27,0 +0,01 0,9969 1,29

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

E possivel observar na Tabela 1 que a interacdo dos compostos avaliados
apresentou valores de Ksv variando na faixa de 7,52 a 28,0x10° L mol%, ja os valores
de Kq variaram na faixa de 7,52 a 28,0x10*! M s, indicando que o mecanismo
preferencial de extincdo da fluorescéncia dos compostos pelo ctDNA € o quenchig
estatico, uma vez que o Kg > 2,0x10'° Mt s (SILVA et al., 2016a).

Adicionalmente, p6de-se observar que o niumero de sitios de ligacdo (n) para
0s compostos avaliados ficaram aproximadamente igual a 1 (Tabela 1), indicando a
razao estequiométrica de 1:1 (ctDNA: ligante). Além disso, foi possivel avaliar a forca
da interacdo DNA-ligante, expressa pela constante de ligacdo (Kb), onde se
observou que esta variou de 3,21x10* a 90,5x10% L molt. Segundo Wu et al. (2011),
valores de Ko na ordem de 10° a 108 representam uma forte interagdo entre o
composto e 0 DNA, dessa forma, é possivel afirmar que os compostos avaliados
interagem fortemente com o DNA. Assim como, o estudo com a dopamina que é um
neurotransmissor derivado das feniletilaminas, indicaram que hé& forte interacdo
entre a dopamina e o DNA, com valores de Ky na ordem de 10° L mol?, com um
valor de r de 0,9967 para concentracdes de dopamina de 2,0x10€ M (LIU et al.,
2002).

Por fim, por meio dos estudos termodinamicos, realizados em trés diferentes
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temperaturas (23, 30 e 37 °C), foi possivel calcular alguns parametros
termodinamicos em funcéo da variacao de Kbp, a partir da linearizacdo da equacéo de
van't Hoff (4) (pag. 34). Com base nestes parametros foi possivel propor os
principais tipos de interacfes intermoleculares envolvidas na formacdo do complexo
supramolecular DNA-ligante (WANG et al., 2015; QAIS et al., 2017). Os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros termodinamicos de interacdo dos 25H-NBOMe e 25H-NBOH com
CtDNA.

AG (kJ mol?)
Composto AH (kJ mol?) AS (J Kt mol?) 23°C 30°C 37°C
25H-NBOMe +27,0 +177,8 -25,01 -27,96 -30,91
25H-NBOH -65,7 -107,2 -33,94 -33,19 -32,44

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, p6de-se observar
gue a interacdo entre os ligantes 25H-NBOMe e 25H-NBOH com ctDNA ocorreu de
forma espontanea, visto que, foram obtidos valores negativos para AG. Ligacdes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals sdo favorecidas no processo de interacéo
guando AH < 0 e AS < 0; enquanto que forgas eletrostaticas quando AH < 0 (ou AH
= 0) e AS > 0 e interac¢des hidrofébicas para AH > 0 e AS > 0 (Caruso et al., 2012).
Dessa maneira, as principais forcas associadas a formacdo do complexo formado
entre 0s compostos avaliados e ctDNA sao ligacbes de hidrogénio e forcas de Van
der Waals para 25H-NBOH, uma vez que foram obtidos valores de AH <0 e AS <0,
0 que indica uma maior organizacao no sistema devido as ligacdes de hidrogénio,
fazendo com que as moléculas se posicionem de forma mais ordenada. E forcas
hidrofébicas para 25H-NBOMe, uma vez que foram obtidos valores de AH > 0 e AS
> 0.

5.3 Estudos por espectroscopia de absor¢c&o molecular no UV-vis

A espectroscopia de absorcdo molecular no UV-visivel € uma técnica

bastante utilizada na avaliacdo da interacdo do DNA-ligante. A formacao deste
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complexo supramolecular pode ser analisada por meio das mudancas espectrais
que ocorrem no maximo de absorcdo da molécula avaliada, na presenca e auséncia
do DNA (REHMAN et al.,, 2015; AFRIN et al., 2017; AHMAD; AHMAD, 2018). A
Figura 13 apresenta o espectro avaliado, onde os valores de maxima absorcdo do
composto 25H-NBOH (em preto) e do ctDNA (em vermelho) estéo estabelecidos em
270 e 260 nm, respectivamente. Portanto, quando se adicionou ctDNA ocorreu um
aumento na absorvancia, isto €, um efeito hipercrdmico, indicando interacéo entre o
composto com o ctDNA, corroborando com os resultados de fluorescéncia molecular
(JANNESARI et al., 2013; SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; SILVA et al., 2016).

Figura 13 - Avaliacdo da interacdo ctDNA-ligante por absor¢cdo no UV-vis. a) Composto 25H-NBOH
(7,5 uM) e ctDNA (20 uM); b) Composto 25H-NBOMe (7,5 pM) e ctDNA (20 uM).
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Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Ao se realizar estudos por fluorescéncia molecular, é fundamental a avaliagdo
do tipo de quenching dominante no processo de interacdo, podendo este ocorrer de
varias formas, com destaque para o quenching dindmico e estatico em estudos de
interacdo com DNA (LAKOWICZ, 2006).

A avaliacéo do tipo de quenching pode ser feita por meio do estudo por UV-
Vis com os espectros de absorcdo do composto livre, do ctDNA e do complexo
formado (Figura 13). Dessa forma, ao avaliar esses espectros de absorcdo é

possivel observar que o valor da absorvancia do complexo foi diferente da somatoéria
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da absorcdo do ctDNA mais o composto (Acomplexo # (Acomposto + AcCtDNA)),
caracterizando assim 0 mecanismo de quenching estatico. Portanto, AA #
Acomplexo - (Acomposto + ActDNA) # 0 (Tabela 3), sendo este um indicativo de que
ocorreu alteracdo no estado fundamental da molécula ocasionado pela formacéo do
complexo (WU et al., 2011; SILVA et. al., 2016b; MARQUES et al., 2018), uma vez
gue o quenching dinamico s6 afeta o estado excitado das moléculas e, portanto, nao
ocasiona mudancas no espectro de absorcao.

Tabela 3 — Variagdo da méaxima absorvancia entre o complexo DNA-ligante e o somatério das
absorvancias do ligante e DNA livres.

Com posto Abna Acomposto Acomplexo ADNA + composto) AA
25H-NBOH 0,166 0,028 0,167 0,194 0,027
25H-NBOMe 0,156 0,035 0,178 0,191 0,013

AA = A(DNA + composto) = Acomplexo

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

5.4 Avaliacdo do modo de ligacdo composto-ctDNA

Os principais modos de ligagdo nao covalente, entre o DNA e pequenas
moléculas séo trés: intercalacdo, via groove e eletrostatico. Portanto, 0 modo de
ligagdo entre os compostos 25H-NBOH e 25H-NBOMe com ctDNA foi analisado
avaliando o efeito de quenching do KI, competicdo com sondas e perfil espectral da
desnaturacao térmica (REHMAN, et al., 2015a; SARWAR, et al., 2015).

Para avaliar o0 mecanismo de ligacdo por meio do estudo com o iodeto de
potassio (KI), verifica-se a acessibilidade do quenching Kl ao fluor6foro (compostos
avaliados). Para isso, é utilizada a equacao de Stern-Volmer (equacéo 2) seguido da
comparacdo dos valores de Ksv da condi¢do do ligante com o Kl na auséncia e

presenca do ctDNA. Os resultados podem ser observados na Figura 14.
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Figura 14 — Avaliacdo do modo de ligacdo DNA-ligante por meio de ensaios com Kl (0,005 — 0,15
mol L1). a) Gréafico Stern-Volmer (determinacéo de Ksv) na auséncia e presenga do ctDNA (50 e 100
MM), para o composto BOH (7,5 uM). b) Grafico Stern-Volmer na auséncia e presenga do ctDNA (50
e 100 uM), para o composto BOMe (7,5 uM). c) Grafico em barras dos valores de Ksy na auséncia e
na presenca de ctDNA para os dois compostos avaliados. A: BOH e BOMe (7,5 uM); B: BOH + ctDNA
e BOMe + ctDNA (50 uM) e C: BOH + ctDNA e BOMe + ctDNA (100 uM).
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Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Observa-se, portanto, na Figura 14a que, na presenca de ctDNA a reta do
grafico apresentou uma inclinagéo levemente menor (em vermelho e azul), quando
comparada ao sistema sem o ctDNA (em preto). Isto indica que o valor de Ksv
diminuiu na presenca do DNA, este comportamento € melhor visualizado no gréafico
da Figura 11b. Portanto, observa-se que na presenca do ctDNA, os valores da
constante de Stern-Volmer, sistematicamente foram menores. Esse perfil € um
indicio de que o modo de interacdo ocorre preferencialmente por intercalacéo, pois a
molécula esta protegida entre as bases do ctDNA, desta forma, ndo acessivel ao ion
iodeto (SARWAR et al., 2015; QAIS et al., 2017). Porém, como o ensaio do Kl pode
apresentar resultados similares para compostos intercalantes e localizados no

groove, ensaios adicionais para avaliacdo do modo de ligacdo foram necessarios.
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Outro experimento realizado para avaliar o modo de ligagdo dos compostos
avaliados com o ctDNA consistiu no ensaio de competicdo com as sondas: brometo
de etidio, acridina orange, hoechst e DAPI (pag. 20). Essas sondas na forma livre
apresentam baixa emissdo de fluorescéncia, mas quando interagem com o DNA,
seja via groove menor (hoechst e DAPI) ou intercalacdo (brometo de etidio e
acridina orange), ocorre um aumento consideravel da intensidade de fluorescéncia
(Figura 15) (MUKHERJEE; SINGH, 2017; QAIS et al., 2017). Contudo, 0s compostos
avaliados ndo deslocam nenhuma dessas sondas, portanto, isto € um indicio de que
a ligacdo entre os compostos avaliados e o DNA ndo ocorrem via groove menor ou
intercalacdo. Dessa forma, se torna necessério realizar um ensaio de competicdo

com um composto que seja seletivo a regiao do groove maior do DNA.

Figura 15 - Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia do sistema sonda-ctDNA. a) Sonda
intercalante, [BE] = 1 uM, [ctDNA] = 10 uM e [ligantes] = 15 — 250 pyM na presenga do composto BOH
b) Sonda seletiva ao groove menor, [Hoechst] = 1 uM, [ctDNA] = 10 uM e [ligantes] = 15 — 250 uyM na
presenca do composto BOH. c¢) Sonda intercalante, [BE] = 1 uM, [ctDNA] = 10 uM e [ligantes] = 15 —
250 uM na presenga do composto BOMe d) Sonda seletiva ao groove menor, [Hoechst] = 1 uM,
[ctDNA] = 10 uM e [ligantes] = 15 — 250 uyM na presenga do composto BOMe.

300 BOH 800 BOH

—BE Hoechst
a) —oum b) oM
——15uM
——60uM
600 —— 105uM
——250uM

250 o

LL 400

200 +
50 o

560 580 600 620 640 660 680
Anm

T T T T
400 450 500 550 600
Alnm



50

BOMe BOMe
300 800
c) —BE d) —— Hoechst
—O0uM
—15uM
600 ——60 uM
—— 105 uM
—— 250 uM

250

200 4

150 400 -

100

200

50

m

T T T T T T
560 580 600 620 640 660 680 0
Al nm

T T T T
400 450 500 550 600

Alnm

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Embora a maioria das sondas de ligacdo ao sulco estudados se liguem no
sulco menor do DNA, o methyl green (MG) é uma excecéo, pois liga-se ao DNA de
maneira nao-intercalante, interagindo com o groove maior. Na sua forma livre
apresenta baixa emissao de fluorescéncia, porém, ao se ligar ao DNA, ocorre um
aumento relevante da intensidade de fluorescéncia. Dessa forma, ligantes com o
mesmo modo de ligagdo do MG, s&o capazes de desloca-lo dos sulcos do DNA,
levando a reducéo no sinal de fluorescéncia, podendo determinar a magnitude da
interacdo entre o DNA e o ligante (PRIETO et al., 2014).

Ao comparar 0s espectros na Figura 16a e 16b, p6de-se observar que o sinal
de fluorescéncia do complexo ctDNA-ligante decai a medida que a concentracdo do
methyl green aumenta no sistema. Esse comportamento foi observado para os dois
compostos avaliados. Esta reducao de sinal acontece quando existe no sistema um
ligante que também se liga ao ctDNA, diminuindo sua fluorescéncia. Na Figura 16c,
ao comparar o valores de Kp para os sistemas A (sem a presenca do methyl green),
B (10 uM de methyl green) e C (20 uM de methyl green), é possivel observar que
com o aumento da concentracdo de methyl green ha uma diminuicdo consideravel
no Kb, isso indica que o composto avaliado possui 0 mesmo modo de ligacdo que o
methyl green com ctDNA. Isto foi observado para os dois compostos avaliados.
Dessa forma, o methyl green compete pelo mesmo sitio que o ligante, promovendo,

assim, a diminui¢éo do Kb, pois ambos se ligam ao ctDNA via groove maior.
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Figura 16 — a) Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia do sistema 25H-NBOH-ctDNA na auséncia
do methyl green b) Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia do sistema 25H-NBOH-ctDNA na
presenca do methyl green (20 uM) c¢) Kb para os sistemas A (sem a presenca do methyl green), B (10
MM de methyl green) e C (20 uM de methyl green). d) Sistema 25H-NBOMe-ctDNA na auséncia do
methyl green e) Sistema 25H-NBOMe-ctDNA na presenca do methyl green (20 uM) Concentracdes:
[ctDNA] =0 - 250 uM, [BOH] = 7,5 uM e [MG] 10 e 20 M.
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Fonte: elaborado pela autora, 2019.

A dupla hélice do DNA ¢é estabilizada pelas ligacdes de hidrogénio e
interacdes entre as bases. Porém, ela pode se dissociar em fitas simples devido ao
enfraquecimento dessas forcas de ligacdo que estabilizam o DNA, decorrente do
aumento da temperatura. A temperatura em que uma amostra de DNA esta 50% na
forma de fita dupla e 50% na forma de fita simples € chamada de temperatura de
desnaturacdo (Tm), € associada com a estabilidade da estrutura da dupla hélice.
Quando o modo de interacdo de um determinado composto com o DNA é via
intercalagdo, ocorre um aumento na temperatura de desnaturacdo do DNA (Tm)
acima de 5°C (ATm > 5) (SARWAR, et al., 2015; SHEN, et al., 2011). Esta variacao
positiva na temperatura de desnaturacdo é atribuida ao aumento da estabilidade da
dupla hélice do DNA devido a intercalacdo do ligante no interior da cadeia, entre as

bases. Entretanto, quando o0 composto ndo interage via intercalacdo ndo é
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observado esse aumento acima de 5°C no valor de Tm.

Portanto, a ligagdo dos compostos em estudo com ctDNA foi avaliada por
meio de ensaios relativos a temperatura de desnaturacdo do ctDNA. Dessa forma,
foi calculado o valor de Tm na auséncia e na presenca dos compostos avaliados e
os valores de absorvancia foram monitorados em 260 nm, numa faixa de 24-95°C.
Para o calculo do Tm empregou-se a equacao 1 (pag. 27).

De acordo com a Figura 17 pbde-se observar que houve variacdo na
temperatura de desnaturacdo do DNA em relacdo ao complexo formado, indicando
que ocorreram mudancgas na estabilidade da estrutura dupla hélice da biomolécula.
A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para os compostos avaliados.

Figura 17- Curva de desnaturacdo térmica do ctDNA a 260 nm na auséncia e na presenca dos

compostos. a) Para composto BOH. b) Para composto BOMe. Condicao: pH = 7,4 (Tris-HCI 10 mM,
100 mM NacCl).
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Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Tabela 4- Resultados referentes ao estudo de desnaturacdo térmica do ctDNA frente aos compostos
selecionados.

Sistema Tm (°C) ATm (Tmiligante — Tm-ctona)
CtDNA (20 uM) 85,3 -
CtDNA + 25H-NBOH (20 uM) 83,2 -2,1
CtDNA + 25H-NBOH (100 uM) 67,0 - 18,3
ctDNA + 25H-NBOMe (20 pMm) 80,7 -4,6
CtDNA + 25H-NBOMe (100 pM) 77,9 -74

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

De acordo com os resultados obtidos, na auséncia dos compostos avaliados

observou-se que o valor de Tm correspondeu a 85,3°C, no entanto na presenca dos
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compostos avaliados, esse valor apresentou um ATm de -18,3 a -2,1. Estes
resultados indicam que o modo de ligacdo dos compostos em estudo com o ctDNA
nao se da preponderantemente via intercalacdo ao DNA, visto que, ATm n&do é maior
que 5, confirmando os ensaios anteriores que indicam que a interacdo entre 0s

compostos avaliados e o ctDNA ocorre via groove maior.

5.5 Estudos de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Por meio de estudos de RMN de *H foi estabelecido o epitopo das moléculas
na presenca do ctDNA. Nas tabelas 5 e 6, € possivel observar o deslocamento
quimico de cada um dos atomos de hidrogénio das moléculas analisadas. Com o
auxilio da figura 18a é possivel verificar na tabela 5 que os hidrogénios que tiveram
mais mudancas no caso do composto 25H-NBOH foram os H-11 e H-13. Enquanto
que para o composto 25H-NBOMe, utilizando a figura 18b, é observado na tabela 6
que os atomos de hidrogénio com mais deslocamento foram os H-8 e H-9.

Figura 18 — Estrutura com numeragdo. a) Para o composto 25H-NBOH. b) Para o 25H-
NBOMe.

1 12

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 5 - Desvio quimico de RMN de H (8) de BOH na auséncia e presenca de diferentes
proporcdes de ctDNA. Condi¢des: BOH (1 mM) e ctDNA em tampéao fosfato (1 mM) a um pH
de 7,4.

S (ppm)
Hidrogénio BOH BOH: proporgéo ctDNA AD!
100 50 25
3 7,0245 7,0255 7,0239 7,0228 0,0017
4 6,9413 6,9414 6,9432 6,9382 0,0031
6 6,8778 6,8779 6,8772 6,8781 0,0000
7 2,9678 2,9679 2,9741 2,9603 0,0075
8 3,1834 3,1835 3,1976 3,1651 0,0183
9 4,1243 4,1234 4,1413 4,1011 0,0232
11 6,7966 6,7933 6,8190 6,7568 0,0398
12 7,2675 7,2651 7,2896 7,2468 0,0207
13 6,7966 6,7933 6,8190 6,7568 0,0398
14 7,2022 7,1996 7,2156 7,1783 0,0239
15 3,7908 3,7904 3,7904 3,7901 0,0000
16 3,7815 3,7811 3,7811 3,7838 -0,0023

10 A foi calculado com base na diferenga entre & (ligante livre) e d (ligante: ctDNA = 25).

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Tabela 6- Desvio quimico de RMN de 'H (8) de BOMe na auséncia e presenca de diferentes
proporgcdes de ctDNA. Condi¢des: BOMe (1 mM) e ctDNA em tampéo fosfato (1 mM) a um
pH de 7,4.

. d (Oppm) .
Hidrogénio BOMe: proporgdo ctDNA Ad
BOMe 100 50 25

3 7,0338 7,0310 7,0295 7,0266 0,0072
4 6,9463 6,9406 6,9381 6,9338 0,0125
6 6,8510 6,8448 6,8427 6,8394 0,0116
7 2,9356 2,9186 2,9117 2,9025 0,0331
8 3,1097 3,0683 3,0530 3,0331 0,0766
9 4,0921 4,0487 4,0315 4,0106 0,0815
11 7,0177 7,0154 7,0143 7,0130 0,0047
12 7,4495 7,4369 7,4314 17,4247 0,0248
13 7,0510 7,0438 7,0403 7,0364 0,0146
14 7,3082 7,2986 7,2955 7,2902 0,0180
15 3,7434 3,7387 3,7371 3,7367 0,0067
16 3,7434 3,7387 3,7371 3,7294 0,0140
17 3,7914 3,7900 3,7894 3,7886 0,0280

10 AD foi calculado com base na diferenga entre 0 (ligante livre) e 8 (ligante: ctDNA = 25).

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Dessa forma, tanto o 25H-NBOH quanto o composto 25H-NBOMe as regides
contendo o fenol e o grupo amino foram as que mais sofreram deslocamento na
presenca da macromolécula, o que € um indicativo que essa é a por¢cédo da molécula
gue mais interage com o ctDNA, sendo o epitopo da molécula, corroborando com os

estudos de fluorescéncia.
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5.6 Estudos de docking molecular

O docking molecular desempenha um papel importante no processo de
interacdo entre pequenas moléculas e o alvo bioldgico, uma vez que fornece
informacbes sobre o mecanismo de ligacdo e a formacdo de complexo
energeticamente favoravel (REHMAN, et al.,, 2015b). Dessa forma, estudos de
docagem molecular foram realizados a fim de confirmar os resultados experimentais,
prevendo o modo de ligacdo, bem como a energia de ligacéo relativa ao complexo
formado entre os compostos avaliados e o ctDNA.

Para os experimentos de docking molecular, inicialmente a estrutura de cada
composto foi desenhada e submetida a otimizacdo de energia, em seguida, foram
importados para a estrutura do DNA para o processo de docagem. Os valores
negativos das energias de ligagdo, -6,8 (BOH) e -6,5 (BOMe) kcal mol?, indicaram
um maior potencial de ligacdo dos compostos com o ctDNA através de interacbes
nao covalentes, ligagcdes de hidrogénio, sendo consistente com o0s estudos
espectroscopicos. Para todos os compostos avaliados por docking, foi observado
algumas alteracbes conformacionais nas moléculas apds a ligacdo, e uma
preferéncia para interacdo via groove maior (Figura 19 e 20). Além disso, € possivel
observar que o composto BOH faz ligac6es de hidrogénio entre o seu grupo fenol e
o residuo DA17, além disso, faz ligacdes de hidrogénio também com o residuo DA5
do DNA, enquanto que o composto BOME faz ligacdes de hidrogénio com o residuo
DG4 e DA5 do DNA . Esses estudos corroboram com os estudos de RMN, visto que
as regides que sofreram maior deslocamento de hidrogénio sdo as que fazem de

ligacdo de hidrogénio com o DNA de acordo com os estudos de docking molecular.
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Figura 19 — Docking molecular do composto BOH no DNA. Representacéo esquematica do composto
BOH, que se liga via groove. Linha verdes: ligacdo de hidrogénio.

Fonte: autora, 2019.

Figura 20 — Docking molecular do composto BOMe no DNA. Representacdo esquematica do
composto BOMe, que se liga via groove. Linha verdes: ligagédo de hidrogénio.

Fonte: autora, 2019.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou avaliar a interagdo de duas drogas de
recreacao sintéticas (25H-NBOH e 25H-NBOMe) com o ctDNA, visando sugerir um
possivel mecanismo de acédo para essas moléculas. Assim, em relacdo a avaliacao
da interacdo entre o0s compostos estudados e o CctDNA, as técnicas
espectroscopicas utilizadas (espectrofotometria de absor¢do molecular no UV-Vis e
espectroscopia de fluorescéncia molecular), bem como estudos de RMN de 'H e de
docking molecular, mostraram-se eficientes, uma vez que permitiram determinar as
constantes, modo de ligacdo, parametros termodinamicos, estequiometria e o
epitopo das moléculas na presenca do ctDNA.

Portanto, foi possivel observar que os compostos avaliados apresentaram
interacdo significativa com o ctDNA, formando um complexo supramolecular n&o
fluorescente, caracterizando o mecanismo de quenching estatico. Os ensaios
envolvendo iodeto de potassio, competicdo com sondas e avaliacdo da temperatura
de desnaturacdo do DNA, foram de grande importancia, uma vez que foi possivel
avaliar o modo de ligacdo DNA-ligante, sugerindo que os compostos estudados
interagem preferencialmente via groove maior.

Com os valores de Ky estabelecidos, foi possivel observar que a constante de
ligacdo desses compostos estd na ordem de 10* L mol!. Os estudos
termodinamicos indicaram também que a interagcdo com o DNA é espontanea e que
0s principais tipos de interacdes que ocorrem séao ligacdes de hidrogénio e forca de
van der Waals para 25H-NBOH e forcas hidrofobicas para 25H-NBOMe. Por fim,
com os estudos de RMN de H foi estabelecido o epitopo das moléculas na
presenca do ctDNA. Para 25H-NBOH e 25H-NBOMe as regides contendo o fenol e o
grupo amino foram as que mais sofreram deslocamento na presenca da
macromolécula, o que € um indicativo que essa é a por¢do da molécula que mais
interage com o ctDNA, sendo o epitopo da molécula. Além disso, o docking
molecular indicou as regifes de interagdo e quais as principais interacdes que
estabilizam o complexo formado entre 25H-NBOH, 25H-NBOMe e o DNA, sendo
consistentes com os estudos experimentais. Dessa forma, este estudo apresenta
evidéncias da interagdo entre drogas ilicitas como 25H-NBOMe e 25H-NBOH com o

DNA, o que pode levar a possiveis efeitos genotdxicos.
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7 PERSPECTIVAS

i) Avaliar a interacédo de outros derivados de NBOMe e NBOH com o ctDNA;

i) Avaliar a interagcdo desses compostos estudados com a Albumina do Soro
Humano (HSA) estabelecendo os principais parametros de interacao;

iv) Realizar estudos de docking molecular para outros derivados de NBOMe e
NBOH com o ctDNA e HSA.
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