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RESUMO

O entendimento do mecanismo de acdo de moléculas que se ligam a proteinas, acidos nucleicos,
carboidratos, entre outras, € de suma importancia uma vez que essas biomoléculas estdo
envolvidas na maioria das funcGes celulares e a compreenséo dos seus mecanismos moleculares
de acdo contribuem para o desenvolvimento de novos medicamentos. Desta forma, esse trabalho
teve como objetivo avaliar a interacdo de diferentes compostos bioativos com a hemoglobina
humana (Hb) e ctDNA (Calf thymus), utilizando técnicas espectroscopicas, eletroforese e estudos
tedricos, que permitiram investigar a magnitude de ligagdo dos complexos formados com a proteina
e DNA. Assim, de acordo com os resultados obtidos pode-se observar que o derivado pterocarpano
(LQB-223) formou um complexo supramolecular ndo fluorescente, caracterizado pelo mecanismo
de quenching estético e a constante de ligacio (Kb) obtida foi de 1,94x10% L mol™ (30 °C), sendo
as interacdes hidrofobicas, as responsaveis por estabilizar os complexos formados nesse
processo. O modo de ligacdo preferencial foi caracterizado via groove e pelo ensaio de
eletroforese verificou-se que ndo houve fragmentacdo do DNA. Para os derivados piperidinicos,
observou-se que ocorre interacdo preferencialmente por quenching estatico, via intercalacgéo,
onde os valores de Ky variaram de 0,10 a 8,00x10* L mol™. Por meio da correlagdo dos valores
das constantes de ligacdo com os dados de atividade bioldgica (Glso), pbde-se observar que 0s
coeficientes de correlacdo variaram na faixa de 0,8174 < |r| < 0,9868, para as linhagens HT29,
NCI-H460, 786-0 e NCI/ADR-RES, sugerindo que o principal mecanismo de acdo desses
compostos pode estar associado ao DNA como alvo bioldgico. Para os estudos de interacdo
entre a hemoglobina e o timerosal (TH), verificou-se que o ligante interage com a
macromolécula por quenching estatico e constante de ligagio na ordem de 10° L mol™ e as
principais forgas que regem esse processo de interacdo séo as eletrostaticas. A estequiometria
TH:Hb foi de 2:1, sugerindo que ocorre ligacdo do etilmercurio do timerosal nos dois residuos
de cisteina disponiveis (BCis93) presentes na subunidade B. Esses dados sdo concordantes com
os resultados obtidos pelo ensaio com o reagente NEM (bloqueador de grupo tiol), onde
verificou-se diminuigédo nos valores de Ky na presenga de quantidades crescentes deste reagente.
Além disso, constatou-se que ocorrem mudancas conformacionais na estrutura da proteina apés
complexacdo com o ligante avaliado sendo confirmado pelos ensaios de DLS e eletroforese. Na
avaliacdo de espécies competidoras, observou-se que o Ca(ll) e Mg(ll) foram os ions que
exerceram maior influéncia no processo de interacdo. Como consequéncia, verificou-se
inibicdo da capacidade de ligacdo de Hb-O> até 72% (Hb humana) e 50% (eritrocitos humanos).
Também foi observada a inducdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGE) e agregados
de proteina (amildides) dependente da dose de TH. Por fim, esses resultados destacam o
potencial toxico do uso de TH em sistemas bioldgicos, com consequente risco a saide humana.

Palavras-Chave: Interagdes moleculares. ctDNA (Calf thymus). Hemoglobina humana. Técnicas
espectroscopicas. Compostos bioativos.



ABSTRACT

The understanding of action mechanism from molecules that bind to proteins, nucleic acids,
carbohydrates, among others, is of the utmost importance since these biomolecules are involved
in most cellular functions and the comprehension of their molecular target contribute to the
development of new drugs. The aim of this work was to evaluate the interaction of different
bioactive compounds with human hemoglobin (Hb) and ctDNA (Calf thymus) using
spectroscopic techniques, electrophoresis and theoretical studies, which allowed investigate the
binding magnitude of the complexes formed with protein and DNA. Thus, according to the
results obtained it was observed that the pterocarpane derivative (LQB-223) formed a non-
fluorescent supramolecular complex characterized by the static quenching mechanism and the
binding constant (Kp) obtained was 1.94x10% L mol™? (30 °C), the hydrophobic interactions
being responsible for stabilizing the complexes formed in this process. The binding mode was
characterized by groove and by the electrophoresis assay, it was found that there was no DNA
fragmentation. For the piperidine derivatives, it was observed that interaction occurs
preferentially by static quenching, via intercalation, where Ky values ranged from 0.10 to
8.00x10% L mol™. By correlating the values of the binding constants with the biological activity
data (Glso), it was observed that the correlation coefficients varied in the range of 0.8174 <|r| <
0.9868, for HT29, NCI-H460, 786-0 and NCI / ADR-RES, suggesting that the main mechanism
of action of these compounds may be associated with DNA as a biological target. For the
interaction studies between hemoglobin and thimerosal (TH), it was verified that the ligand
interacts with the macromolecule by static quenching and binding constant about 10% L mol*
and the main forces that govern this process are the electrostatics. The TH: Hb stoichiometry
was 2:1, suggesting that ethyl mercury binding of thimerosal occurs in the two available
cysteine residues (BCys93) present in the  subunit. These data are consistent with the results
obtained by the NEM reagent (thiol group blocker) assay, where a decrease in Ky values was
observed in the presence of increasing amounts of this reagent. In addition, it was found that
conformational changes occur in the protein structure after complexation with the evaluated
ligand being confirmed by the DLS and electrophoresis assays. In the competing species
evaluation, it was observed that Ca(ll) and Mg(ll) were the ions that exerted the greatest
influence on the interaction process. As consequence, inhibition of Hb-O2 binding capacity up
to 72% (human Hb), and 50% (human erythrocytes), was verified. Dose-dependent induction
of TH forming advanced glycation end products (AGE) and protein aggregates (amyloids) was
additionally observed. Finally, these results highlight the toxic potential of the use of TH in
biological systems, with a consequent risk to human health.

Keywords: Molecular interactions. ctDNA. Human hemoglobin. Spectroscopic techniques.
Bioactive compounds.
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SECAO 1: INTRODUCAO GERAL
1.1 Quimica Supramolecular

Em 1978, o quimico francés Jean-Marie Lehn conceituou a quimica supramolecular como
sendo “quimica além da molécula”, a qual estd fundamentada num dominio cientifico
interdisciplinar que engloba caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas de espécies quimicas
de maior complexidade que as moléculas simples, ligadas entre si de forma auto organizadas
por ligacdes ndo covalentes (BAZZICALUPI et al., 2014).

Em contraste com a quimica molecular, a qual estabelece sua base pautada na ligagédo
covalente, a quimica supramolecular se alicerca em um grau de complexidade superior, para
além da molécula, denominado de supermolécula(s) e sistemas polimoleculares organizados,
mantidos por interacdes ndo covalentes, como ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas,
forcas de Van der Waals, interacGes hidrofdbicas, entre outras.

Assim, a Figura 1 apresenta a formacao de complexos supramoleculares proteina-ligante e
DNA-ligante estabilizados por interacdes ndo covalentes, as quais sdo de fundamental
importancia nos processos biolodgicos entre substratos e proteinas receptoras, reacoes
enzimaticas, reconhecimento celular, regulacdo da expressao génica pelas proteinas ligadas ao
DNA e na interacdo de DNA e farmacos. Dessa forma, o mapeamento dessas interagdes
supramoleculares é a chave para a compreender e orientar muitos processos biolégicos (YANG,;
LI; SNYDER, 2012).

Figura 1 — Formagdo de complexos supramoleculares; a) proteina-ligante e b) DNA-ligante por
ligacOes ndo covalentes.

a)

Ligante

Sitio de ligagdo

Ligante

Forca de Van der Waals Interagdo hidrofobica Ligag¢do de hidrogénio Interagdo eletrostatica

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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1.2 Qual a importéancia dos estudos de interacdo macromolécula-ligante?

Segundo Mcfedries e colaboradores (2013), diversas sdo as interacbes moleculares que
permitem a vida, dentre elas destacam-se as interacGes entre proteinas/acidos nucléicos e
pequenas moléculas®. Diversas macromoléculas estdo envolvidas em patologias, e sdo alvos
biolégicos como as enzimas, os &cidos nucléicos, proteinas e carboidratos. Logo, o
desenvolvimento de estratégias (quimicas e/ou instrumentais) para estabelecer o mecanismo
preferencial no qual moléculas interagem com macromoléculas alterando/modulando suas
propriedades bioldgicas é de consideravel importancia nos campos da quimica, biologia e
medicina (ALAM et al., 2018).

Neste contexto, para compreensdo completa ou parcial do modo de acdo de moléculas
bioativas sdo necessarios estudos das interacfes de todos os possiveis alvos quimicos e
bioldgicos, incluindo aminoacidos, horménios, peptideos, proteinas e acidos nucleicos, entre
outros (YANG et al., 2012). Portanto, elucidar essas interacbes e entender como elas se
relacionam com diferentes patologias € uma meta cientifica importante e desafiadora (SANTOS
et al., 2017). Diante disso, serd abordado a seguir alguns aspectos relacionados a importancia

de estudos de interacdo entre DNA/proteinas com pequenas moléculas.

1.2.1 DNA: os repositérios moleculares da informacéo genética

Como proposto pelos cientistas James Dewey Watson e Francis Crick (1953), a estrutura
tridimensional do DNA consiste em duas cadeias helicoidais que se entrelagam em um mesmo
eixo formando uma dupla hélice. O esqueleto hidrofilico dos grupos alternantes desoxirribose
e fosfatos carregados negativamente se encontram na parte externa da dupla fita interagindo
com a agua circundante; e as bases purinicas e pirimidinicas de ambas as fitas estdo empilhadas
no interior da dupla hélice (NELSON; COX, 2014). Cada fita é composta por uma combinacéo
de quatro nucleotideos (ligados a desoxirribose) que se mantém unidos por ligacdo fosfodiéster,
sendo as bases: adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C). A adenina (A) de uma fita
sempre forma duas ligacdes de hidrogénio com a timina (T) da outra, enquanto a guanina (G)
forma trés ligagdes de hidrogénio com a citosina (C) da fita complementar. Assim, ao longo da
hélice, os pares de bases sdo sempre AT (ou TA) e CG (ou GC) (METZLER, 2003).

O éacido desoxirribonucleico desempenha um papel importante no processo da vida, pois
possui a capacidade de armazenar e transmitir a informacéo genetica de uma geragéo para outra,

sendo entdo considerados os “repositorios moleculares da informacgéo genética” (NELSON;

1 Compostos organicos de baixo peso molecular, que possuem afinidade com macromoléculas, passiveis de
acarretar alteracfes conformacionais.
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COX, 2014). Por consequéncia, contribui para a sintese biolégica de proteinas e enzimas por
meio dos processos de replicacdo e transcricdo em células vivas (THOMAS; SUKUMARAN;
SUDARSANAKUMAR, 2018). Dessa forma, o DNA controla direta ou indiretamente a
estrutura e funcdo das células, logo erros na expressdo génica podem provocar diversas
patologias e exercem um papel secundario no desfecho e gravidade da doenca animal
(PORTUGAL, 2018).

Assim, pequenas moléculas podem ligar-se ao DNA, alterando e/ou inibindo o seu
funcionamento natural, e este processo pode ser explorado para curar ou controlar uma doenca
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Essa ligacdo pode ocorrer por dois diferentes
mecanismos: pelo modo de ligagédo covalente, que envolve a ligagéo direta ligante-DNA por
suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato; e ndo covalente através de interacdes
eletrostaticas com a cadeia fosfatidica do DNA; interacdes nos sulcos (groove) maior e menor
da macromolécula, ou por intercalacdo, a qual ocorre quando uma molécula (poli)aromatica
planar se interpde entre os pares de bases consecutivos do DNA, ligando-se perpendicularmente
ao eixo da hélice (MUKHERJEE; MONDAL; SINGH, 2017).

Nesse contexto, desde a descoberta da estrutura do DNA, esta macromolécula tem sido
considerada um dos principais alvos para diversas moléculas terapeuticamente importantes, as
quais estdo associadas a diferentes classes de drogas, que apresentam desde atividade
antitumoral até acdo como antibi6ticos (HASANZADEH; SHADJOU, 2016; REHMAN et al.,
2015), uma vez que estas moléculas podem afetar a expressdo génica, facilitando e/ou inibindo
qualquer uma das propriedades dos sistemas de transcricdo. Segundo Sobha e colaboradores
(2012), o mecanismo de acdo de alguns agentes anticancer esta relacionado a ligacdo ao DNA
da célula neoplasica, impedindo a replicacdo e consequentemente levando a apoptose da
mesma.

Nesse sentido, vale ressaltar que o0 DNA também é um alvo farmacoldgico para
quimioterapia (KENNARD, 1993), onde a primeira evidéncia de que o cancer poderia ser
tratado por compostos quimicos ocorreu em 1942 quando Goodman e Gilman, relataram a
reducdo de um tumor (linfoma), apds tratamento com a mecloretamina (uma mostarda
nitrogenada) inspirada no gas mostarda usado como arma quimica na Primeira Guerra Mundial
(CHABNER; ROBERTS JR, 2005). No entanto, a concepg¢édo da cura do cancer sé ocorreu
cerca de 20 anos depois, quando foi demonstrada a cura de linfomas, leucemias e até certo
ponto, tumores solidos, empregando a ciclofosfamida, clorambucil e outros quimioterapicos
(DE VITA JR; CHU, 2008). Todos esses compostos citados possuem como principal
mecanismo de interacdo a ligacdo com o DNA via modo covalente (metilagdo/alquilacéo).
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Desde entdo, muitos farmacos para uso na quimioterapia foram aprovados para
comercializacdo, porém a busca pelo quimioterapico ideal permanece até os dias atuais
(BARRA; NETTO, 2015). Mesmo diante dos grandes avangos nessa area, muitos estudos ainda
deverdo ser realizados objetivando propor farmacos mais eficazes e seguros.

Diante deste cenario, estudos sobre a avaliagdo da interacdo de pequenas moléculas com
0 DNA foram identificados como um dos principais temas durante os ultimos anos (DORRAJI;
JALALLI, 2013; ZHAO et al., 2014; HASSAN; RAUF, 2015; TEMERK et al., 2016; AFRIN et
al., 2017; MORAWSKA et al., 2018), uma vez que a investigacdo do mecanismo de a¢do bem
como o screening de moléculas biologicamente ativas pode contribuir para concepcéo de novos
medicamentos DNA-alvo mais seletivos e eficientes.

Além do DNA, as proteinas também séo alvos bioldgicos importantes, logo sera descrito
a seguir algumas informacdes essenciais acerca dos estudos de interacdo com essa

macromolécula.

1.2.2 Proteinas: instrumentos que expressam a informacao genética

As proteinas sdo as macromoléculas de maior abundancia e que mediam praticamente
qualquer processo celular, desempenhando indmeras fungdes vitais (NELSON; COX, 2014). A
maioria dos farmacos apds ser administrado e entrar na corrente sanguinea, ligam-se as
proteinas plasmaticas e/ou outros componentes do sangue, como os glébulos vermelhos. Sabe-
se também que ha uma barreira que limita o meio intracelular e extracelular, denominado
membrana celular, assim para que as moléculas de farmacos desempenhem sua funcéo é
necessario atravessar essa barreira, dependendo de inimeros fatores, tais como solubilidade do
composto bioativo, tempo de meia vida, estabilidade (DU et al., 2016), bem como, da
magnitude da ligacdo com proteinas plasmaticas, uma vez que somente as moléculas de farmaco
livres sdo capazes atingir o sitio de ligacdo (YANG et al., 2006). Uma elevada afinidade entre
proteina e farmaco leva a uma diminuicdo na concentracdo de farmaco livre no sangue e
consequentemente a reducio no efeito farmacodinamico (SJOHOLM; LIJTINGSTEDT, 1973).
Em contrapartida, uma afinidade baixa provoca um tempo de vida curto e uma distribuicéo
pequena. Assim, a ligagdo de pequenas moléculas a diferentes proteinas é um fator primordial
para a determinacdo da farmacocinética e farmacodindmica de compostos biologicamente
ativos (YANG et al., 2012).

A principais proteinas constituintes do plasma sanguineo sao as albuminas séricas, e sua
interacdo com diferentes ligantes e moléculas vem despertando o interesse no meio cientifico.

As proteinas carreadoras mais estudadas sdo a albumina do soro humano (HSA) e a albumina
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do soro bovino (BSA, usada como modelo da HSA devido a elevada homologia entre as
proteinas), as quais possuem como principal funcdo o transporte de diversos compostos
enddgenos e exogenos, acidos graxos, aminoacidos, vitaminas, ions metalicos, entre outros
(GALKINA; PROSKURNIN, 2017). Estudos acerca da interacdo supramolecular de farmacos
com as proteinas desta classe s&o de fundamental importancia na obtengao de informacdes sobre
os complexos formados e previsdo sobre o efeito terapéutico (ELSADEK; KRATZ, 2012).
Gupta e Lis (2010), reportaram uma outra funcdo da HSA como um valioso biomarcador para
monitorar a fisiopatologia de muitas doengas, incluindo cancer, artrite reumatoide, isquemia,
obesidade pds-menopausa e outras patologias que necessitam de monitoramento do controle
glicémico.

Além da interacdo com as albuminas, vale ressaltar a importancia de estudos com a
hemoglobina, a qual é a principal constituinte dos globulos vermelhos. Esta proteina é
responsavel pelo transporte reversivel de oxigénio e de didxido de carbono para manter o pH
do sangue (CHEN; ZHAO; WANG, 2010). Os sistemas de administracdo de farmacos baseados
em eritrocitos sao especialmente eficientes na manutencdo de farmacos ativos na circulacdo, na
sua liberacdo por varias semanas e no direcionamento para células selecionadas (VILLA et al.,
2016).

Assim, a avaliacdo da interacdo Hb-droga pode fornecer informac6es importantes sobre
as caracteristicas estruturais que determinam a eficécia terapéutica das drogas (ROSSI et al.,
2016). Portanto, diante exposto pode-se inferir que a caracterizacdo das interacdes entre
proteinas e substancias bioativas é fundamental em estudos pré-clinicos para obter informacdes
basicas sobre a biodisponibilidade dessas moléculas bem como para a concep¢do de novos
farmacos (TUNGC; CETINKAYA; DUMAN, 2013).

O mapeamento dessas interaces pode ser realizado empregando técnicas instrumentais,

as quais apresentam principios e caracteristicas distintas, que serdo discutidos a seguir.

1.3 Interacdo macromolécula-ligante, como avaliar?

Para a avaliagdo da interacdo entre diferentes ligantes e macromoléculas, como
proteinas e acidos nucleicos podem ser empregadas diversas técnicas instrumentais, como: UV-
visivel, fluorescéncia molecular, eletroquimica, ressonéncia magnética nuclear (RMN),
microscopia de forca atdmica (MFA), calorimetria, espectroscopia no infravermelho (IV),
dicroismo circular, espectrometria de massas, eletroforese (capilar e em gel), espectroscopia
Raman, difracdo de raios-X, entre outras (CHANDEL et al, 2018; REHMAN et al., 2015a).

Adicionalmente, podem ser obtidas informag6es por meio de ensaios in silico como docking e
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dindmica molecular. Essas técnicas e estratégias tém sido utilizadas como importantes
ferramentas para caracterizar a natureza do complexo supramolecular formado e os efeitos da
interacdo sobre a estrutura das diferentes macromoléculas.

Desta forma, a Tabela 1 apresenta alguns parametros de interacdo que podem ser obtidos
empregando as principais técnicas in vitro e in silico para avaliacdo da interacéo entre ligantes
e DNA/proteinas, bem como as vantagens e desvantagens das mesmas.



Tabela 1- Informagdes, parametros e vantagens/desvantagens sobre as principais técnicas para avaliacdo da interacao ligante-proteina/DNA.

29

S - Informacoes A P
Técnica / Estratégia DNA Proteinas Parametros Vantagens Desvantagens Referéncias
Avaliacéo sobre formagéo de complexo Baixa sensibilidade e seletividade.
Constante de ligagdo N&o permite inferir sobre o REHMAN etal., 2015g;
UV-vis X X Parametros termodindmicos Simplicidade, baixo custo. modo/sitio de ligagdo com DNA ou  WILLIAMS &
Mecanismo de quenching (classificagdo) proteina diretamente. Para o DNA é DAVITER, 2013.
Conformacéo proteica necessario a desnaturacao.
Mecanismo de quenching (se houver)
anstante derl_lgagao_ x - Necessita da presenca de espécies WILLIAMS;
Numero de sitios de ligagao Elevada sensibilidade e .
N A SN2 o - - fluorescentes, mas pode-se recorrer DAVITER, 2013;
Fluorescéncia Pardmetros termodindmicos e cinéticos seletividade, grande faixa de . P o
X X Lo . s ao uso de sondas, interferéncias YANG; LI; SNYDER,
molecular Distancias e forcas intermoleculares concentragdo linear. L A . !
o espectrais sdo passiveis quando as 2012; SIRAJUDDIN;
Modo de ligagdo com DNA espécies emitem na mesma regido ALI; BADSHAH, 2013
Mudangas conformacionais P glao. ’ ’ '
Sitio preferencial de ligacdo das proteinas
L Deteccdo indireta; caso o ligante ndo
Constante de ligagdo seja eletroativo, pode-se trabalhar
Modo de ligagio : OJm nsor e prA (or1 45 o SILVA et al, 2012
Métodos Parametros cinéticos Simplicidade, rapidez, elevada A P . REHMAN, et al., 2015g;
P X X L A - x mimetizando as condigdes )
eletroquimicos Avaliacéo de processos redox sensibilidade e preciséo. fisioloaicas. Ao se utilizar biosensor FLOOD; KAIFER,
Reversibilidade ou ndo do processo . gicas. - 2012.
. € necessario produzi-lo para cada
Forgas intermoleculares . .
ligante diferente.
Eglt%r;o (:gfle;?ezr::tieal de interacdo r?jg;(ssit:egzlbé:;gsgﬁt’ra %Ittaz aftlz:lztoé WANUNU; TOR, 2012;
Ressonéncia glao p L ¢ Resultados podem ser obtidas em G08s ¢ WILLIAMS;
- X X Constante de ligagdo - solventes deuterados. Os ligantes
magnética nuclear S diferentes temperaturas, solventes, - DAVITER, 2013.
Modo de ligagéo o avaliados devem apresentar boa
A S valores de pH e forca idnica. - ,
Parametros termodindmicos solubilidade em gua.
Mudancas conformacionais da proteina Elevada resolucdo, precisdo e Necessita de preparo especifico da
Microscopia de forca X X Altera %es na morfoloaia do DIEIA sensibilidade a0, P amostra, utilizando elevadas GARCIA et al., 2010;
atébmica “ g ' concentragBes do DNA ou proteina. WHITED; PARK, 2014,
Forgas intermoleculares
Parametros termodindmicos Baixa sensibilidade e uso de
Constante de ligacio: elevadas concentragdes. A REHMAN etal., 2015g;
Estudos g 19840, Elevada preciséo solubilidade dos ligantes em 4gua é DU et al., 2016.
NPT X X Numero de sitios - N
calorimétricos L Reprodutibilidade. uma limitacdo. Processo lento,
Modo de ligacdo com 0 DNA - .
trabalhoso, baixo rendimento.
Amostras podem ser analisadas
Conformacéo e estabilidade das em  diferentes estados de Diversas varreduras da mesma
Infravermelho X X macromoléculas agregacdo, como sdlidos ou em amostra. Uso de solventes BARRA; NETTO, 2015;
Parametros de ligacdo solucdo. Necessita de pequenas deuterados para melhorar a BARTH, 2007.

quantidades de amostra, € rapida e
de fécil execucéo.

resolucéo espectral
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Medidas de X Modo de ligacio Baixo custo e necessita de Fornece apenas informacBes SIRAJUDDIN; ALL;
viscosidade gag pequenas quantidades da amostra.  qualitativas. BADSHAH, 2013.
Avaliagdo de mudancas estruturais e Elevado tempo de aquisicio dos REHMAN, et al., 2015g;
Dicroismo circular X conformacionais das macromoléculas Elevada sensibilidade. eSDECtIos P quIsic WANUNU; TOR, 2012;
Modo de ligacdo com DNA P ) AJMAL etal., 2017.
Espectrometria de Estequiometria do complexo E:ﬂg?é deet:eer\rg?ﬁ Zr 5;2?:5 ;L':gg% Técnica destrutiva, baixa eficiencia YANG; LI; SNYDER,
P X Constante de ligagao - - na taxa de ionizagdo de amostras 2012; WANUNU; TOR,
massas Modo de ligacio com DNA ligante frente a varios alvos. complexas 2012
gag Peguenas guantidades de amostra. P ) )
Modo de ligag&o e constante de ligacdo YANG; LI; SNYDER,
Capilar X Formacao de complexos 2012; KASICKA, 2018;
P Mudanca na conformago, carga e peso Simplicidade, baixo custo, rdpida Baixa reprodutibilidade e JAUMOT;
Eletroforese molecular o resaluco e GARGALLO,  2012.
Mudanca na carga molecular da proteina gdo. ' CHOWDH; HARDING,
Gel X Modo de ligagdo com DNA 2001; NEAGA et al,
Formacdo de complexos 2016.

. Modo de ligagdo com DNA x . . - . JANGIR et al., 2012;
Espectroscopia X Mudangas conformacionais da proteina Esp_ectros ~ sdo registrados  Baixa sensibilidade devido ao fraco BUMBRAH: SHARMA.
Raman N PV utilizando 4gua como solvente. espalhamento Raman

Parametros termodindmicos 2016.
Processo lento, de dificil manuseio.
Modo de ligagdo com DNA Técnica bem estabelecida, SOIU,QOQS € compgrtanjento de CHOWDH; HARDING,
A . - . . x o eas moléculas em solucdo ndo podem
Difracdo de raios-X X Estrutura tridimensional do complexo interpretacdo mais facil quando - . 2001.
comparado a RMN (por exemplo). o _€xaminados.  Limitada —a y,/\NiyNy: TOR, 2012
" obtencdo de cristais em condicOes de ’ ' '
difratar a luz.
A s Estequiometria e constante de ligacdo Simplicidade e o equilibrio da Processo lento e  adsorcdo YANG; LI; SNYDER,
Equilibrio de dialise N I [ - e 2012.
Pardmetros termodindmicos ligacdo é alcancado inespecifica.
Energia de ligagéo . - .
Alteracdo na conformagcdo do ligante Con5|derz31 estrytura rlglda €0 Vaclo  pEHMAN et al., 2015a.
. - . . como meio. N&o considera efeito do
Docking molecular X Estrutura espacial do complexo Rapidez e baixo custo N DU et al., 2016.
x . S solvente e grau de protonacdo das
Regido preferencial de ligacéo moléculas
Modo de ligacdo com 0 DNA '
Ressonancia de Mudancas conformacionais na estrutura da Requer imobilizagdo das moléculas
Plasménica de NG A S Cinética em tempo real e se faz necessario a escolha entre DU etal., 2016.
. proteina e parametros termodindmicos o o -
superficie afinidade de ligacéo e sensibilidade.

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Embora exista um universo de técnicas capazes de fornecer informacfes acerca do
processo de interacdo, a espectroscopia de fluorescéncia molecular é uma das técnicas mais
empregadas neste tipo de avaliacdo, pois comparada as demais técnicas espectroscopicas,
possui elevada sensibilidade, grande faixa de concentracao linear, seletividade, além de suas
medidas serem relacionadas ao ligante (macromolécula) livre, tratando-se de uma medida direta
da espécie livre ou complexada, sem interferéncia espectral. Em geral, os ligantes que contém
grupos funcionais (poli)aromaticos possuem intensa fluorescéncia, em comparacdo com
pequenas moléculas que possuam em sua estrutura radicais derivados de hidrocarbonetos
alifaticos, carbonilas ou compostos altamente conjugados ndo aromaticos. Por fim, proteinas
com residuos de Trp e Tir apresentam fluorescéncia intrinseca possibilitando a avaliacdo do
processo de interacdo de forma direta com a macromolécula.

Assim, os estudos relacionados a variagdo da intensidade do sinal em funcdo de
titulacbes fluorimétricas podem fornecer informagdes, como (SIRAJUDDIN; ALl
BADSHAH, 2013): (i) O mecanismo de quenching, o qual refere-se a qualquer processo em
que ocorre a diminuicdo na intensidade de fluorescéncia de uma espécie, podendo estar
associado a varios mecanismos, como reacGes no estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, formacao de complexo no estado fundamental e exting¢do por coliséo.
A espécie que fornece um caminho ndo radioativo para desativacéo do fluoréforo € denominada
quencher, isto é, ao entrar em contato com o fluor6foro no estado excitado essa espécie 0
desativa inibindo a emissdo de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006); (ii) nimero de sitios de
ligacdo relativo a estequiometria da interacdo macromolécula: ligante; (iii) constantes de
ligagdo (Kb), a qual fornece informagOes acerca da magnitude do complexo supramolecular
formado; (iv) parametros termodinamicos (AH, AS e AG), os quais s3o utilizados para a
avaliacdo dos tipos de forcgas intermoleculares envolvidas no processo de interacdo bem como
a espontaneidade do processo; (v) modo de ligacdo preferencial (intercalacdo, groove ou
eletrostatico para o DNA) e sitio preferencial de ligacdo (para proteinas); (vi) distancias
intermoleculares entre a molécula doadora e receptora energia; (vii) mudancas na conformacéo
proteica, entre outros.

A definicdo de espécies fluorescentes em sistemas biologicos se iniciou em 1952,
quando Debye e Edwards reportaram o fendémeno de fosforescéncia de aminoacidos
aromaticos, e de acordo com a posicdo das bandas e tempos de decaimento propuseram a
existéncia de fluorescéncia no ultravioleta. No entanto, a primeira concepgdo inequivoca em
relacdo a essa caracteristica espectroscopica de fluorescer foi concebida por Teale e Weber

(1956), o qual avaliou a fluorescéncia dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
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triptofano) empregando fluorescéncia polarizada. O espectro de excitagdo de fluorescéncia e o
rendimento quantico foram propostos como critérios para caracterizar uma espécie molecular
em solucdo como uma entidade fluorescente, onde foi verificado que em meio neutro, 0s
aminoéacidos fenilalanina, tirosina e triptofano apresentaram emissao em 282, 303 e 348 um,

respectivamente (Fig. 2). Além disso, apresentam cerca de 4, 21 e 20% de rendimento quantico
respectivamente.

Figura 2— Espectros de fluorescéncia dos aminoéacidos aromaticos em meio aquoso.
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Fonte: Adaptado de Tealer e Weber, 1956.

A partir dessa evolugéo instrumental, diversos trabalhos foram sendo desenvolvidos
empregando a técnica de fluorescéncia molecular. Para uma melhor visualiza¢do acerca do
numero de trabalhos e citacdes que relacionam esse tema, fez-se uma pesquisa na base de dados
Web of Science no periodo de 1990 até 2017, uma vez que nos ultimos 20 anos houve um
notavel crescimento no uso dessa técnica em ciéncias biologicas (LAKOWICZ, 2006). Para
tanto, utilizou-se as seguintes palavras-chave: para os estudos de interacdo com o DNA
“molecular fluorescence e DNA interaction” (Fig. 3a); e para proteinas devido ao grande
namero de trabalhos relacionados as palavras-chave “molecular fluorescence e protein
interaction”, empregou-se termos mais especificos para a busca, como “molecular

fluorescence, HSA interaction ou hemoglobin interaction” (Fig.3b).



33

Figura 3 — Relacdo de publicacbes/citacBes que utilizaram a fluorescéncia molecular para a
avaliacdo da interacdo de: a) DNA; b) proteinas.
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De acordo com as Figuras 3a e 3b, verifica-se que ocorreu um aumento gradativo tanto
do nimero de trabalhos que relacionam esses temas, quanto do numero de cita¢des, indicando
a relevancia do trabalho cientifico. Um dos primeiros trabalhos que explorou a interagdo com
acidos nucleicos foi reportado por Akasaka e colaboradores (1970), onde foi relatada a interacédo
da acridina orange (AO) com DNA de esperma de salmdo empregando a técnica de
fluorescéncia para avaliacdo da cinética da reacdo em uma escala de tempo de milissegundos
(stopped-flow mode). Neste trabalho, é relatado o processo de dimerizacdo da AO na parte
externa do DNA e intercalacdo entre os pares de bases nitrogenadas da macromolécula. Na
mesma década, Chien e colaboradores (1977), avaliaram a interagdo do farmaco bleomicina, o
qual possui um amplo espectro de atividades antimicrobianas e atualmente é utilizado para
tratamento de neoplasias em homens, com o DNA Calf Thymus (ctDNA, timo do bezerro)
utilizando espectroscopia de fluorescéncia molecular. Neste estudo, foi reportado que o ctDNA
atua como uma molécula quencher, suprimindo o sinal analitico da bleomicina, com uma
constante de ligacdo de 1,2x10° M. Além disso, foi verificado que este antibidtico interage
com o &cido nucleico por intercalacdo. Em 1981, Bolton e colaboradores avaliaram a interagdo
do farmaco antimalarico fluoroguina com diferentes tipos de DNA (ctDNA, tRNA e poly(A)),
e verificaram que ocorre interag@o entre a macromolécula e o ligante, também sendo observado
que a intercalacdo foi o modo preferencial neste processo, e desta forma, os autores creditaram

a atividade biologica destas moléculas a interacdo com &cidos nucleicos.
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Para as proteina, um dos trabalhos pioneiros foi o reportado por Berns & Singer (1964),
0s quais avaliaram a interagdo de um corante (arsonato de (2-metoxi-6-cloro-9-acridinil) -N-p-
aminobenzeno) com a albumina do soro bovino utilizando fluorescéncia molecular, e
determinaram que ocorre interacdo entre a macromolécula e o ligante avaliado com uma
constante de ligacdo na ordem de 10* M. Quase uma década mais tarde, Stroupe &
colaboradores (1975), investigaram a influéncia de esteroides na estrutura da globulina
empregando a mesma técnica anteriormente citada, e verificaram que ocorre um quenching de
fluorescéncia com formacdo de complexo supramolecular, e uma elevada constante de
afinidade 2,0x10° M.

Apesar dos estudos de interagdo com DNA e proteinas terem iniciado em meados da
década de 60, apenas ap06s 0s anos 90 ocorreu uma maior difusdo desse tema, 0 que pode estar
relacionado tanto com os avangos da ciéncia para a melhoria da instrumentacdo das técnicas
empregadas para avaliagdo, quanto na maior facilidade de obtencdo das macromoléculas em
sua forma pura.

Por fim, comparando os perfis das Figuras 3a e 3b, verifica-se que ha maior nimero de
publicaces e citacdes nos estudos de interacdo com proteinas, sendo confirmado pelo indice
H, o qual foi de 110 para o DNA e 151 para os estudos que abordam as proteinas. Essa ampla
aplicabilidade das proteinas esta relacionada ao fato de serem fluoréforos naturais, por meio
dos residuos de amino&cidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano (MUNISHKINA,;
FINK, 2007).

Em contrapartida, 0 DNA ndo apresenta fluorescéncia, logo as medidas analiticas sdo
realizadas de forma indireta (quenching de fluorescéncia), com excecdo de ligantes que
aumentam a fluorescéncia ao se ligar a macromolécula, e desta forma, as medidas sdo realizadas
de forma a monitorar o complexo formado (MARQUES et al., 2018). Diante desse fator, muitos
trabalhos empregam a espectroscopia de absor¢do no UV-vis, que é uma das técnicas mais
simples e amplamente utilizada na avaliagéo tanto da estabilidade do DNA quanto sua interagao
com ligantes (REHMAN et al., 2015b). No entanto, essa técnica ndo fornece informacdes
precisas quando ligante e macromolécula absorvem radiacdo na mesma regido. Como as
medidas sdo baseadas na atenuacdo da radiagdo eletromagnética pela espécie absorvente, caso
ligante, DNA e complexo formado apresentem comprimentos de onda de maxima absor¢éo
proximos, uma espécie pode influenciar na obtencdo do sinal analitico da outra, causando
interferéncia espectral e imprecisdo nas medidas realizadas. Neste sentido, a aplicacdo da
técnica no UV-vis para avaliagdo da interacdo de ligantes com DNA mostra variagbes mais

acentuadas e melhor performance quando o ligante absorve preferencialmente no visivel.
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Esses dados séo concordantes com o trabalho reportado recentemente por Galkina e
Proskurnin, 2017, os quais relatam que a técnica de fluorescéncia molecular é utilizada
majoritariamente (70%) nos estudos de interacdo com albuminas (proteinas), enquanto a técnica
de absorcéo no UV-vis empregada principalmente nos ensaios com DNA (85%).

Portanto, a partir dessa abordagem acerca das técnicas que podem ser utilizadas para
avaliar a interacdo, pode-se inferir que estas podem fornecer informacdes relevantes para
mapear o processo de interacdo entre pequenas moléculas com DNA e proteinas, com destaque
para a espectroscopia de fluorescéncia molecular e absor¢do no UV-vis visto que possuem

maior aplicabilidade, sendo dessa forma, empregadas neste trabalho.

1.4 Justificativa e objetivo geral do estudo proposto

A importancia de estudos utilizando estratégias/técnicas associadas a determinacéo de
parametros quantitativos relacionados a interacdo com biomoléculas que atuam como alvos
terapéuticos € uma area de fronteira da ciéncia, a qual versa sobre pesquisas relacionadas a
selecdo de candidatos a farmacos mais eficientes, screening de moléculas e implementacdo de
alteracdes estruturais visando modular a atividade bioldgica desses compostos. Neste sentido,
0 estudo da interacgdo com DNA e proteinas in vitro explorando diferentes técnicas
espectroscipicas sdo recursos eficientes para inferir sobre possiveis mecanismos de a¢do quanto
a atividade biologica ou toxicoldgica.

Assim, este trabalho buscou avaliar a interacdo entre compostos derivados dos
pterocarpanos e piperidinas com o ctDNA (Calf thymus), bem como do timerosal com a
hemoglobina humana, utilizando técnicas espectroscopicas, eletroforese e estudos teoricos,
buscando compreender o mecanismo de acdo dessas moléculas, uma vez que estas apresentam

excelente atividade frente a diversas patologias.



36

REFERENCIAS

AFRIN, S., et al. Molecular spectroscopic and thermodynamic studies on the interaction of
anti-platelet drug ticlopidine with calf thymus DNA. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, India, v. 186, p. 66-75, Jun., 2017.

AJMAL, M. R., et al. Insight into the Interaction of antitubercular and anticancer compound
Clofazimine with Human Serum Albumin: spectroscopy and molecular modelling. Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics, India, v. 35, p. 46-57, Mai., 2016.

AKASAKA, H.; SAKODA, M.; HIROMI, K. Kinetic studies on acridine orange-DNA
interaction by fluorescence stopped-flow method. Biochemical and Biophysical Research
Communications, Japéo, v. 40, p. 1239-1241, Ago., 1970.

ALAM, M. F.; VARSHNEY, S.; KHAN, M. A.; LASKAR, A. A.; YOUNUS, H. In vitro
DNA binding studies of therapeutic and prophylactic drug citral. International Journal of
Biological Macromolecules, India, v. 113, p. 300-308, Jul., 2018.

BARRA, C. V.; NETTO, A. V. G. Interacdes entre Complexos Antitumorais e 0 DNA e suas
Ferramentas de Andlise: um Enfoque nos Metalointercaladores. Revista Virtual de Quimica,
Brasil, v. 7, p. 1998-2016, Ago., 2015.

BARTH, A. Infrared spectroscopy of proteins. Biochimica et Biophysica Acta, Suécia, v.
1767, p. 1073-1101, Jun., 2007.

BAZZICALUPI, C., et al. Metals in supramolecular chemistry. Inorganica Chimica Acta,
Espanha, v. 417, p. 3-26, Mar., 2014.

BERNS, D. S.; SINGER, S. J. A fluorescence study of specific and nonspecific dye-protein
interactions. Immunochemistry, California, v. 1, p. 209-217, Fev., 1964.

BOLTON, P. H., et al. Interaction of the Antimalarial Drug Fluoroguine with DNA, tRNA,
and Poly(a): *®F-NMR Chemical-Shift and Relaxation, Optical Absorption, and Fluorescence
Studies. Biopolymers, Califérnia, v. 20, p. 435-449, 1981.

BUMBRAH, G. S.; SHARMA, R. M. Raman spectroscopy — Basic principle, instrumentation
and selected applications for the characterization of drugs of abuse. Egyptian Journal of
Forensic Sciences, India, v. 6, p. 209-215, Set., 2016.

CHABNER, B. A.; ROBERTS JR. Chemotherapy and the war on cancer. Nature Reviews
Cancer, Estados Unidos, v. 5, p. 65-72, Jan., 2005.

CHANDEL, T. 1., et al. A mechanistic insight into protein-ligand interaction, folding,
misfolding, aggregation and inhibition of protein aggregates: an overview. International
Journal of Biological Macromolecules, India, v. 106, p. 1115-1129, Jan., 2018.

CHEN, C.-Y.; ZHAO, B.; WANG, Z.-W. Interaction of thiacloprid with bovine hemoglobin
using spectroscopic and molecular modeling methods. Journal of Spectroscopy, China, v.
24, p. 559-566, 2010.

CHIEN, M.; GROLLMAN, A. P.; HORWITZ, S. B. Bleomycin-DNA Interactions:
Fluorescence and Proton Magnetic Resonance Studied. Biochemistry, Nova York, v. 16, p.
3641-3647, 1977.

CHOWDH, B. Z.; HARDING, S. E. Protein-ligand interactions: structure and
spectroscopy. Estados Unidos: Oxford university Press, 2001.



37

DE VITAJR, V. T.; CHU, E. A History of Cancer Chemotherapy. Cancer Research, New
Haven, v. 68, p. 8643-8653, Out., 2018.

DEBYE, P.; EDWARDS, J. O. A note on the phosphorescence of proteins. Science, v. 116, v.
143-144, 1952.

DORRAIJI, P. S.; JALALLI, F. Investigation of the Interaction of Sertraline with Calf Thymus
DNA by Spectroscopic Methods. Journal of the Brazilian Chemical Society, Ira, v. 24, p.
939-945, Jun., 2013.

DU, X., et al. Insights into Protein-Ligand interactions: Mechanisms, Models, and Methods.
International Journal of Molecular Sciences, China, v. 17 p. 144-178, Fev., 2016.

ELSADEK, B.; KRATZ, F. Impact of albumin on drug delivery — New applications on the
horizon. Journal of Controlled Release, Egito, v. 157, p. 4-28, Jan., 2012.

FLOOD, A. H.; KAIFER, A. E. Supramolecular Electrochemistry. Supramolecular
Chemistry: From Molecules to Nanomaterials, Hoboken: Wiley, 2012,

GALKINA, P. A.; PROSKURNIN, M. A. Supramolecular interaction of transition metal
complexes with albumins and DNA: Spectroscopic methods of estimation of binding
parameters. Applied Organometallic Chemistry, Rdssia, v. 32, p. 1-25, Fev., 2018.

GARCIA, M. H., et al. New ruthenium(Il) mixed metallocene derived complexes: Synthesis,
characterization by X-ray diffraction and evaluation on DNA interaction by atomic force
microscopy. Inorganica Chimica Acta, Espanha, v. 363, p. 3765-3775, Jun., 2010.

GUPTA, D.; LIS, C. G. Pretreatment serum albumin as a predictor of cancer survival: A
systematic review of the epidemiological literature. Nutrition Journal, Estados Unidos, v. 9,
p. 1-16, Dez., 2010.

HASANZADEH, M.; SHADJOUC, N. Pharmacogenomic study using bio- and
nanobioelectrochemistry: Drug—DNA interaction. Materials Science and Engineering C,
Ird, v. 61, p. 1002-1017, Abr., 2016.

HASSAN, M. F.; RAUF, A. Synthesis and multi-spectroscopic DNA binding study of 1,3,4-
oxadiazole and 1,3,4-thiadiazole derivatives of fatty acid. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, India, v. 153, p. 510-516, Jan., 2016.

JANGIR, D. K., et al. Assessment of amsacrine binding with DNA using UV-visible, circular
dichroism and Raman spectroscopic techniques. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, India, v. 114, p. 38-43, Mai., 2012.

JAUMOT, J.; GARGALLO, R. Experimental Methods for Studying the Interactions between
G-Quadruplex Structures and Ligands. Current Pharmaceutical Design, Espanha, v. 18, p.
1900-1916, 2012.

KASICKA, K. V. Electrophoresis: Proteins. Encyclopedia of Toxicology, Estados Unidos, v.
4, p. 546-548, 2014,

KENNARD, O. DNA-drug interactions. Pure and Applied Chemistry, Reino Unido, v. 65,
p. 1213-1222, 1993.

LAKOWICZ, J.R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3.ed. Baltimore: Springer, 2006.

LEHN, J. M. Quimica supramolecular conceitos e perspectivas. Lisboa: Press,1996.



38

MARQUES, R. A., et al. Annonalide and derivatives: Semisynthesis, cytotoxic activities and
studies on interaction of annonalide with DNA. Journal of Photochemistry &
Photobiology, B: Biology, Brasil, v. 179, p. 156-166, Jan., 2018.

MCcFEDRIES, A.; SCHWAID, A.; SAGHATELIAN, A. Methods for the Elucidation of
Protein-Small Molecule Interactions. Chemistry & Biology, Estados Unidos, v. 20, p. 667-
673, Mai., 2013.

METZLER, D. E. Biochemistry: The chemical reactions of living cells. 2 ed. Estados
Unidos: Academic Press, 2003.

MORAWSKA, K., et al. Electrochemical and spectroscopic studies of the interaction of
antiviral drug Tenofovir with single and double stranded DNA. Bioelectrochemistry,
Polonia, v. 123, p. 227-232, Jun., 2018.

MUKHERJEE, A.; MONDAL, S.; SINGH, B. Spectroscopic, electrochemical and molecular
docking study of thebinding interaction of a small molecule 5H-naptho[2,1-
f][1,2]oxathieaphine 2,2-dioxide with calf thymus DNA. International Journal of Biological
Macromolecules, India, v. 101, p. 527-535, Mar., 2017.

MUNISHKINA, L. A.; FINK, A. L. Fluorescence as a method to reveal structures and
membrane-interactions of amyloidogenic proteins. Biochimica et Biophysica Acta, Estados
Unidos, v. 1768, p. 1862-1885, Mar., 2007.

NEAGA, I. O., et al. Study of nucleic acid-ligand interactions by capillary electrophoretic
techniques: A review. Talanta, Bélgica, v. 148, p. 247-256, Fev., 2016.

NELSON, D.L.; COX, M.M. Principios de bioquimica de Lehninger. 6.ed. Sdo Paulo:
Sarvier, 2014.

PORTUGAL, J. Challenging transcription by DNA-binding antitumor drugs. Biochemical
Pharmacology, Espanha, v. 155, p. 336-345, Jul., 2018.

REHMAN, S. U, et al. Studying non-covalent drug—DNA interactions. Archives of
Biochemistry and Biophysics, India, v. 576, p. 49-60, Jun., 2015a.

REHMAN, S. U, et al. Deciphering the interactions between chlorambucil and calf thymus
DNA: A multi-spectroscopic and molecular docking study. Archives of Biochemistry and
Biophysics, India, v. 566, p. 7-14, Jan., 2015b.

ROSSI, L.; Engineering erythrocytes for the modulation of drugs' and contrasting agents'
pharmacokinetics and biodistribution. Advanced Drug Delivery Reviews, Itélia, v. 106, p.
73-87, Nov., 2016.

SANTOS, R,, et al. A comprehensive map of molecular drug targets. Nature Reviews Drug
Discovery, Reino Unido, v. 16, p. 19-34, Jan., 2017.

SILVA, L. L., etal. Investigacéo eletroquimica e calorimétrica da interacdo de novos agentes
antitumorais biscatiénicos com DNA. Quimica Nova, Brasil, v. 35, p. 1318-1324, Jun., 2012.

SIRAJUDDIN, M.; ALI, S.; BADSHAH, A. Drug-DNA interactions and their study by UV-
Visible, fluorescence spectroscopies and cyclic voltametry. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, Paquistdo, v. 124, p. 1-19, Jul., 2013.

SJOHOLM, I.; LITINGSTEDT, I. Studies on the Tryptophan and Drug-binding Properties of
Human Serum Albumin Fragments by Affinity Chromatography and Circular Dichroism
Measurements. The Journal of Biological Chemistry, v. 248, p. 8434-8441, Mai., 1973.



39

SOBHA, S.; MAHALAKSHMI, R.; RAMAN, N. Studies on DNA binding behaviour of
biologically active transition metal complexes of new tetradentate N2O2 donor Schiff bases:
Inhibitory activity against bacteria. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, India, v. 92, p. 175-183, Fev., 2012.

STEED, J. W.; ATWOOD, J. L.; GALE, P. A. Definition and Emergence of Supramolecular
Chemistry. Supramolecular Chemistry: From Molecules to Nanomaterials, Hoboken:
Wiley, 2012.

STROUPE, S.D; CHENG, S.-L.; WESTPHAL, U. Steroid-Protein Interactions: Fluorescence
Quenching of Progesterone-Binding Globulin and ai-Acid Glycoprotein Upon Binding of
Steroids. Archives of Biochemistry and Biophysics, Estados Unidos, v. 168, p. 473-482,
Jan., 1975.

TEALE, F. W. J.; WEBER, G. Ultraviolet Fluorescence of the Aromatic Amino Acids.
Biochemical Journal, v. 65, p. 476-482, Jun., 1956.

TEMERK, Y., et al. Interactions of an anticancer drug lomustine with single and double
stranded DNA at physiological conditions analyzed by electrochemical and spectroscopic
methods. Journal of Electroanalytical Chemistry, Egito, v. 769, p. 62-71, Mar., 2016.

THOMAS, R. K.; SUKUMARAN, S.; SUDARSANAKUMAR, C. Photobehaviour and in
vitro binding strategy of natural drug, chlorogenic acid with DNA: A case of groove binding.
Journal of Molecular Structure, India, v. 1178, p. 62-72, Out., 2018.

TUNGC, S.; CETINKAYA, A.; DUMAN, O. Spectroscopic investigations of the interactions
of tramadol hydrochloride and 5-azacytidine drugs with human serum albumin and human
hemoglobin proteins. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, Turquia, v.
120, p. 59-65, Jan., 2013.

VILLA, C. H., et al. Red blood cells: Supercarriers for drugs, biologicals, and nanoparticles
and inspiration for advanced delivery systems. Advanced Drug Delivery Reviews, Estados
Unidos, v. 106, p. 88-103, Mar., 2016.

WANUNU, M.; TOR, Y. Methodos for Studying Nucleic Acid/Drug Interactions. Estados
unidos: CRC Press, 2012.

WHITED, A. M.; PARK, P. S.-H. Atomic force microscopy: A multifaceted tool to study
membrane proteins and their interactions with ligands. Biochimica et Biophysica Acta,
Estados Unidos, v. 1838, p. 56-68, Jan., 2014.

WILLIAMS, M.A.; DAVITER, T. Protein-ligands interactions — Methods and
applications. 2 ed. London: Humana Press, 2013.

YANG, A.-P., et al. Interaction of Irbesartan with Bovine Hemoglobin Using Spectroscopic
Techniques and Molecular Docking. Journal of Spectroscopy, China, v. 27, p. 119-128,
2012.

YANG, G. X,; LI, X.; SNYDER, M. Investigating metabolite—protein interactions: An
overview of available techniques. Methods, Estados Unidos, v. 57, p. 459-466, Jun., 2012.

YANG, X.-X., et al. Monitoring drug—protein interaction. Clinica Chimica Acta, Singapura,
v. 365, p. 9-29, Mar., 2006.



ZHAO, T., et al. In vitro studies on the behavior of salmeterol xinafoate and its interaction
with calf thymus DNA by multi-spectroscopic techniques. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, China, v. 132, p. 198-204, Mai., 2014.

40



Secao 2
Experimental



42

SECAO 2: EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes e Solugdes

Os reagentes utilizados nos ensaios 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).

2.1.1 Estudos de interacdo com DNA

O DNA sadio (Calf thymus, ctDNA)? tipo | na forma de fibras (Sigma-Aldrich) foi
empregado nos estudos de interacdo. Este DNA é preparado a partir de tecido do timo de vitela
de género néo especificado. Para o preparo da solucdo de ctDNA, foram pesados entre 1,0-2,0
mg (SHAHABADI; MOGHADAM, 2012) do &cido nucleico e solubilizou-se em tampao
fosfato (10 mM, pH = 7,40 + 0,10) para 0s ensaios com o pterocarpano LQB-223; e para as
piperidinas empregou-se tampé&o Tris (10 mM, pH = 7,40 + 0,10) contendo NaCl (100 mM).
Em seguida, as solugdes foram armazenadas em frascos ambar, sob refrigeracdo a 4°C. Apds
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 solugédo
(SAVARIZ et al., 2014).

A solucdo de NaCl 1,0 mol L empregada para ajuste da forca idnica foi preparada a
partir da dissolucdo de 2,9223 g de cloreto de sddio (Vetec) em agua ultrapura, transferiu-se a
mesma para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com agua.

Para o preparo da solugdo tampéo fosfato (10 mM, pH = 7,40 £ 0,10) pesou-se 0,3549
g de fosfato de sddio dibasico anidro (Dindmica) e solubilizou-se em &gua ultrapura. Ajustou-
se 0 pH para 7,40 com uma solu¢do de HCI. O sistema resultante foi transferido para um balédo
volumétrico de 250 mL avolumando-se com agua.

Para o preparo da solucdo tampao Tris (50 mM, pH = 7,40 + 0,10) pesou-se 1,5142 g
de Tris (Sigma-Aldrich) e solubilizou-se em agua ultrapura. Retirou-se uma aliquota de 25 mL
da solugdo de NaCl (1,0 mol L?) e adicionou-se a solucdo tamp&o. O ajuste do pH para 7,40
foi realizado com uma solucdo de HCI. Em seguida, transferiu-se a mistura para um bal&o
volumetrico de 250 mL.

Os derivados purificados das piperidinas e pterocarpano, foram cedidos pelo Prof°

Angelo de Fatima do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais; e

2E considerado o tipo de DNA de maior escolha nos estudos de interacéo devido a similaridade com o DNA de placenta humana,
obtendo-se as seguintes proporcdes das bases (ctDNA/DNA placenta humana): AT (58,1 %), CG (41,9 %); AT (58%), CG
(42%), respectivamente.
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pela Prof® Camilla D. Buarque do Departamento de Quimica da Pontificia Universidade
Catolica do Rio de Janeiro, respectivamente. Estes compostos foram sintetizados pelos
respectivos grupos de pesquisa e ja tem suas rotas sintéticas determinadas e otimizadas, assim
como a completa e inequivoca caracterizacdo fisica baseada em técnicas espectroscopicas
(infravermelho, ressonancia magnética nuclear de H e '3C e espectrometria de massas)
(BUARQUE et al., 2011 e 2014; DAS et al., 2018). De forma geral, para o preparo da solucéo
estoque destes compostos, pesou-se 1,0 mg e solubilizou-se em 2,0 mL de dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma-Aldrich). Apos o preparo, as solucdes estoques foram armazenadas em tubo
criogénico (2 mL), sob refrigeragdo a 4°C (SILVA et al., 2016).

Para o preparo da solugio de tiossulfato de sodio (0,1 mol L), pesou-se 0,1581 g de
Na2S203 (Synth), com posterior solubilizacdo em &gua ultrapura para 10 mL.

Para 0 preparo da solugdo estoque de Kl (0,3 mol L), pesou-se 2,4900 g de K1 (Sigma-
Aldrich) e solubilizou-se em &gua ultrapura. Retirou-se uma aliquota de 2,5 mL da solugdo de
Na2S20s (0,1 mol L) e adicionou-se & solugdo de Kl para evitar a oxidagio do fon iodeto. A
solucdo final foi avolumada para 50 mL.

Para o preparo das solucdes estoque das sondas brometo de etidio (2,0 mM, Sigma-
Aldrich) e berenil (2,0 mM, Sigma-Aldrich) foram pesados 1,6 mg e 2,3 mg, respectivamente,
e solubilizado em agua ultrapura, sendo armazenadas em tubos criogénicos (2,0 mL). Todas as
diluicdes posteriores foram realizadas no tampéo utilizado para cada classe de composto.

2.1.2 Estudos de interacdo com proteina

Para os estudos de interagcdo com proteina, empregou-se a hemoglobina humana (Sigma-
Aldrich), sendo sua solugdo preparada por dissolucdo de 0,0100 g da mesma em 10 mL de agua
ultrapura; e a solucéo de timerosal mediante a pesagem de 0,0100 g em 10 mL de tampéo fosfato
(10 mM, pH = 7,40 £ 0,10) contendo NaCl (100 mM), o qual foi preparado de modo analogo
aos estudos de interacdo com ctDNA.

As solugdes estoque de ANS (3,16 mM, Sigma-Aldrich) e NEM (16,5 mM, Sigma-
Aldrich,) foram preparadas pesando-se 0,0100 g de cada reagente e solubilizando em DMSO e
etanol, respectivamente. As diluicbes posteriores foram realizadas no tampédo citado
anteriormente.

Para o0 ensaio dos competidores foram empregados: cloreto de célcio (CaCl2, Vetec),
acetato de magnésio (Mg(CHsCOOQ)., Merck), fosfato de potéssio tribasico (KsPOas, Vetec),
bicarbonato de potéssio (KHCO3s, Merck), D-glicose (CeH1206, Merck), cloreto de ferro(ll1)
(FeCls, Sigma-Aldrich-Aldrich), acido oleico (C1sH3402, Vetec), linoleico (C1gH320., Vetec),
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palmitico (C16H3202, Vetec) e estearico (C1sHzsO2, Vetec). Essas solugdes foram preparadas
por dissolucdo de 0,0100 g de cada reagente solubilizado em agua ultrapura, exceto os &cidos

graxos os quais foram solubilizados em etanol.

2.2 Equipamentos utilizados

Nos estudos de interagdo com ctDNA e hemoglobina humana, as medidas
espectrofluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorimetro Shimadzu RF (modelo
5301PC, Japdo) utilizando cubetas de quartzo com capacidade de 4 mL, com 10 mm de caminho
optico. Nos ensaios com ctDNA empregando o pterocarpano LQB-223, as medidas também
foram realizadas em um espectrofluorimetro com leitor de microplacas (EnSpire®, Perkin
Elmer, Alemanha) equipado com lampada de xen6nio, empregando microplacas de 96 pocos
de 200 pL.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro de
varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) equipado com cubetas de
quartzo de 1,0 cm de caminho optico.

Para as medidas de pH utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado ao
potenciébmetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes foram medidas em
balanca analitica eletrénica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisdo de 0,1 mg e balanca analitica
Mettler Toledo-AG245 com precisdo de 0,01 mg. Nos estudos de avaliacdo da temperatura de
desnaturacdo (Tm) do ctDNA, as amostras foram aquecidas utilizando um banho sistema de
aquecimento modelo SP12/200ED (SPlabor, Brasil). O ensaio de viscosidade foi realizado
utilizando um viscosimetro Cannon-Fenske (modelo 50) imerso em banho termostéatico a 25,8
+0,2°C.

Nos ensaios da dispersdo dindmica de luz (DLS) empregou-se 0 instrumento
(Microtrack, EUA) Zetatrack (5 mW Solid-State Diode lasers A, 780 nm) para medir o raio
hidrodinamico da hemoglobina na presenca de timerosal.

Nos estudos de eletroforese em gel de agarose pata o ctDNA, as bandas foram
visualizadas pelo Odyssey FC Imaging Sys-tem (LI-COR). E para os ensaios de eletroforese da
hemoglobina utilizou-se uma cuba de eletroforese Vert i10 BioRad (Loccus, Brasil).

A captagdo de oxigénio pela hemoglobina humana purafoi medida
polarograficamente utilizando-se um eletrodo do tipo OXIGY conectado a um oxigrafo
(Hansatech Instrument, Inglaterra), em uma camara de vidro fechada e termostatizada (28 °C)
contendo tampéo fosfato (pH 7,4), equipada com agitador magnético, num volume final de 1

mL.



45

Para o0 ensaio de dicroismo circular empregou-se um espectropolarimetro Jasco (modelo
J-815), com sistema de resfriamento tipo Peltier e cubetas de quartzo de 1.0 mm e 10 mm. Cada

espectro representa a média de 4 scans a 50 nm min.

2.3 Procedimentos

2.3.1Estudos de interagdo com DNA
2.3.1.1 Determinacéo da concentracdo do ctDNA (Calf thymus)

A concentracéo 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 ap6s diluicdo na
proporcdo de 1:100. Para avaliar se a solugdo de ctDNA estava livre de proteinas, calculou-se
a razdo do sinal de absorvancia a 260 e 280 nm (Azs0/A2s0), obtendo valores entre 1,8-1,9
(SHAHABADI; HADIDI, 2012).

2.3.1.2 Interacao ctDNA-ligante por fluorescéncia

Para as duas classes de compostos avaliadas nesse trabalho, as titulagdes
espectrofluorimétricas foram executadas mantendo-se constante a concentracdo do ligante e
variando-se gradativamente a quantidade de ctDNA (Tabela 1). Apds o tempo de incubacéo (60
min) as medidas analiticas foram realizadas a temperatura ambiente para as piperidinas e em
trés temperaturas (22, 30 e 38°C) para o pterocarpano, utilizando os seguintes parametros

instrumentais no leitor de microplacas: altura (h) de 6,3 mm e nimero de flashes igual a 200.

2.3.1.3 Estudos por UV-vis

Para avaliar a formacdo do complexo, realizou-se medidas das absorvancias para 0s
ligantes livres (10 uM), ligados ao ctDNA, bem como do ctDNA livre (100 pM). Os espectros
UV-vis dos ligantes, complexos e ctDNA foram registrados na faixa de comprimento de onda

de 220-400 nm, com tampdo fosfato (10 mM, pH = 7,40 + 0,10) como a solu¢éo do branco.

2.3.1.4 Avaliacdo do modo de ligacdo ctDNA-ligante

Para avaliar o modo de ligagdo dos compostos com o ctDNA, utilizou-se uma solucéo
estoque de Kl (0,3 mol L) contendo 1,0 mmol L™ de Na,S;0s, mantendo-se constante a
concentracdo dos compostos e aumentando a concentracdo de iodeto de potassio (Tabela 1) na
presenca e auséncia de ctDNA. No ensaio de competicdo, empregou-se uma solucdo de
brometo de etidio (EB, 2,0 mM), mantendo fixo a concentracdo da sonda e da macromolécula

com adigdes crescentes dos ligantes avaliados (Tabela 1).
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Tabela 1- Concentrac@es utilizadas nos ensaios realizados para cada classe de compostos avaliada.

Concentracoes utilizadas

Classe

Titulacao fluorimétrica KI EB
Ceomposto= 20 UM Ces =3 uM
Seamoss™ 20 KM Ceiona= 50 UM Coona = 2 uM
Pterocarpano Coona= 53 a 848 UM CtDNA M CtDNA Vi
CKI =20a200 mM Ccomposto =2a20 |J.M
Ccomposto= 10 M Cee =2 puM
Ccomposto= 10 UM
Piperidinas Cciona= 100 pM Cctona = 6 UM

Cctona= 10 a 200 uM
Cki=15a150 mM Ccomposto =10a60 lJ.M

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Por transferéncia de energia de contato, os espectros de excitacdo e absorcdo foram
medidos para o composto avaliado, ctDNA livre e as sondas berenil e brometo de etidio na
auséncia e presenca do DNA, numa faixa de 200 a 350 nm. A concentracdo do composto/sondas
foi de 10 uM, enquanto para o ctDNA foi de 100 uM. Os parametros instrumentais utilizados
na espectroscopia de fluorescéncia molecular foram estabelecidos Aem (berenil) = 460 nm, Aem
(EB) = 590 nm e Aem (LQB-223) = 400 nm. Nos estudos de avaliacdo da temperatura de
desnaturacdo (Tm), as solugcGes foram aquecidas lentamente de 35 a 100°C, e a absorvancia foi
monitorada a 260 nm para amostras contendo ctDNA 20 uM na auséncia e presenga de LQB-

223 (40 pM) (SARWAR et al., 2015).

2.3.1.5 Eletroforese em gel de agarose

Os ensaios de eletroforese (tanto para DNA quanto hemoglobina) foram realizados em
colaboragdo com o Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos (UFAL). O ctDNA (5
M) foi incubado com o LQB-223 em diferentes proporgdes (1: 1, 1: 2,5, 1: 5, 1:10, 1:20, 1:40,
1:80, 1: 100, 1: 125, 1: 150, 1: 175 e 1: 200). Posteriormente foi submetido ao ensaio de
deslocamento de mobilidade eletroforética através de géis de agarose a 1% (m/m) com tampé&o
de corrida TEA (mistura de Tris base, acido acético e EDTA), tensdes entre 40 e 80 V e corado

com brometo de etidio (0,3 pg mL™).

2.3.1.6 Ensaios biologicos
Os derivados piperidinicos foram avaliados quanto a atividade antiproliferativa frente a

sete linhagens de células tumorais humanas, sendo estas: mama (MCF-7), ovario resistente
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(NCI-ADR/RES), ovério (OVCAR-03), pulm&o (NCI-H460), colon (HT-29), prostata (PC-3)
e glioma (U251), além da célula normal HaCat, obtidas junto ao Frederick Cancer Research &
Development Center — National Cancer Institute - Frederick, MA, USA, onde os ensaios de
atividade biologica foram realizados no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP). Todos os compostos foram avaliados em
triplicata, utilizando como controle positivo o quimioterapico doxorrubicina, e a concentracdo
que inibe 50% do crescimento celular (Glso) foi determinada por meio da anélise de regressao
linear da curva dose-resposta para cada linhagem celular. A partir da razéo entre a dose toxica
para 50% das células e sua atividade antiproliferativa foi possivel obter o indice de seletividade
dessa classe de compostos. A sintese, caracterizacao e resultados bioldgicos destas moléculas
foram publicadas recentemente (DAS et al., 2018).

O pterocarpano LQB-223 foi testado quanto a sua atividade antiproliferativa frente as
linhagens de leucemia promielocitica (HL-60), leucemia mieloide crénica (K-562), carcinoma
de colon (HCT-8), gliobastoma (SF-295) e melanoma (MDA-MB435) obtidas pelo mesmo
centro de pesquisas citado anteriormente. A analise foi realizada em triplicata, utilizando a
doxorrubicina como controle positivo, sendo a sintese, caracterizacdo e resultados biolégicos

publicados por Buarque e colaboradores (2011 e 2014).

2.3.1.7 Estudos tebricos

Os estudos tedricos (docking e dindmica molecular) foram realizados em colaboracao
com o Laboratério de Tecnologia e Controle de Medicamentos e o Laboratorio de Quimica
Medicinal.

Assim, as coordenadas iniciais para a constru¢do do modelo molecular foram obtidas a
partir da estrutura cristalina de raios-X do DNA sintético dodecamero d(CGCGAATTCGCG,
PDB 1BDNA) obtida a partir do Protein Data Bank com 1,9 A de resoluc&o.

Os atomos de hidrogénio foram adicionados a estrutura cristalina do DNA usando o
programa DESMOND (www.deshawresearch.com/downloads/download desmond.cgi/. Os

valores de pKa da estrutura do 1BNA foram calculados através do programa empirico
PROPKAS3.1 em condices fisiologicas (BAS; ROGERS; JENSEN, 2008; OLSSON et al.,
2011). Um total de 22 contra ions (Na*) foram colocados em posicdes eletrostaticas 6timas por
todo o sistema, para obter eletroneutralidade. Finalmente, o sistema completo foi colocado em
uma caixa ortorrdmbica de moléculas de gua (x = 43,8; y = 44,9: z = 60,9 A).

As moléculas de DNA e &gua foram descritas pelo campo de forca OPLS-2005,

implementado no programa DESMOND. O sistema foi relaxado por 10 ns por meio do


http://www.deshawresearch.com/downloads/download%20desmond.cgi/
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Quantum Mechanic/Molecular Mechanic Molecular Dynamic a 300 K, pressdo constante (1
atm) usando o modelo Simple Point Charge (SPC) e NaCl a uma concentragdo de 100 mM. As
alteracdes conformacionais do sistema durante as simula¢Ges foram monitoradas pelo desvio

médio da raiz (RMSD), como mostra a Equacéo 1:

N
RMSD = \/Ziﬂm‘(ri ) Equagéo (1)

N
i:lmi

Onde m; representa a massa do atomo, e i.r% e ri sdo as coordenadas do atomo i no estado de

referéncia e durante as simulacGes de MD, respectivamente (AJLOO et al., 2015).

2.3.2 Estudos de interagdo com proteina
2.3.2.1 Avaliacdo da interacdo hemoglobina-timerosal por fluorescéncia molecular

Na titulagdo espectrofluorimétrica, manteve-se fixa a concentracdo da proteina (4 uM)
e adicionou-se incrementos crescentes de timerosal ao meio (0-800 pM), empregando como
pardmetro instrumental Aexc = 260 nm, e janela (slit) de excitacdo e emissdo ajustados em 10 e

5 nm, respectivamente.

2.3.2.2 Método de Job
Neste ensaio variou-se a fracdo molar das duas espécies (hemoglobina e timerosal) de 0

a 1, mantendo a soma das concentragdes fixa em 10 pM.

2.3.2.3 Avaliacdo do mecanismo de interacdo preferencial: ensaio de Ellman (determinacédo de
tiois livres)

Para quantificar os grupos tiois livres na Hb (2 uM) empregou-se o ensaio de Ellman,
utilizando como reagente 0 DTNA monitorando-se os sinais de absorvancia em 344 nm. A
cisteina foi utilizada como referéncia para a construcao da curva analitica, onde manteve-se fixa
a concentracdo de DTNA (10 uM) e variou-se a concentragdo de cisteina (1 a 20 uM). Além
disso, avaliou-se a adicdo dos reagentes EtHgCI (8 uM), NEM (16 uM), ATS (5 uM) e TH (8

uM) gquanto ao contetdo de grupos tidis livres.

2.3.2.4 Avaliacdo de mudancas conformacionais na estrutura da proteina

Os espectros de absorcdo da proteina livre e ligada ao timerosal, bem como do ligante
livre foram registrados na faixa de comprimento de onda de 200-600 nm, com tampéo fosfato
(10 mM, pH = 7,40 = 0,10, com 100 mM de NaCl) como a solucdo do branco.
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No estudo por fluorescéncia tridimensional (3D), os espectros de emissdo em 3D da
fluorescéncia intrinseca da Hb (4 uM) na auséncia e na presenga timerosal (40 uM) foram
obtidos empregando uma faixa de comprimento de excitacdo de 220-450 nm e de emissao de
220-500 nm.

Nos ensaios por fluorescéncia sincronizada, os espectros foram obtidos por meio da
variacdo simultanea dos monocromadores de emissdo e excitagdo. O valor do AL (AL = Aem -
Lexc) entre os comprimentos de onda de emissdo e excitacdo foi mantido fixo, sendo aplicado
um AL = 15 nm e AL = 60 nm para monitorar os residuos de tirosina e triptofano,
respectivamente (WANG et al., 2013).

Para o ensaio de dicroismo circular a concentragdo da hemoglobina foi de 4 uM,
medindo-se na faixa de 190 a 240 nm; e para monitorar a banda de Soret se utilizou cubeta com
caminho 6ptico de 10 mm (Hb =5 uM, 370 a 440 nm).

Para calcular a distancia critica entre o doador (fluoréforos da Hb) e receptor de energia
(timerosal) durante o processo de interacdo realizou-se o ensaio baseado na Transferéncia de
Energia por Ressonancia de fluorescéncia (FRET) (AJMAL et al., 2016), realizando espectros

de absor¢do e emissao do ligante (20 pM) e proteina (10 uM)/complexo, respectivamente.

2.3.2.5 Estudo de competicéo

Nos estudos de competicdo avaliou-se o efeito de 10 espécies presentes no plasma/soro
humano, séo elas: Ca(ll), Mg(Il), anion fosfato e hidrogenocarbonato, glicose, Fe(lll), &cido
oleico, linoleico, palmitico e estearico. A concentracdo da proteina foi fixada em 4 uM, com
adicOes crescentes de timerosal (10-400 uM), e diferentes propor¢des dos competidores.
Utilizou-se como parametro de avaliacdo a razdo das constantes de ligacdo na presenca e

auséncia do competidor.

2.3.2.6 Avaliacdo de efeitos quimicos no processo de interacdo Hb-TH
2.3.2.6.1 Avaliacgdo de sitios hidrofobicos da hemoglobina

Para avaliacdo da hidrofobicidade da hemoglobina, utilizou-se como sonda 0 ANS
(&cido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato), mantendo-se fixa a concentragéo da proteina (4 uM) e
do timerosal (4 uM), com adig¢des crescentes da sonda (4-256 uM), empregando como
parametros instrumentais: Aex = 360 nm e Aem = 475 nm, e janela (slit) de excitacdo e emissédo

ajustados em 10 e 10 nm, respectivamente.
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2.3.2.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A técnica de eletroforese foi utilizada para avaliar o efeito da migracéo eletroforética da
hemoglobina (61,5 uM) na auséncia e na presenca do timerosal (61,5 uM - 6,15mM). As
amostras foram aplicadas em um gel com 14% de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970) em
condigdes ndo — desnaturante (sem SDS e f-mercapto etanol no tampao de amostra). Empregou-
se uma aliquota de 30 pL da amostra, e a concentracdo de SDS no tampéo do eletrodo foi
reduzida a 50% (0,75 g) da concentracdo final. A eletroforese foi realizada a uma corrente

constante de 90 mV.

2.3.2.6.3 Andlise de Dispersdo Dinamica da Luz (DLS)

Esse ensaio foi realizado em colaboracdo com o Grupo de Catalise e Reatividade
Quimica, onde foi avaliado o raio hidrodindmico da hemoglobina (4 uM) na presenga e auséncia
de diferentes concentracdes de timerosal (4 e 200 uM). Apds o preparo das amostras com
diferentes proporcdes do ligante, as mesmas sdo passadas por um filtro de 0,22 um e inseridas
em uma cubeta de 1,5 mL. O software foi programado para realizar a média de 30 corridas,

cada uma com duragdo de 15 s.

2.3.2.7 Avaliacdo dos efeitos bioldgicos no processo de interacdo Hb-TH

2.3.2.7.1 Influéncia do timerosal no processo de glicagéo in vitro

Esse ensaio foi executado em colaboracdo com o Laboratério de Eletroquimica, onde a
glicacdo in vitro da hemoglobina (Hb) foi realizada, de acordo com o método descrito por
Sahebi e Divsalar (2016), com algumas modificacbes. As amostras de Hb (25 pM) foram
preparadas por incubacdo com glicose e frutose (80 mM) no escuro a 37 °C, com agitacéo
constante por 1 semana. A glicacdo da Hb foi entdo avaliada na presenca e auséncia de timerosal
em diferentes concentracdes (6,25; 12,5; 25 e 50 uM). Todas as amostras foram preparadas em
tampéo fosfato 50 mM (pH 7,4) e a formacao de produtos finais de glicagdo avancada (AGES)
foi quantificada empregando os parametros instrumentais: Aex= 360 nm e Aem = 440 nm. Todos

0s experimentos foram realizados em triplicata.

2.3.2.7.2 Avaliacdo de mudancas estruturais empregando Tioflavina T (ThT)
A fluorescéncia da tioflavina T (ThT) foi mensurada de acordo com o método descrito
por Sahebi e Divsalar (2016) com algumas modifica¢Oes, para monitorar a agregacao da Hb. A

concentracdo final de proteina na amostra foi de 5 UM enquanto a concentracdo de ThT foi de
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15 uM. A intensidade de fluorescéncia das amostras foi entdo detectada em Aex = 450 nm € Aem
=490 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.3.2.7.3 Avaliagéo da capacidade de ligacéo a O

Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com o Laborat6rio de Bioenergética
“Anibal Vercesi” da UFAL. A hemoglobina humana (Hb) foi usada a 15 uM preparado em
atmosfera inerte (argbnio). Os eritrécitos (Eri) de voluntarios sadios (CAE
02840318.2.0000.5013) foram obtidos por punc¢do venosa em tubos contendo EDTA, sendo a
concentracdo proteica igual 325 pg mL™. O plasma foi descartado e os eritrocitos foram
submetidos a quantificacdo de proteinas totais. Em todos os ensaios foi utilizado tampé&o fosfato
(10 mM com NaCl 100 mM a pH = 7,4) isento de oxigénio. A dosagem de proteina seguiu o
método espectrofotométrico (595 nm) de Bradford (1976), o qual baseia-se na determinacdo da
concentracdo de ligacbes peptidicas através da medida da absorvancia do complexo proteina-
corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorvancia é
considerada diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solugcdo analisada, onde
uma solucdo de BSA (2mg/mL) foi utilizada como padréo.

As amostras de sangue venoso de voluntarios foram obtidas através de puncédo de veia
em tubos com vacuo (Olen) contendo anticoagulante EDTA. Para separar os eritrécitos do
plasma, as amostras foram centrifugadas (modelo 80-2B CENTRILAB, Brasil) a 1400 rpm por
10 min a temperatura ambiente.

Devido a capacidade de ligacdo do oxigénio com a hemoglobina, a mesma foi diluida
em tampdao fosfato preparado em atmosfera inerte. Para isso, o tampéo fosfato (10 mM, pH =
7,40 £ 0,10) foi submetido a borbulhamento de argonio durante 15 min, sob agitacdo, para que
0 oxigénio do tampdo fosse expulso. Dessa forma, a diluicdo da hemoglobina, foi realizada
préximo do experimento. Os experimentos com hemoglobina humana pura (5 puM) foram
realizados a 28°C em tampdo fosfato (10 mM, pH = 7,40 £ 0,10; com 100 m de NaCl). Para
testar o efeito do timerosal (preparado em tampdo fosfato desoxigenado) na captacdo de
oxigénio da hemoglobina, foram realizados ensaios com concentragdes de 1,24 uM e 2,49 uM
de timerosal/mL de tamp&o. A hemoglobina foi incubada com o timerosal, protegida da luz
durante 3 min e 5 min antes do ensaio. A concentracdo de hemoglobina foi determinada por

espectrofotometria empregando um & = 3,31 x 10° L mol™.,
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2.4 Tratamento dos dados

Ap0s a aquisicao dos dados, todos os resultados foram tratados empregando o programa
Origin Lab verséo 9.0 (Northampton, USA) e o Excel 2016 (Microsoft Office), onde foi
possivel obter informac@es para o calculo dos parametros de ligacdo dos compostos ao ctDNA
e TH-Hb.
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Secao 3
Pterocarpano e ctDNA
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3 ARTIGO 1: AVALIA(;AO DA INTERAC}AO DO LQB-223 COM ctDNA
3.1 Introducéo

Os alcaldides carbazélicos e isoflavonoides pterocarpanos constituem uma grande e
importante classe de produtos naturais. Esses compostos envolvem subclasses com estruturas
triciclicas e tetraciclicas (SCHMIDT; REDDY; KNOLKER, 2012; DEWICK, 2009;
BOLAND; DONNELLY, 1998; CHAKRABORTY et al., 1997) e muitos deles apresentam
atividade anticancer (ADJAKLY et al., 2013; OISHI et al., 2010; ASCHE; DEMEUNYNCK,
2007; MARTIN et al., 2002; KAUFMAN et al., 1997; VON ANGERER; PREKAJAC, 1986).

Recentemente, Costa e colaboradores sintetizaram o composto 11a-N-arilsulfonil-
tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol LQB-223 (Fig. 1), estruturalmente semelhante aos
isoflavonoides, que apresentou potente atividade bioldgica contra as linhagens celulares de
leucemia promielocitica (HL-60), colon (HCT-8), melanoma (MDA-MBA435), eritroleucemia
(K562), Lucena-1e FEPS, ambas derivadas da linhagem K562. Este composto foi amplamente
estudado in vitro (mecanismo de acdo, bioseletividade, efeito antiproliferativo em algumas
linhagens celulares, incluindo células com fen6tipo MDR e atividade leishmanicida) e in vivo
(atividade antimalarica) (CORTOPASSI et al., 2014; BUARQUE et al., 2014; BUARQUE et
al., 2011).

Figura 1 — Estrutura quimica do LQB-223 e atividade antileucémica.

Linhagem celular (IC;, em puM)
K562 = 2,90 + 0,65
Lucena-1=2,49 + 0,14

FEPS =2,12+0,73

N
S

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Vale mencionar que este composto apresenta um grupo farmacoférico arilsulfonamida,
presente em compostos dotados de atividade anti-HIV, antimicrobiana, anticancer e anti-
inflamatdria (BANO et al., 2011; SCHENONE et al., 2006; STRANIX et al., 2006; MILLER;
SEYDEL; DOUKAS, 1972). Buarque e colaboradores (2014) mostraram que 0 grupo
arilsulfonamida do tipo tosil € muito importante para a atividade anticancerigena no LQB-223,
uma vez que uma reducdo drastica do efeito citotoxico foi observada. A atividade antitumoral
seletiva do LQB-223 ocorre sem reduzir a viabilidade das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC), células do sistema imune (BUARQUE et al., 2014), com um bom indice
de seletividade para as linhagens celulares MDA-MB435 e HL-60 (14,4 e 7,2, respectivamente)
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(BUARQUE et al., 2011), sugerindo que o LQB-223 é um candidato promissor para o
tratamento de leucemias ndo responsivas com menor probabilidade de efeitos colaterais
(BUARQUE et al., 2014).

Existem varios exemplos na literatura de flavondides e isoflavonoides estruturalmente
semelhantes ao LQB-223 que apresentam atividade anticancer pela inibi¢éo da sintese de DNA
em linhagens de células HL-60 (FALCAO et al., 2005) e inducéo de apoptose pela inibicio do
ciclo celular na prometéafase (MILITAO et al., 2006).

Os trabalhos mais recentes sobre a interacdo de pequenas moléculas/DNA destacam o
mecanismo de acdo dos compostos bioativos (HASSAN; RAUF, 2016; ZHAO et al., 2014;
DORRAIJI; JALALLI, 2013; SHAHABADI; MOGHADAM, 2012; GUO et al., 2011). Neste
contexto geral, as interacbes DNA-ligante sdo particularmente importantes no que diz respeito
a obtencdo de farmacos, uma vez que o DNA ¢é o alvo intracelular para uma ampla gama de
compostos e pequenas moléculas que podem interagir com as proteinas associadas a DNA,
hibridos DNA-RNA e diretamente com a dupla hélice de acidos nucleicos (RAUF et al., 2005).

Tendo em vista as diferentes atividades bioldgicas demonstradas pelos derivados
pterocarpanos, € importante entender o mecanismo de acdo desses compostos. Assim, 0
objetivo deste trabalho é avaliar o processo de interagdo do ctDNA (Calf thymus) com o
composto bioativo LQB-223 que mostrou atividade contra linhagens tumorais explorando
técnicas espectroscopicas, andlise eletroforética e estudos por docking e dindmica molecular

simulando condicdes fisioldgicas.

3.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos do presente trabalho sdo:
i) Determinar parametros de ligagdo, como: constante de Stern-Volmer (Ksv), constante de
ligagéo (Kb), estequiometria DNA-ligante (n); e parametros termodindmicos AS, AH e AG;
ii) Explorar a técnica UV-vis visando avaliar o mecanismo de quenching dominante no processo
de interacdo;
iii) Determinar o modo de ligagdo DNA-ligante;
iv) Investigar o efeito da forga ibnica no processo;
v) Avaliar o perfil de migracéo eletroforética;
vi) Realizar experimentos de dindmica e docking molecular, buscando determinar a energia de

ligacéo relativa ao complexo formado.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Avaliacéo da interacdo por UV-vis

A espectroscopia de absor¢do no UV-vis € uma das técnicas mais simples, amplamente
utilizada na avaliagcdo da estabilidade do DNA e no processo de interacdo com ligantes. Os
espectros de absor¢do molecular para o LQB-223 na auséncia e presenca do ctDNA s&o
mostrados na Figura 2. O composto avaliado e o ctDNA apresentam comprimentos de onda de
méaxima absorcdo proximo a 258 nm, entretanto, adicionando ctDNA a solucdo do composto,
ocorre um deslocamento para maiores comprimentos de onda (AL ~ 5 nm) e um aumento na
intensidade do sinal de absorvancia, caracterizando efeito batocromico e hipercrémico,
respectivamente. Esses resultados confirmam a interacdo entre o ligante e a macromolécula
(JALALI; DORRAJI, 2014; SIRAJUDDIN et al., 2013). Assim, em geral, quando o ligante
interage com 0 DNA e forma um complexo, mudancas nos valores de absorvancia e na posi¢éo
da banda podem ocorrer devido as transi¢des eletronicas n — n * e 1 —n * do ligante 1 — n*
do DNA.

Figura 2 — Espectro de absorcdo no UV-vis do LQB-223 (10 uM), ctDNA (10 puM), LQB-223-
ctDNA e (LQB-223-ctDNA) — ctDNA. Condigéo: pH = 7,4 (Fosfato 10 mM).
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Na avaliagdo espectral, verificou-se que o valor da absorvancia, no comprimento de
onda de méaxima absorg¢do, do complexo LQB-223-ctDNA (Acomplexo = 0,2036) era diferente da
soma dos valores das absorvancias do LQB-223 livre e do ctDNA livre (ALgs-223 + ActoNA =
0,1309), evidenciando que ndo ocorre efeito aditivo da lei Beer (SILVA et al., 2016). Portanto,

as transi¢cbes n—n* e n—n* foram favorecidas na formagdo do complexo supramolecular.
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Além disso, 0 espectro resultante da subtracdo do complexo (LQB-223-ctDNA) e o espectro do
ctDNA livre ndo se sobrepds ao espectro LQB-223 livre (Fig. 2), confirmando a interacdo entre
0 composto e a macromolécula (SAEIDIFAR; MANSOURI-TORSHIZI; SABOURY, 2015).

3.3.2 Avaliacéo da interagéo por fluorescéncia molecular

Nos estudos empregando fluorescéncia molecular foi observado que o composto LQB-
223 apresenta emissao maxima em 375 nm apo6s ser excitado em 260 nm. Assim, em virtude
desta caracteristica espectroscépica o composto foi titulado com o ctDNA, onde observou-se
que ao adicionar quantidades crescentes da macromolécula ao sistema, houve diminuigéo
gradual na intensidade de fluorescéncia devido a reducdo na concentracao livre do ligante
(TIAN et al., 2016). A supressao do sinal de fluorescéncia evidencia a ocorréncia de interacao
entre o composto avaliado e o ctDNA, o qual atua como uma especier quencher (ZHANG; HU;
PAN, 2011). A Figura 3a apresenta o perfil espectral da titulacdo do LQB-223 com o ctDNA,
simulando condicoes fisiologicas.

Figura 3 — Interacdo do LQB-223 com o ctDNA empregando espectroscopia de fluorescéncia
molecular. a) Perfil espectral de fluorescéncia do composto LQB-223 (20 uM) na presenca de
diferentes concentracdes do ctDNA (0, 53, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700 e 848 uM, curvas
a-k, respectivamente); b) Grafico de Stern-Volmer para o processo quenching a trés diferentes
temperaturas; ¢) Curva loragaritma dupla do ctDNA para o processo de interagdo do LQB-223 a
trés diferentes temperaturas. Os dados representam a média + desvio padrao de trés experimentos
(n = 3). Condigéo: pH = 7,4 (Fosfato 10 mM).

14000 04

30 ® 22°C m 22°C

® 30 .. e 30°C »
& 12000 A 33°C ; A 38°C .
S & 0,2 p. %
8 25 K § /l '.’:u
S 10000 - : S i o X
3 /i ," ,é w 00+ 7 ,"'
3 R = A
£ 5000 " i o ¥ iy ek
£ oo 201 /. ?li? w024 igl
[ / T, s 2
3 6000 ; i g vy
g 2. e
o] / 2 044 7 o
2 4000 15 ii%'* v
c ! b %
£ :,gf* s
£ 8 064 ¢,
2000 i,:'f ' v
- &
108" b) C)
0 T T T T T T T T 1 T T T T T -0.8 T T T T T
300 350 400 450 500 0 200 400 600 800 1000 39 -36 33 -30
A/ nm [ctDNA]/ uM log [ctDNA] / uM

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia pode ser descrita quantitativamente

através da equacao de Stern-Volmer:

EFO =1+ K, [Q] Equacéo (1)
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em que, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca de ctDNA,
respectivamente, [Q] é a concentracdo de ctDNA e Ksy é a constante de Stern-Volmer
(SUBASTRI et al., 2016). O valor de Ksy foi obtido a partir da relagdo linear Fo/F vs [Q].

Em virtude da variacéo na fluorescéncia intrinseca do composto na presenca de ctDNA
também é possivel calcular a constante de ligacdo (Kb), entre o ligante e a macromolécula
(ctDNA). Assim, a constante de ligacdo (Kb) € 0 nimero de sitios de ligacdo (n) do complexo
supramolecular formado foi calculada a partir de uma titulacéo fluorimétrica (ZHU et al., 2013).
Estes parametros foram calculados de acordo com a seguinte equacdo (OZLUER; KARA,
2014):

(/R -F)
F

log =logK, +nlog[Q] Equacéo (2)

Os valores de Kp e n sdo obtidos a partir da relacdo log[(Fo — F) / F] vs log[ctDNA]. As
Figuras 3b e 3c apresentam os perfis das curvas para o composto LQB-223 a partir da
linearizacdo das equacOes (1) e (2), respectivamente. Os valores de Ksy, Kp e n estdo
apresentados na Tabela 1.

Como mencionado, a diminui¢cdo do sinal analitico na presenca de quantidades
crescentes da macromolécula é um indicativo que ocorreu interacdo (LI; ZHANG; TAO, 2014).
No entanto, é fundamental que ocorra transferéncia de energia do composto LQB-223 para o
CtDNA, sendo esse processo denominado de quenching, o qual pode ocorrer de varias formas,
com destaque para o quenching dinamico (colisional) e estatico (formacdo de complexo)
(ZHANG et al., 2012). De acordo com a Tabela 1, observou-se que os valores de Ksy variaram
de 2,23 a 1,64 x 10° L mol* (22-38°C), confirmando o processo de interagdo entre o LQB-223
e 0 ctDNA. Como reportado por Rehman e colaboradores (2015a), a determinacdo do
mecanismo de quenching é de fundamental importancia para o entendimento da natureza do
processo de interacdo, e pode ser realizada por meio de experimentos em diferentes
temperaturas, calculando-se os respectivos valores das constantes (Ksv), ou alternativamente, a

partir do estudo por UV-vis.
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Tabela 1 — Parédmetros de ligacao e termodinamicos da interacdo do composto LQB-223 com o ctDNA.

Constante de Stern-Volmer Parametros de ligacio Parametros termodinamicos
Temperatura
Key K,
“°O) r? rd AG (kJ mol!) AH (kJ mol!) AS (J mol''K)
(10° L mol ™) (10° L mol")
22 2,23 £0,05 0,9981 1,98 £ 0,01 0,98 £ 0,03 0,9972 -18,45
30 1,80 £ 0,02 0,9994 1,94 £ 0,01 1,01 £ 0,02 0,9979 -19,44 +18,01 +123,6
37 1,64 + 0,02 0,9991 2,90 £ 0,01 1,08 £ 0,02 0,9985 -20,43

4y ¢ o coeficiente de correlago linear.

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Nesse sentido, baseado na Tabela 1, pdde-se observar que o valor de Ksy diminui em
funcdo do aumento da temperatura, indicando que o o processo de quenching preferencial é
estatico, ou seja, ocorre formagdo de complexo supramolecular ndo fluorescente ctDNA-
ligante. Assim, ocorre desestibilizacdo do estado fundamental do composto LQB-223 em
funcéo das interagdes ndo covalentes com ctDNA. Caso o valor de Ksv aumentasse em fungéo
do aumento da temperatura, o tipo de quenching seria o dinamico, visto que em temperaturas
mais altas ha um aumento do coeficiente de difusdo, e por consequéncia, um maior nimero de
choques entre o ligante fluorescente e a espécie quencher (ctDNA) (ZHANG et al., 2010).

Como previamente avaliado por UV-vis, a formacgdo do complexo LQB-223-ctDNA
ocorreu com propriedades espectroscopicas diferentes do ligante e do DNA livre, indicando
gue houve uma mudanca no estado fundamental do ligante. Estes resultados servem como um
subsidio para classificar o tipo de quenching preferencial (SILVA et al., 2016). Como as
mudancas ocorreram no estado fundamental (WU et al., 2011) devido a formacdo do complexo
LQB-223-ctDNA, pode-se inferir que o processo de interagdo se deu por quenching estatico,
confirmando os resultados obtidos por fluorescéncia.

As constantes de ligagéo (Kp) obtidas, as quais indicam a magnitude da interacdo DNA-
ligante foi de 1,94x10% L mol™ (30°C), que segundo Silva e colaboradores (2016) é considerada
de baixa afinidade, uma vez que constantes de elevada afinidade apresentam Ky> 10°.

No entanto, o valor de Ky, obtido neste trabalho corrobora com outros estudos de
interagdo com DNA, que relatam valores de constante com 3 ordens de grandeza para moléculas
bioativas como, salmeterol (6,14x10® L mol?), diflusinal (7,90x10®° L mol?), 2-
imidazolidinetiona (1,40x10° L mol?), levetiracetam (4,90x10° L mol?) e melasamina
(1,27x10° L mol™), os quais também interagem via groove (ZHAO et al., 2014; HUSAIN et al.,
2015a; AHMADI et al.,, 2010; SHAHABADI; HADIDI, 2012; SHAHABADI; FILI;
KHEIRDOOSH, 2013). Por meio dos valores de n apresentados na Tabela 1, verifica-se que a
estequiometria foi de 1:1 (ligante: ctDNA).

Embora trés ordens de magnitude representem uma baixa afinidade de ligago entre
LQB-223 e ctDNA, esses dados sdo consistentes com estudos que exibiram boa atividade
bioldgica associada a constantes de ligacdo com DNA (Tabela 2 e Esquema 1), indicando que

a interacdo com DNA deve ser um dos possiveis mecanismos de a¢do, mas ndo o unico.
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Tabela 2 - Avaliacdo comparativa da interacdo do DNA e parametros de atividade bioldgica de trabalhos recentes da literatura.

Condicdes experimentais

Constante de

. ; . . S L Modo de A
Ligantes < Tipode Atividade bioldgica ligacéo Técnica L Referéncia
Tampéo pH NaCl (mM) DNA (10° L mol) ligacéo
Fosfato Anticancer . «
6a (10 mM) 7,4 50 CtDNA 8,38 UM (pulmdo) 4,30 UV-Vis Intercalacdo = ZHANG, L. et al., 2016.
Tris Anticancer A «
2C (50 mM) 7,2 100 CtDNA 4,65 UM (mama) 0,33 Fluorescéncia Intercalacdo SILVA et al., 2016.
Tris Anticancer A «
2a (50 mM) 7,2 100 CtDNA 2.23 UM (préstata) 1,90 Fluorescéncia Intercalacdo SILVA et al., 2016.
Fosfato Anti-inflamatoria ®: A .
AP3 (10 mM) 7,4 - dsDNA 55 06 % 1,30 Fluorescéncia Intercalacdo ARSHAD et al., 2014.
Fosfato Anticancer & A . . SINGLA; LUXAMI;
9 (10 mM) 7,0 - CtDNA 3,15 uM (melanoma) 26,0 Fluorescéncia Intercalacdo PAUL. 2015.
Pt- Tris Anticancer ©: . . MANSOURI-TORSHIZI et
complex (10 mM) 70 i CtDNA 14,3 uM (leucemia) 0,57 UV-Vis Intercalagdo al., 2008.
Pd- Tris Anticancer ©: . . MANSOURI-TORSHIZI et
complex (10 mM) 7.0 i CtDNA 18,0 uM (leucemia) 3,17 UV-Vis Intercalagdo al., 2008.
Tris Anticancer
1 (10 mM) 7,0 500 sSDNA 2,10 . 8,50 Fluorescéncia Intercalacdo VIA etal., 2001.
com 1mM (Adenocarcinoma
(EDTA) cervical humano)
Pt- Tris Anticancer ©: . « ISLAMI-MOGHADDAM
complex (10 mM) 7.0 i CDNA — gq UM (leucemia) 0,028 UV-Vis Intercalagdo et al., 2009.
Pd- Tris Anticancer ©: . « ISLAMI-MOGHADDAM
complex (10 mM) 70 ) CONA g5 UM (leucemia) 1.80 UV-Vis Intercalagdo et al., 2009.
Antimicrobiana
Phen s 7y : cona 26 mm (E. Coli 230 Fluorescéncia : KHAN; AHMAD, 2010,
complex 0,1 M) Antifangica ¢

46 mm (A. Niger)

a-Valores de ICsg

b 9% inibicio do edema

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

¢: Valores de CCso (50% da concentragéo citotoxica) d: Didmetro da zona de inibicdo



Esquema 1 - Estruturas dos ligantes presentes na Tabela 2.
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Finalmente, deve-se destacar a alta seletividade biologica do LQB-223 associado as
linhagens celulares MDA-MB435 e HL-60, em comparagdo com compostos como a
doxorrubicina, que apresenta alta afinidade a0 DNA (Kp = 2,5x10* L mol!) (AGUDELO et al.,
2016), no entanto, baixa seletividade em comparagdo com células saudaveis e cancerigenas
(BUARQUE et al., 2014; BUARQUE et al., 2011).

Além disso, os valores de Ky podem ser usados para determinar os parametros
termodinamicos envolvidos no processo de interacdo (REHMAN et al., 2015b). Ligagdes de
hidrogénio, forgas de van der Waals, interacfes hidrofobicas e eletrostaticas sdo as quatro
principais interacdes ndo covalentes que desempenham um papel importante na interacdo DNA-
ligante (HAQ, 2002; HUSAIN et al., 2015b). A formacdo de complexos entre diferentes
ligantes e 0 DNA € estudada a diferentes temperaturas possibilitando a determinacéo de varios
parametros termodinamicos como varia¢do da entalpia (AH) e entropia (AS) por meio da

aplicacdo da equacdo de Van't Hoff representada abaixo (ZHANG et al., 2010):

AH | 1] AS
InK, =— ?[?} +? Equacéo (3)

onde Kp representa a constante de ligacdo, T a temperatura em Kelvin (K) e R a constante do
gas ideal (8,314472 J K1 mol™?). Enquanto que o valor da energia livre de Gibbs pode ser
calculado em funcéo dos valores de AH e AS (Equacdo 4):
AG = AH-TAS Equacao (4)
Como critério, a interag@o por forgas eletrostaticas ¢ dominante quando AH <0 (ou AH
~0) e AS > 0, enquanto que interacBes hidrofobicas sdo consideradas a principal forca quando
AH > 0 ¢ AS > 0. Por fim, as ligacfes de hidrogénio e interacbes de Van der Waals sé&o
associadas com AH < 0 e AS < 0 (ZHANG et al., 2013). Além disso, é possivel avaliar a
espontaneidade do processo de interagdo por meio do calculo da energia livre de Gibbs
(ZHANG et al., 2010). Diante disso, de acordo com a Tabela 1, péde-se observar que os valores
de AH>0e¢ AS >0, indicando que a formacédo do complexo LQB-223-ctDNA é entalpicamente
desfavoravel e entropicamente favoravel, e as principais forgas envolvidas nesse processo de
interacdo sdo as hidrofdbicas. A variagdo de entropia positiva provavelmente esta relacionada
ao deslocamento das moléculas de agua do DNA, aumentando a dispersdo do sistema. Os

valores de AG < 0, indicam que a interagdo ocorre espontaneamente.
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3.3.3 Avaliacdo do modo de ligacdo do complexo entre LQB-223 e ctDNA
O modo de ligacdo entre o composto LQB-223 e o ctDNA, foi avaliado por meio do
ensaio com KI, transferéncia de energia por contato, competicdo com brometo de etidio (EB) e

avaliacdo do perfil de desnaturacédo térmica do ctDNA (Tm).

3.3.3.1 Ensaio com KI

Segundo Sarwar e colaboradores (2015a), o ion iodeto € considerado um inibidor
aniodnico da fluorescéncia de pequenas moléculas em meio aquoso. No entanto, para que ocorra
essa supressao € necessario que essas moléculas estejam acessiveis ao ion iodeto. Desta forma,
emprega-se como critério a comparacgdo do valor da constante de Stern-Volmer (Ksy), descrita
anteriormente, que indica a acessibilidade do ion iodeto ao fluoréforo, na auséncia e presenca
de DNA (ZHOU; ZHANG; WANG, 2014).

Uma vez que o DNA possui uma cadeia fosfatidica carregada negativamente, espera-se
uma repulsao entre esses grupos fosfatos e o iodeto como supressor aniénico (SARWAR et al.,
2015b). Assim, se uma molécula estd intercalada entre os pares de bases do DNA, a
acessibilidade desse ion é restrita, impedindo que o inibidor aniénico tenha acesso ao
fluordforo, levando a uma diminuicdo do valor de Ksy na presenga do DNA (SAVARIZ et al.,
2014). No entanto, quando o modo de ligacdo se da, preferencialmente, via groove ou
eletrostatico, os ligantes apresentam um grau de protecdo menor, logo estdo mais acessiveis ao
ion iodeto circundante, assim a probabilidade de colisdo entre a molécula pequena e o0 anion
iodeto é facilitada tanto na auséncia quanto na presenca de DNA. Dessa forma, os valores de
Ksv na presenca de DNA tendem a ser maiores quando comparado a condi¢cdo na auséncia da

macromolécula (REHMAN et al., 2014). A Figura 4a mostra os resultados para essa avaliacao.
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Figura 4 — Avaliacdo do modo de ligagdo DNA-ligante; a) Ensaio de quenching pelo KI. Gréafico
de Stern-Volmer para o quenching de fluorescéncia do LQB-223 pelo KI na auséncia e presenca
do ctDNA (50 uM), os dados representam a média + desvio padréo de trés experimentos (n = 3);
b) Transferéncia de energia por contato entre o LQB-223 e brometo de etidio/berenil, intercalante
e groove, respectivamente; c) Titulacdo de fluorescéncia do complexo ctDNA-EB com LQB-223,
excitado a 525 nm; d) Perfil da temperatura de desnaturacdo térmica do ctDNA (20 uM) na
auséncia e presenca do LQB-223. Absorvancia foi medida em 260 nm.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.
A partir da Figura 4a, verifica-se que o valor de Ksyv foi maior na auséncia de ctDNA

(Ksv = 5,97+0,27 L mol?), quando comparado ao valor na presenca de ctDNA (Ksy =
5,07+0,28 L mol™), levando a uma variagdo de 17,8%. Apesar de alguns autores (SARWAR et
al., 2015a; SARWAR et al., 2015b; REHMAN et al., 2014) utilizarem o ensaio com iodeto de



68

potéssio como pardmetro para determinar o modo de ligacdo preferencial de pequenas
moléculas com o DNA, esse ensaio ndo pode ser utilizado como Unica estratégia para a
avaliacdo do modo de ligacdo, uma vez que fornece apenas informacdes acerca do grau de
protecao do ligante pela biomolécula. Nesse contexto, existem trabalhos que mostram tendéncia
contréria em relacdo aos valores de Ksv na presenca e auséncia do ligante. Shahabadi e
colaboradores (2015) estudando a interacdo do cloridrato de R,S-venlafaxina com ctDNA,
obtiveram valores de Ksv para titulagdo com iodeto igual a 61,22 e 55,94 L mol™ na auséncia e
presenca de cCtDNA, respectivamente. Devido a essa proximidade dos valores (variacdo de
9,4%), caracterizaram o modo de ligagcdo como groove. Contudo, Cui e colaboradores (2012)
avaliando a interacéo entre 3"-azida-3"-deamino daunorubicina e ctDNA obtiveram valores de
Ksv frente a titulagdo com KI de 1,01 e 0,91x10% L mol™ na auséncia e presenca do ctDNA,
respectivamente. Neste trabalho a variagdo de Ksyv foi de 9,6% e os autores caracterizaram o
modo de ligacdo preferencial como intercalacéo.

Infelizmente na titulacdo do ligante com Kl ndo existe uma referéncia minima quanto a
variacdo percentual de Ksv na auséncia e presenca de DNA que leve a classificagdo segura do
modo de ligacdo com a macromolécula, visto que compostos que interagem no groove menor,
podem levar a resultados similares a intercalantes classicos (BASU; KUMAR, 2014; BASU,;
BHOWMIK; KUMAR, 2013; HYUN et al., 1997). Assim, o teste de KI em si ndo € suficiente
para fornecer evidéncias para classificar o0 modo de ligagdo, e outras experiéncias Sao
necessarias. Portanto, realizou-se a transferéncia de energia de contato de fluorescéncia, um

ensaio que fornece informacdes precisas em relacdo a interacdo DNA-ligante.

3.3.3.2 Transferéncia de energia por contato

Este ensaio € baseado na transferéncia de energia de uma molécula doadora para uma
receptora, e € utilizado para prever com maior confiabilidade o modo de ligacdo de moléculas
gue interagem via groove menor e que em alguns ensaios se comportam como intercalantes, e
vice-versa. Apesar de existirem critérios bem estabelecidos para distinguir entre intercalacéo e
groove, essas controvérsias podem surgir (SUH; OH; CHAIRES, 2001).
Nesse contexto, 0 método para avaliar a transferéncia de energia das bases do ctDNA para o

ligante é descrito pela seguinte expressao:

Q l.e €
v — | L& 31081 Equacéo (4)
Qano 5108, ligado L8310 Jivee
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onde | e & correspondem a intensidade de fluorescéncia medida no modo de excitagéo e o
coeficiente de extingdo molar em um dado comprimento de onda (A) e em 310 nm,
respectivamente, Q refere-se a eficiéncia quantica. O comprimento de onda 310 nm, foi
escolhido para normalizacdo em virtude da absorvancia do ctDNA ser negligenciavel (SUH;
CHAIRES, 1995).

A transferéncia de energia a partir das bases do &cido nucleico para o ligante provoca
um aumento na intensidade de fluorescéncia do ligante se este estiver intercalado ao DNA
(HYUN et al., 1997). A transferéncia de energia de uma molécula doadora para uma receptora
depende da sobreposicdo espectral, distancia e orientacdo entre as moléculas. Para um
fluoréforo intercalado, a distancia é praticamente negligenciavel, uma vez que o fluoréforo
encontra-se entre os pares de bases do DNA, e o plano da molécula intercalada é praticamente
sobreposto as bases do DNA (VIOLA et al., 2000) e, consequentemente, a energia pode ser
transferida facilmente. Entretanto, quando o composto esté ligado nos sulcos da biomolécula
(groove), a eficiéncia da transferéncia néo é grande, devido a maior distancia entre os pares de
bases e o ligante, bem como a orientacdo dos dipolos que nédo favorece essa transferéncia (SUH,;
CHAIRES, 1995).

Para analisar o perfil espectral do LQB-223, este ensaio foi realizado com dois
compostos que possuem modo de ligagdo bem estabelecido, brometo de etidio (EB) e berenil,
que se ligam ao DNA via intercalacdo e groove, respectivamente. De acordo com a Figura 4b,
observou-se que o EB ligado ao DNA apresenta maior eficiéncia quantica, chegando a 260 nm,
indicando forte transferéncia de energia do ctDNA para o ligante (VIOLA et al., 2000; HYUN
etal., 1997; SUH; CHAIRES, 1995). Um comportamento oposto foi observado para o berenil,
que interage com o0 ctDNA via groove menor. Para o LQB-223, observou-se um
comportamento espectral similar ao berenil, indicando que o modo de ligacéo preferencial dessa
molécula com o ctDNA pode ser via groove. Entretanto, deve-se considerar que parte da
molécula pode interagir com o DNA via intercalagdo, de maneira ndo preferencial.
Chattopadhyay e colaboradores (2014 e 2013) avaliaram a interacdo do conjugado acridona-
pterocarpano e cumarina-pterocarpano com o DNA, compostos que apresentam semelhanca
com o LQB-223. Nesses estudos, os dois compostos interagiram com o DNA no sulco menor,
onde o derivado cumarinico-pterocarpano formou uma entidade ndo convencional, e ambos 0s
mecanismos (intercalacdo e groove) podem ocorrer simultaneamente, no entanto, um sempre

sera preferivel ao outro.
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3.3.3.3 Ensaio de competicdo com brometo de etidio

Adicionalmente, para confirmar que o composto avaliado realmente interage
preferencialmente via groove foi realizado um ensaio de competi¢cdo com o brometo de etidio
(EB), o qual apresenta baixa emissdo de fluorescencia em sua forma livre, no entanto, quando
0 mesmo intercala com DNA, ocorre um aumento consideravel na intensidade de fluorescéncia
(BASU; KUMAR, 2014), como pode ser observado na Figura 4c.

A presenca de uma molécula que apresenta mesmo modo de ligacdo ao DNA no sistema
pode deslocar o EB da macromolécula, e consequentemente levar a uma diminuicdo da
intensidade de fluorescencia, uma vez que parte do EB estaria na forma néo intercalada
(ZHANG et al., 2012). Assim, nos estudos realizados observou-se que a intensidade de emisséo
do complexo EB-DNA praticamente ndo sofria alteracdo a medida que a concentracdo dos
compostos aumentava. Desta forma, pode-se concluir que o modo de ligagdo do composto
LQB-223 nédo ocorre de forma similar ao brometo de etidio, sugerindo que 0 mecanismo de
ligagdo preferencial ocorre via groove, corroborando com os resultados da transferéncia de
energia por contato. Esses dados sdo concordantes com os trabalhos de Chattopadhyay et al.,
(2014 e 2013) que avaliaram a interacdo entre conjugados acridona-pterocarpanos e cumarinas-
pterocarpanos com DNA, onde ndo foi verificado deslocamento do EB da macromolécula,
propondo como modo de ligacdo preferencial via groove para ambos os ligantes.

Além disso, o ensaio de competicdo foi realizado com a sonda Hoechst 33258, que se
liga seletivamente via groove ao DNA (BASU; KUMAR, 2014). Entretanto, resultados
satisfatorios ndo foram obtidos devido ao complexo Hoechst 33258-ctDNA (Aem = 420-480 nm)
e ligante avaliado (Aem ~ 380—430 nm) apresentarem bandas de emissao largas e com faixa de
emissdo proximas. Dessa forma, houve interferéncia espectral, ndo permitindo uma avaliacao
conclusiva. Assim, outros ensaios foram realizados para confirmar de forma inequivoca o modo

de ligacdo.

3.3.3.4 Estudos de desnaturacdo térmica do ctDNA

Sabe-se que a dupla hélice do DNA é considerada estidvel devido as ligacbes de
hidrogénio e interagdes entre as bases, entretanto com o aumento da temperatura essas forgas
se enfraquecem acarretando na separacéo das fitas. A temperatura na qual tem-se 50% na forma
de fita simples e 50% na forma de fita dupla é denominada como temperatura de desnaturacao
(Tm) e esta fortemente relacionada com a estabilidade da estrutura dupla hélice (ZHANG et al.,
2010).



71

Por intercalacdo de pequenas moléculas no interior da dupla hélice de DNA, ha um
aumento na temperatura de desnaturagdo do DNA (Tm) acima de 5°C. Esta maior variagédo
positiva na temperatura de desnaturacao € atribuida ao aumento da estabilidade da dupla hélice
de DNA devido a intercalacdo de compostos entre as bases. No entanto, quando a molécula ndo
interage por intercalacdo ndo é observado aumento acima de 5° C no valor de Tm (SILVA et al.,
2016). Desta forma, para confirmar o modo de ligagdo do composto LQB-223 com a
macromolécula, realizou-se o ensaio da desnaturacdo térmica do DNA, para auxiliar na
elucidacdo do modo de ligacdo. Para calcular o percentual de DNA na forma de fita simples foi

empregando a equacao abaixo:

- A-A,
SS Af - AO
onde fss, corresponde a fracdo de DNA na forma de fita simples, Ar e Ao representa os valores

Equacao (5)

de absorvancia maximo (DNA totalmente na forma de fita simples) e minimo (DNA totalmente

na forma de fita dupla) a 260 nm, respectivamente. Portanto, fss — 0 implica que o ctDNA esta
em sua maioria na forma de fita dupla, fss — 1 indica que o ctDNA esta predominantemente na

forma de fita simples e fss = 0,5 mostra que 50% esta na forma de fita simples e 50% na forma
de fita dupla. Assim, a temperatura de desnaturacao térmica do ctDNA (Tm) foi definida quando
fss corresponde a 0,5. Ao plotar fss versus temperatura (Fig. 4d), o valor de Tm pode ser obtido.

Verificou-se que o valor de T do ctDNA na auséncia do composto foi de 85,0 + 0,5 °C,
enquanto que na presenca foi de 89,1 + 0,4 °C, obtendo-se uma variagéo de aproximadamente
4°C. Esses dados demonstram que ndo ocorreram mudancas significativas na estabilidade da
estrutura dupla hélice da biomolécula, indicando que o mecanismo de ligacao preferencial é
ndo intercalante. Este resultado corrobora com os ensaios prévios de transferéncia de energia

de contato de fluorescéncia e a competicdo com brometo de etidio.

3.3.4 Efeito da forca idnica

A interacdo eletrostatica € também um modo de ligacdo ndo covalente de pequenas
moléculas ao DNA, e esta associada com a interagdo no exterior ou na superficie da dupla
hélice, diferentemente do modo de ligacéo via intercalacéo e groove (SARWAR et al., 2015a).
Dessa forma, para avaliar o papel da interacdo eletrostatica na ligagdo composto LQB-223-
ctDNA, empregou-se o cloreto de sodio (NaCl) para ajuste da forga idnica no meio. A adicéo

do NaCl no mesmo sistema DNA-ligante, reduz a repulsdo entre os grupos fosfatos carregados
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negativamente do DNA, uma vez que ha um aumento na [Na*] (SUN et al., 2011). Assim, esse
efeito foi avaliado na interacdo DNA-ligante (Fig. 5).

Figura 5 - Efeito da forca ibnica na interacdo DNA-ligante na presenca de incrementos de NaCl
(0-150 mM) a 30°C. O comprimento de onda de excitacdo foi 260 nm. os dados representam a
média £ desvio padréo de trés experimentos (n = 3).
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Nota-se a partir da Figura 5, que a adi¢do de NaCl conduziu a um ligeiro aumento na
intensidade de fluorescéncia do LQB223-ctDNA em relacdo a condicdo de auséncia de NaCl,
porém nenhuma diferenca significativa foi observada ao se adicionar quantidades crescentes do
eletrolito forte. Esses resultados sugerem que as interagdes eletrostaticas desempenham um
papel pouco significativo no processo de interacdo LQB-223-ctDNA (SHI et al., 2015). O perfil
da forca ibnica foi concordante com os estudos termodinamicos, os quais indicaram que as
interacfes hidrofdbicas sdo as preferenciais que atuam na estabilizacdo do complexo com
CtDNA. Adicionalmente, esses dados corroboram com o trabalho de Rehman e colaboradores
(2015a) que reportaram que nao ocorreu efeito da forca i6nica na interagcdo do chlorambucil-

ctDNA, um sistema onde o ligante interage preferencialmente via groove.

3.3.5 Eletroforese

Existem na literatura compostos com similaridade estrutural com os derivados
pterocarpanos gque possuem a capacidade de clivar o DNA (CHAUDHURI et al., 1995). Assim,
para verificar se ocorre fragmentagéo do acido nucleico ap6s ligacdo com o LQB-223, avaliou-

se a interacdo entre 0 composto LQB-223 e o ctDNA por eletroforese em gel de agarose.
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O efeito da adicdo de quantidades crescentes do ligante ao ctDNA foi analisado por
monitoramento da mobilidade eletroforética em gel de agarose, que é altamente dependente do
campo elétrico aplicado (HOLMES; STELLWAGEN, 1990; STELLWAGEN, 1985). A
migracado de moléculas de DNA em gel de agarose € efetuada por um mecanismo dependente
tanto das mudancas na intensidade das bandas quanto da mobilidade eletroforética na matriz do
gel (STELLWAGEN, 2009). A Figura 6 mostra o perfil dos resultados dessa avaliagéo.

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1% (m/m) com concentracgdes crescentes de LQB-223.
Canaleta 1: ctDNA (5,0 uM), canaletas 2-13: LQB-223-ctDNA (1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10, 1:20, 1:40,
1:80, 1:100, 1:125, 1:150, 1:175 e 1:200, respectivamente).

0000000000000

Fonte: realizado em colaboracdo com o Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos (LBFI-UFAL), 2020.

Os resultados mostraram um ligeiro atraso na taxa de migracdo do ctDNA quando
incubado com concentragdes crescentes do composto (canaleta 2-8: 1: 1 a 1:80 proporcao de
DNA: ligante). Estes resultados sugerem que a ligacdo entre 0 DNA e o LQB-223 leva a
formacgéo de um complexo supramolecular (XIE et al., 2015) devido a extensdo da migracao a
uma taxa mais lenta quando comparado com a banda de ctDNA livre na eletroforese em gel de
agarose.

Para o ctDNA na presenca de maiores concentracdes de LQB-223 (1:100 a 1:200) nao
foi observada migracdo no gel de agarose a 1% (m/m), possivelmente devido a formacao do

complexo (ou agregado molecular) LQB-223-ctDNA ter uma elevada massa molecular (como
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visto na Fig. 6). Além disso, ndo houve fragmentacdo apo6s a ligagdo do composto com DNA,

uma vez que apenas uma Unica banda foi observada.

3.3.6 Medidas de viscosidade

Os ensaios de viscosidade séo considerados fundamentais e de grande confiabilidade na
avaliacdo do modo de ligacdo de pequenas moléculas ao DNA. Segundo Husain e
colaboradores (2015a), quando um ligante interage preferencialmente via intercalacdo ocorre
um aumento consideravel na viscosidade da solu¢do de DNA, devido a uma maior separacao
dos pares de bases nitrogenadas ao acomodar o ligante. Entretanto, caso 0 mecanismo
preferencial seja via groove, ndo sao observadas diferengas significativas na viscosidade, visto
gue os ligantes estdo interagindo na parte externa da dupla hélice.

Nesse sentido, para fins comparativos realizou-se as medidas de viscosidade para o
LQB-223 e para as sondas brometo de etidio e berenil, que interagem por intercalacéo e groove,
respectivamente (SHANKARAIAH et al.,, 2016). Os resultados para este estudo estdo
apresentados no grafico (m/mo)® versus [ligante]/[ctDNA], onde n e mo corresponde a
viscosidade do DNA na presenca e auséncia do composto (Fig. 7). A equagio n = (t-to)/to foi
utilizada para calcular os valores de viscosidade, corrigindo com o tempo de fluxo do tampéo
(to) das solucGes contendo ctDNA (t) (ZHOU et al., 2016).

Figura 7 — Efeito de concentrages crescentes do LQB-223 e as sondas EB e berenil na viscosidade
do ctDNA (25 uM). Os dados representam a média * desvio padrao de trés experimentos (n = 3).
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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De acordo com a Figura 7, pdde-se observar que com aumento da concentragéo do
composto LQB-223, ndo ocorreram mudancas significativas nos valores de viscosidade,
indicando que esse composto interage preferencialmente via groove. Este resultado foi
consistente com o perfil observado para brometo de etidio (EB) (alta variacao) e berenil (baixa
variacdo), e corrobora com outras moléculas que se ligam via groove, como a paeoniflorina e a
sinafloxacina, que apresentaram pouca alteracdo na viscosidade do ctDNA (SHAHABADI;
FILI; KHEIRDOOSH, 2013). Assim, a avaliacdo de viscosidade foi concordante com o ensaio

de transferéncia de energia por contato.

3.3.7 Estudos de dindmica e docking molecular

A dindmica molecular (MD) em combinacdo com a simulacdo de docking molecular
ttm sido amplamente empregada no reconhecimento de estudos de interagdo entre
macromoléculas e farmacos (AJLOO et al., 2015; AJLOO et al., 2013; AJLOO et al., 2008;
AJLOO et al., 2007).

O gréfico dos valores de Ca-RMSD para 0 ctDNA e LQB-223 em funcéo do tempo foi
construido para avaliar a qualidade e a convergéncia das trajetorias da MD. A curva do ctDNA
sofreu algumas pequenas flutuag6es, mas mostra que o sistema atinge um estado estavel apos
cerca de seis nano segundos (Fig. 8).

Figura 8 — Tempo de evolugio do Ca-RMSDs (em A) do ctDNA (azul) e LQB-223 (laranja).
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Fonte: realizado em colaboragcdo com o Laboratério de Tecnologia e Controle de Medicamentos (LabTCoM-
UFAL), 2020.

A simulacdo da MD mostra que o LQB-223 é capaz de interagir com o DNA no sulco
menor (Fig. 9b), corroborando com os estudos de Chattopadhyay e colaboradores (2014 e
2013). E possivel observar que a estrutura do ctDNA foi modificada pelo ligante, jons e
presenca de agua, quando comparada com a estrutura extraida do website do PDB (Fig. 9a).
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Figura 9 - Visdo comparativa entre ctDNA do a) PDB e b) ctDNA/LQB-223 gerado por simulacéo
MD.

Fonte: realizado em colaboragéo com o Laboratdrio de Tecnologia e Controle de Medicamentos (LabTCoM-
UFAL), 2020.
Apds simulacdes MD na presenca do ligante, a energia de ligacao (Ep) foi determinada

usando o programa AUTODOCK TOOLS 1.5.6. O LQB-223 foi capaz de interagir com trés
nucleosideos, DT8, DC9 e DA17, com grande afinidade, Ep, = -7,3 kcal mol™, similar aos
analogos do pterocarpano em outros estudos (CHATTOPADHYAY; KUNDU; MAITRA,
2014; CHATTOPADHYAY et al., 2013). Todas as interacdes observadas ocorrem via modo
hidrofobico.

Na Figura 10 é mostrada uma vis&o de perto das interagdes do complexo. E possivel
observar que o sistema de anéis planares esta alinhado com o sulco menor e é capaz de interagir,
via m-stacking, com o anel aromético do residuo DT8. Adicionalmente, o grupo 4-metilfenil é
dirigido para fora do groove menor e é capaz de interagir com o fenil a partir do residuo DC9,
via interagdes m-stacking.

Figura 10 - Interagbes do complexo ctDNA-LQB-223. Esferas em cinza significam interacdes
hidrofobicas.

Fonte: realizado em colaboragéo com o Laboratdrio de Tecnologia e Controle de Medicamentos (LabTCoM-
UFAL), 2020.
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Finalmente, a porgdo fenilciclohexanil esta localizada no groove menor e é capaz de
interagir hidrofobicamente com o CH2 no grupo fosfato da cadeia lateral. Assim, os estudos de
docking e dindmica molecular corroboram com os resultados da avaliagdo do modo de ligacao

e avaliacéo das principais forcas que estabilizam o complexo.

3.4 Concluséo

A interacdo do LQB-223 com o CctDNA foi avaliada empregando técnicas
espectroscopicas (fluorescéncia molecular e UV-vis), eletroforese e estudos por docking e
dindmica molecular. De acordo com os resultados, 0 composto interage com o ctDNA formando
um complexo supramolecular ndo-fluorescente por quenching estatico. O valor constante de
ligacdo para fluorescéncia molecular foi 1,94x10% L mol? (30°C) e a estequiometria do
complexo DNA-ligante foi de 1:1. Além disso, também foi possivel inferir que as interaces
hidrofobicas desempenharam um papel significativo no processo de interacdo. Adicionalmente,
0 modo de ligacdo via groove foi o preferencial entre o0 LQB-223 e ctDNA, sendo caracterizado
por transferéncia de energia por contato de fluorescéncia, ensaio de competicdo com EB e
avaliacdo da temperatura de desnaturacdo térmica do ctDNA (Tm). Estes dados sdo confirmados
por estudos de viscosidade. Pelos estudos de eletroforese, nenhuma fragmentacdo do DNA foi
observada, uma vez que apenas uma Unica banda foi vista, e a mobilidade eletroforética foi
afetada pela concentragéo de ligante. Estudos de docking e dindmica molecular mostraram que
0 LQB-223 interage com os residuos DT8, DC9 e DA17, hidrofobicamente com modo de
ligacdo via groove, confirmando os resultados espectroscdpicos. Portanto, o mecanismo de acdo

do LQB-223 pode estar associado a interacdo com DNA, como o principal alvo bioldgico.
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1. Introduction pterocarpans and pterocarpanguinones based on Palladium-

catalyzed oogyarylation and azaarylation of dihydronaphthalenes

Carbazole alkaloids and pterocarpans isoflavonoids constitute
a large and important class of natural products. These compounds
comprise sub-classes with tricyclic and tetracyclic structures [ 1-4]
and many of them present anticancer activity |5-10].

Costa and co-workers are experienced in the symthesis
of 5-carba-pterocarpans, 1-carba-isoflavanones, 5-carba-11-aza-
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and a-arylation of wm-tetralones as the key steps to pro-
duce compounds with anti-cancer, antiparasitic and anti-viral
properties-activity [ 11-14].

Recently, Costa and co-workers synthesized the compound 11a-
N-arylsulfonyl-tetrahydro-5H-benzo|ajcarbazole LQB-223 (Fig. 1),
structurally similar to isoflavonoids, that present potent biological
activity against promyelocytic leukemia { HL-60), erythroleukemia
(K562}, colon (HCT-B) and melanoma (MDA-MB435) cell lines. This
compound was extensively studied in vitro (mechanism of action,
bioselectivity, scope of antiproliferative effect on some cell lines,
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4 ARTIGO 2: AVALIA(;AO DA INTERAC}AO DE PIPERIDINAS COM ctDNA
4.1 Introducéo

Compostos heterociclicos contendo nitrogénio sdo amplamente encontrados em
produtos naturais e farmacéuticos (BEHENNA et al., 2012). Muitos deles desempenham
funcdes essenciais no organismo humano e apresentam propriedades biologicas (PATIL;
BARI; 2014).

As piperidinas e seus derivados compreendem uma importante classe de N-heterociclos
de interesse bioldgico. Compostos que possuem a porc¢do piperidina exibem uma ampla gama
de propriedades biolégicas, incluindo anti-hipertensiva (PETIT et al., 1991), antibacteriana
(ZHOU et al., 2007), antimalarica (MISRA et al., 2009), anti-inflamatéria (HO; CRIDER;
STABLES; 2001), analgésica (RAO et al., 1995, GANGAPURAM; REDDA, 2006),
antioxidante (RAVINDERNATH; REDDY, 2017) e atividade antiproliferativa (AELURI et al.,
2012).

Varios compostos contendo o nucleo piperidinico sdo empregados na clinica atual como
farmaco para o tratamento de doencas. Donepezila (Fig. 1), um potente inibidor ndo competitivo
e reversivel da acetilcolinesterase, é prescrito para tratar pacientes com doenca de Alzheimer
(WILKINSON, 1999). Pipamperona (Fig. 1), outro derivado de piperidina 1,4-substituido, é
indicado para pacientes com esquizofrenia (SCHOTTE et al., 1996). Vimblastina (Fig. 1), um
alcaloide de ocorréncia natural derivado da Catharanthus roseus, é usado como agente
anticancerigeno para uma ampla variedade de cancer, incluindo cancer de pulméo de células
ndo pequenas, cancer de mama, bexiga, linfomas e leucemia (KOSJEK et al., 2013).

Figura 1 - Exemplos de derivados de piperidina com potentes atividades bioldgicas.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Devido as suas propriedades bioldgicas pronunciadas, varios métodos foram
desenvolvidos para a sintese de derivados de piperidinas (BRAHMACHARI; DAS, 2012).
Recentemente, foi descrita a sintese de piperidinas funcionalizadas por meio de reagdes
multicomponentes catalisadas pelo nitrato de bismuto (BRAHMACHARI; DAS, 2012). Neste
trabalho, serd relatado a avaliacdo da atividade de 25 compostos previamente sintetizados (Fig.
2) como inibidores da proliferagdo de células cancerigenas. Além disso, as interacdes dos
compostos selecionados com o DNA foram avaliadas, uma vez que varias patologias tém o
DNA como principal alvo bioldgico.

Figura 2 - Estruturas dos derivados de piperidina previamente sintetizados.

1'R!=H,R2=Et,R3=H 14'R1=4-Cl,R2=Et,R3=4-F
2’R1=H,R2=Me, R3=H 15'R1=4-F, R2=Et,R3=H
3.R1=4-Me, R2=Me, R3=H 16.R! =4-F,R2=Me, R3=4-F
4.R1=4-Me, R2=Et,R3® =H 17.R1=4-F, R2=Me, R3=4-Cl
5.R1=4-Me,R2=Me, R3=4-Me 18. R1=H,R2= t-Bu,R3=H
6.R1=4-Me,R2=Me, R3=4-Br 19.R1=4-Cl,R2=Me, R3=H
7.R1=4-Me, R2=Me, R3=4-ClI 20. R1=4-Cl, R2=Et, R3=4-Me
8.R1=4-Me, R2=Me, R3=4-OMe 21. R1=4-Cl,R2=Me, R3=4-Br
9.R1=4-Me,R2=Et,R¥=4-OMe 22 R1=4-OMe, R2=Me, R3=4-Br

10.Rt=H, R2=Et, R3=4-OMe 23.R1=4-OMe, R2=FEt, R3=4-Cl
11.R!'=H,R2=Et,R3=4-Cl 24.R1=3,4-OCH20-, R2=Me, R3=H
12.Rt=H,R2=Et,R3=4-Me 25.R1=3,45-OMe, R2=Me, R3=H
13.Rt!=H,R2=Me, R3=4-F

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

4.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos do presente trabalho sdo:
i) Determinar as constantes de Stern-Volmer (Ksv), constantes de ligagédo (Kb), estequiometria
DNA-ligante (n) e a energia livre de Gibbs (AG);
i) Explorar a técnica UV-Vis visando avaliar o mecanismo de quenching dominante no

processo de interacdo;
iii) Determinar 0 modo de ligacdo DNA-ligante;

iv) Correlacionar os valores das constantes de ligacdo (Kp) obtidas com os valores de Glsg,
buscando relacionar a interacdo com ctDNA e inferir sobre 0 mecanismo de acéo da atividade
antiproliferativa.

v) Realizar experimentos de dindmica e docking molecular, buscando determinar a energia de
ligacdo relativa ao complexo formado e as forcas preferenciais que regem esse processo de

interacdo.
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4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Atividade antiproliferativa

Como o ndcleo piperidinico estd presente em muitos compostos ativos, buscou-se
investigar o efeito dos compostos 1-25 na proliferacéo de oito linhagens de células cancerigenas
de varias origens, incluindo U251 (glioma), MCF7 (mama), NCI/ADR-RES (ovério resistente),
786-0 (rim), NCI-H460 (pulm&o, ndo pequenas células), PC-3 (prostata) e HT29 (c6lon). O
efeito antiproliferativo destes derivados de piperidinas também foram avaliados contra a
linhagem celular HaCaT (queratindcito humano) a fim de verificar a sua toxicidade frente as
células normais. A proliferacdo celular foi determinada por medidas espectrofotométricas
empregando sulforodamina B como um corante de ligacdo de proteina e doxorrubicina (DOX;
0,025-25 mg/mL) como medicamento de referéncia. As concentragdes dos compostos que
provocaram a inibi¢éo do crescimento celular em 50% (Glso) e seus indices de seletividade (1S)
estdo resumidos na Tabela 1. O IS é definido como a razdo do Glso do composto puro numa
linhagem celular normal (isto é, linhagem celular HaCat) pelo Glso do mesmo composto puro
em uma linha celular de cancer.

PC-3 foi a linhagem celular mais sensivel, entre todos 0os compostos avaliados, 0s
derivados de piperidinal, 2, 3, 7, 10, 16, 21, 22, e 25 foram 0s mais ativos contra essa linhagem,
com valores de Glso < 25 ng mL?, destacando os compostos 1 e 25, que exibiram valores de
Glso de 6,3 e 6,4 ng mL, respectivamente (Tabela 1). Como o valor do IS indica uma atividade
diferencial de um composto teste, vale ressaltar que 0s compostos 1 e 25 também apresentaram
os maiores valores de IS (> 39,0; Tabela 1) para a linhagem celular PC-3. Estes valores de IS
séo, pelo menos, 10 vezes superiores ao valor esperado para um composto candidato altamente
seletivo em ensaios pré-clinicos in vitro (STONE et al., 2013; SUFIAN et al., 2013). Além
desses resultados importantes, vale mencionar que os compostos 3, 2 e 10 também apresentaram
um elevado grau de seletividade (> 10,0) para as células PC-3 (Tabela 1). De fato, Ogbole e
colaboradores (2014) classificam como compostos ndo citotdxicos qualquer substancia que
possua valor de IS maior que 20, enquanto aqueles que apresentam IS > 10 sdo considerados

como um composto citotoxico fraco.
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Tabela 1 — Atividade citotoxica (valores de Gls® em pug mL™) e indices de seletividade (1S°, dado entre parénteses) de piperidinas funcionalizadas e doxorrubicina
(DOX) frente a diferentes linhagens celulares de cancer e HaCat.

Linhagem cellular ©

Compostos
U251 MCF7 NCI/ADR-RES 786-0 NCI-H460 PC-3 HT29 HaCaT
1 >250 >250 >250 113,9 (>2,2) >250 6,3 (>39,7) >250 >250
2 >250 >250 >250 20,0 (>12,5) >250 17,2 (>14,5) >250 >250
3 >250 >250 >250 23,0 (>10,9) >250 7,8 (>32,0) >250 >250
4 >250 >250 >250 160,7 (>1,5) >250 56,9 (>4,4) >250 >250
5 >250 >250 >250 71,8 (>3,5) >250 >250 >250 >250
6 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
7 181,8 (0,5) 48,9 (2,0) 38,7 (2,5) 62,1 (1,5) 94,7 (1,0) 14,4 (6,7) 111,0 (0,9) 95,9
8 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
9 >250 >250 >250 74,7 (>3,3) >250 >250 >250 >250
10 >250 39,4 (>6,3) >250 14,2 (>17,6) >250 25,0 (>10,0) 83,5 (>3,0) >250
1 >250 >250 194,8 (>1,3) 2419 (>1,0) >250 >250 >250 >250
12 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
13 >250 189,8 (>1,3) 48,7 (>5,1) >250 >250 39,0 (>6,4) 69,1 (>3,6) >250
14 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
15 >250 >250 90,5 (>2,7) 166,8 (>1,5) >250 >250 >250 >250
16 208,5 (0,3) 26,2 (2,4) 17,5 (3,6) 0,4 (156,0) 57,3(1,9) 10,2 (6,1) 4,1 (15,2) 62,4
17 193,8 (0,1) >250 >250 12,1 (10,8) 207,2 (0,6) >250 >250 130,8
18 >250 >250 >250 63,2 (>4,0) >250 >250 >250 >250
19 >250 71,5 (>3,5) >250 46,9 (>5,3) >250 134,2 (>1,9) 106,2 (>2,3) >250
20 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
21 96,7 (0,4) 45,5 (0,8) 71,7 (0,5) 82,5 (0,5) 112,6 (0,3) 16,0 (0,4) 188,3 (0,2) 38,6
22 58,2 (1,1) 67,6 (0,9) 19,8 (3,1) 54,4 (1,1) 26,3 (2,3) 10,6 (5,8) 90,0 (0,7) 62,0
23 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
24 >250 146,0 (>1,7) >250 >250 >250 45,5 (>5,5) >250 >250
25 >250 >250 23,3 (>10,9) >250 >250 6,4 (>39,1) >250 >250
DOX 0,03 (1,0) 0,07 (0,4) 0,3(0,1) 0,03 (1,0) 0,01 (3,0) 0,1(0,3) 0,2 (0,1) 0,03

2 Glsp concentragdo do composto (g mL™) que inibe 50% do crescimento celular; ® O indice de seletividade foi determinado como a razdo entre o valor de Glso para HaCat e o valor de Glso
obtido para a linhagem de células cancerigenas; ¢ U251, células de glioma; MCF7, células de cancer de mama; NCI/ADR-RES, células de cancer de ovario resistentes a multiplas drogas; 786-
0, células de cancer renal; NCI-H460, cancer de pulmao de ndo pequenas céulas; PC-3, células de cancer de prostata; HT29, células de cancer de célon; HaCat, queratindcitos humanos.
Fonte: elaborado em colaboragdo com o Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (UNICAMP), 2018.
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Os compostos 2, 3, 10, 16 e 17 também foram promissores exibindo valores de Glso
inferiores a 25 pg/mL e valores de IS superiores a 10,0 para a linhagem celular de rim (786-0).
O derivado de piperidina 16, com Glso de 0,4 pg mL™, foi a série mais ativa para essa linhagem
celular (Tabela 1). O IS do composto 16 foi de 156,0, o que significa que este derivado € muito
mais ativo contra esta linhagem de células renais do que para as células de queratinécitos
(células HaCaT). Em comparacdo com outros tipos de cancer, a quimioterapia € bastante
ineficaz para o cancer de células renais. Muitos agentes anticancerigenos foram testados contra
o cancer de células renais, mas a maioria mostraram taxas de resposta inferiores a 10% (RINI
et al., 2000; LILLEBY, 2005; STADLER et al., 2006). Além da menor eficiéncia, os perfis de
toxicidade dos principais compostos para tratar o cancer de células renais parecem ainda ser um
problema, o que torna a quimioterapia uma abordagem ineficiente (NELSON et al., 2007).
Levando em conta todas as consideracdes acima, os resultados obtidos nesse trabalho mostram
que o derivado de piperidina 16 € um composto lider para estudos adicionais em modelos in
Vivo.

Em geral, as células U251, MCF7, NCI/ADR-RES, NCI-H460 e HT29 foram menos
sensiveis aos compostos testados. O composto mais ativo contra as células U251 foi o derivado
22 (Glso de 58,2 ug mL™) (Tabela 1). A linhagem NCI/ADR-RES foi resistente a maioria dos
derivados de piperidinas, com exce¢do dos compostos 16, 22 e 25, que mostraram valores de
Glso de 17,5, 19,8 e 23,3 ug mL, respectivamente (Tabela 1). O composto 22 também foi ativo
contra as células NCI-H460 (Glso de 26,3 pg mL™?) (Tabela 1). Por fim, o composto 16 foi o
mais ativo contra MCF7 (Glso de 26,2 pg mL™) e HT29 (Glso de 4,1 pug mLt) (Tabela 1). Todos
os compostos foram consideravelmente mais toxicos para as linhagens celulares de cancer
estudadas do que para as células normais HaCaT e os valores de IS dos derivados de piperidina
sdo, em geral, superiores aos apresentados pela doxorrubicina (DOX), um composto de

referéncia anticancer utilizado neste estudo (Tabela 1).
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4.3.2 Estudos de interacdo DNA-piperidinas
4.3.2.1 Avaliacdo da interagdo dos derivados piperidinicos com o ctDNA por fluorescéncia
molecular

A interacdo entre os derivados de piperidina e ctDNA foi avaliada pela técnica de
espectrofluorimetria, pois apresenta caracteristicas como rapidez, elevada sensibilidade e
fornece informacdes sobre o modo de ligacéo do ligante com a macromolécula (AFRIN et al.,
2017; SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Assim, selecionou-se os derivados de
piperidina 7, 8, 9, 10, 16, 21, 22 e 25, 0s quais apresentam atividade biologica variada (baixa a
alta) contra diferentes linhagens de células tumorais humanas. O composto 8 foi considerado o
controle negativo, pois apresentou Glso > 250 ug mL™? para todas as linhagens de células
avaliadas, enquanto o composto 16 foi considerado o mais ativo e seletivo, principalmente para
linhagem 786-0 (células de cancer renal) com Glso = 0,4 ug mL™ e indice de seletividade igual
a 156. Dessa forma, o composto 16 usado como modelo para a apresentacdo dos resultados.

Como os compostos avaliados possuem fluorescéncia intrinseca, estes foram titulados
com o ctDNA, mantendo-se fixa a concentracdo do ligante e variando a concentracdo da
macromolécula. Nesse ensaio, verificou-se que 0s compostos apresentaram maxima emissdo na
faixa de 350 a 442 nm, quando excitados entre 246-278 nm, apresentando decréscimo do sinal
analitico ao adicionar quantidades crescentes de ctDNA ao sistema (Fig. 3a). Essas mudancas
espectrais representam um forte indicio de que esta ocorrendo interacdo entre o DNA e 0s
ligantes avaliados (LI, J. et al., 2012). Segundo Mukherjee e Sing (2017) esse fendmeno é
denominado de quenching, e pode ocorrer por diferentes mecanismos geralmente classificados
por quenching dindmico, o qual ocorre quando os fluoréforos (piperidinas) no estado excitado
(F") sdo desativados ao entrar em contato com uma molécula quencher (Q = ctDNA) durante a
existéncia do estado excitado; e o quenching estatico que se refere a formacdo de um complexo
supramolecular ndo-fluorescente (F-Q) no estado fundamental, sendo independente de
processos difusionais ou colisdes moleculares (DARABI et al., 2014). A equagdo que descreve
esse processo esta representada abaixo:

% =1+K,7,[Q] ou EFO =1+ K,,[Q] Equacao (1)

em que Fo e F representam as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga do
ligante, respectivamente; Kq € a constante de velocidade de quenching bimolecular difusional
(2,0x10% L mol? s), 10 é o tempo de vida médio, tipicamente 108 s (AFRIN et al., 2017;
DEHKHODAEI et al., 2017), [Q] refere-se a concentracdo da espécie quencher, neste caso o
ctDNA e Ksv € a constante de Stern-Volmer, calculada através da linearizacdo da Equacéo 1,
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apresentada na Figura 3b. Para analisar a forca da ligacdo ctDNA-ligante, calculou-se a
constante de interagdo (Kby), além do parametro n, relativo ao nimero de sitios de ligacao (Fig.
3c¢) na macromolécula de acordo com a equacéo abaixo (MOVAHEDI; REZVANI et al., 2017):

F -F
Iog( OF ] = logK, + nlog[Q] Equacio (2)

Os valores da constante de ligacdo e numero de sitios sdo obtidos atraves dos
coeficientes angular e linear da curva log[(Fo-F)/F] vs log[ctDNA].

Figura 3 - Interagdo do derivado 16 com ctDNA empregando espectroscopia de fluorescéncia
molecular; a) Perfil espectral de fluorescéncia do composto 16 (10 puM) na presenca de
concentragdes crescentes de ctDNA (0, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 pM, curvas a-j
respectivamente); b) Grafico de Stern-Volmer para o processo de quenching a 25°C; c) Curva
logaritma dupla para o processo de interagdo 16-ctDNA a 25°C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Adicionalmente, a partir do valor de Ky, calculou-se o parametro termodinamico relativo
a energia livre de Gibbs (AG) objetivando avaliar a espontaneidade do processo de interacao
por meio da Equacdo 3 descrita abaixo (SHUJHA et al., 2010).
AG = -RTIn(Kb) Equacéo (3)
onde T representa a temperatura em Kelvin (K) e R a constante do géas ideal (8,314472 J K*!

mol™?). A Tabela 2 mostra os resultados obtidos para essa avaliagio.



Tabela 2 - Pardmetros de interacdo do ctDNA com derivados de piperidina a 25 °C.

Constante de Stern-Volmer

Parametros de ligacéo

Parametro

termodinamico

Compostos
SV Kq Kb
r AG (kJ mol?)
(10°L mol?) (10! L moltst)  (10* Lmol?)
7 5,80+ 0,17 0,9959 5,80 167+0,01 1,12+0,04 0,9960 -24,1
8 4,29 +0,29 0,9862 4,29 092+0,01 1,10+£0,01 0,9760 -22,6
9 10,4+0,5 0,9897 10,4 2,19+0,01 1,09+0,06 0,9916 -24.8
10 8,98 £ 0,30 0,9954 8,98 426+0,01 1,19+0,02 0,9989 -26,4
16 9,58 + 0,59 0,9852 9,58 8,00+0,01 1,26+0,04 0,9972 -27,9
21 6,08 + 0,32 0,9917 6,08 0,10+0,01 0,70+£0,02 0,9968 -6,47
22 21,9+ 0,6 0,9978 21,9 6,02+0,01 1,31+0,04 0,9987 -27,3
25 9,68 £ 0,75 0,9796 9,68 288+0,01 1,14+0,09 0,9810 -25,4

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Os valores de Ksy variaram de 4,29 a 21,9x10° L mol?, indicando a extensdo do
decréscimo do sinal na presenca da molécula quencher (Tabela 2). Para caracterizar o
mecanismo de quenching dominante no processo avaliou-se o parametro Kq que, de acordo com
Dehkhodaei e colaboradores (2017) quando essa constante de velocidade for menor que
2,0x10* L mol™ s, o mecanismo de quenching preferencial sera dindmico, enquanto que para
valores de K superiores é indicativo de quenching estatico. Dessa maneira, como observado
na Tabela 2, os valores de Kq variaram de 4,29 a 21,9x10% L mol™ s, sendo superiores a
constante difusional limitante, logo caracterizando o mecanismo dominante como quenching
estatico, que ocorre pela formacdo de complexo supramolecular ndo fluorescente no estado
fundamental.

Verifica-se que os valores de Ky variaram de 0,10 a 8,0x10* L mol™? (Tabela 2),
demonstrando a magnitude da interacdo ctDNA-ligante, a qual para a maioria dos ligantes é
considerada de média afinidade, com excecdo do composto 21 que apresentou constante na
ordem de 102, sendo classificada de baixa afinidade (SILVA C. M. et al., 2017). Assim, em
termos gerais observou-se que os valores das constantes de ligacdo com ctDNA seguiram a
seguinte ordem: 16 > 22 > 10 >25>9 > 7 > 8 > 21, sendo o composto mais ativo e seletivo
(16) o que exibiu maior valor de Ky e por consequéncia, 0s menos ativos (8 e 21) os que
apresentaram os menores valores de constantes de ligacéo.

Os resultados obtidos sdo concordantes com trabalhos da literatura, que avaliaram a
interacdo de diferentes compostos com o nucleo piperidinico com DNA, como morfina (K =
0,39x10* L mol?) (LI; DONG, 2009), vincristina (Kp = 1,70x10* L mol?)
(MOHAMMADGHOLI; RABBANI-CHADEGANI; FALLAH, 2013), vimblastina (Kp =
0,17x10* L mol™) (TYAGI et al., 2012) e berberina (Kp = 1,55x10* L mol?) (LI, X. L. etal.,
2012). Adicionalmente, para todos os compostos o modo de ligacdo preferencial foi por
intercalacdo. Por fim, nota-se que os valores de n foram préximos a unidade, mostrando relacéo
estequiométrica 1:1 (DNA:ligante) e, os valores de AG foram todos negativos, caracterizando

0 processo de interagcdo como espontaneo (ZHANG et al., 2013).

4.3.2.2 Estudos por espectroscopia UV-visivel

A espectroscopia UV-visivel é uma técnica simples e eficiente para detectar a formacao
de complexos entre diferentes ligantes e macromoléculas (AFRIN et al., 2017). Assim, a Figura
4 mostra o espectro de absorcdo do composto 16 na auséncia e presenca do DNA, e 0 DNA

livre.
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Figura 4 - Espectros de absorcéo UV-vis do composto 16 (10 pM), ctDNA (100 pM), complexo 16-
CtDNA e (16-ctDNA) - ctDNA. Condicao: pH = 7,4 (Tris-HCI 10 mM, 100 mM NaCl).
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Observa-se a partir da Figura 4, que ao adicionar ctDNA ao sistema ocorreu um aumento

na absorvancia, denominado de efeito hipercromico, indicando que estd ocorrendo interacéo

entre o ligante e a biomolécula, com possivel formac&o de complexo (SARWAR et al., 2015).

Para confirmar a existéncia dessa interacdo, fez-se um espectro da diferenga entre o complexo

ctDNA-piperidina e o ctDNA livre, verificando-se que 0s espectros de absorcao dos derivados

piperidinicos ndo sdo sobreponiveis. Estas mudancas espectrais sdo melhores observadas a

partir dos valores de absorvancia (Tabela 3) da mistura 16-ctDNA (Acomplexo = 0,8626), e a soma

dos valores das absorvancias do composto livre e ligado ao ctDNA (A1s + Actona = 0,5407).

Tabela 3 - Valores de absorbancia dos derivados de piperidina (10 pM), ctDNA (100 pM) e
complexo composto-ctDNA. Condigdes: pH = 7,4 (Tris-HCI 10 mM, 100 mM NacCl).

Compostos Acomposto/ @8.U.  Actona/ @.U.  Acomplexo/ a.U. AA
7 0,3639 0,3330 0,9546 0,2577
8 0,1831 0,3333 0,8271 0,3107
9 0,1924 0,3331 0,8538 0,3283
10 0,2327 0,2878 0,8601 0,3396
16 0,2074 0,3333 0,8626 0,3219
21 0,2761 0,3332 0,9165 0,3072
22 0,3354 0,3333 0,8531 0,1844
25 0,1765 0,3333 0,8654 0,3553

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Por meio da equagdo AA = Acomplexo - (Acomposto + Actbna), Verifica-se que o valor de AA
# 0 (AA= 0,3219), o qual indica que ocorreram alteragdes no estado fundamental,
caracterizando um mecanismo preferencial de quenching estatico, devido a formacdo de
complexo macromolécula-ligante (DANTAS et al., 2017), reforcando a proposta obtida pelos
resultados por fluorescéncia molecular. Entretanto, caso o quenching dindmico fosse o
mecanismo predominante no processo de interagcdo, ndo seriam esperadas alteragdes espectrais,
uma vez que este afeta somente o estado excitado (SILVA M. M. et al., 2017; MOVAHEDI,
REZVANI, 2017). Comportamento similar foi observado para os demais compostos avaliados,

como mostrado na Tabela 3.

4.3.2.3 Avaliacdo do modo de interacdo DNA-ligante
O modo de ligacao dos derivados piperidinicos e o ctDNA foi avaliado a partir de dois
ensaios: estudo do quenching pelo KI e competicdo com brometo de etidio, apresentados na

Figura 5.

4.3.2.3.1 Estudo de quenching pelo Kl

Os estudos de quenching de fluorescéncia fornecem informacdes sobre a acessibilidade
dos ligantes a molécula supressora de fluorescéncia, no caso o ion iodeto (JALALI; DORRAJI,
2014). Dessa forma, avalia-se a magnitude da constante de Stern-Volmer na presenca e auséncia
de ctDNA, conforme a Equacéo 1, onde a [Q] equivale a [KI]. A Figura 5a mostra o quenching
de fluorescéncia do derivado 16 na auséncia e presenca da macromolécula, e os valores de Ksy

para todos 0s compostos sdo apresentados na Figura 5b.
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Figura 5 - Avaliacdo do modo de ligacdo ctDNA-ligante; a) Gréafico de Stern-Volmer para o
guenching de fluorescéncia do composto 16 pelo Kl na auséncia e presenca de ctDNA (100 uM);
b) Constantes de Stern-Volmer dos derivados de piperidinas (10 uM) na auséncia e presenca de
ctDNA (100 uM); c) Perfil espectral do deslocamento do EB (2 pM) no complexo ctDNA-EB pelo
composto 16 no intervalo de concentracéo de 10-60 UM, curvas a-f, respectivamente; d) Percentual
de decréscimo da intensidade de fluorescéncia do complexo ctDNA-EB na presenca dos derivados
de piperidinas. Condigdo: pH = 7,4 (Tris-HCI 10 mM, 100 mM NacCl).
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Os valores de Ksv na presenca de ctDNA foram sistematicamente menores que na

auséncia da macromolécula, indicando que o anion iodeto ndo conseguiu ter acesso aos ligantes

(Fig. 5b), sugerindo que estes estdo protegidos pelos pares de bases do DNA, impedindo o
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acesso do supressor anionico (KUNDU; CHATTOPADHYAY, 2017). Logo, pode-se inferir
que o principal modo de ligagdo desses compostos ao ctDNA ocorre via intercalagéo.

4.3.2.3.2 Ensaio de competi¢do com brometo de etidio (EB)

Para confirmar os resultados sugeridos pelo ensaio do KI, realizou-se um estudo de
competicdo com o brometo de etidio, uma sonda classica que interage com o DNA via
intercalacdo. Em solucdo aquosa, esse competidor quando livre apresenta baixa fluorescéncia,
no entanto quando se liga ao DNA seu sinal aumenta significativamente devido a sua
localizag&o entre os pares de bases nitrogenadas (USMAN; AHMAD, 2017). Assim, qualquer
pequena molécula que substitua o EB na macromolécula ird interagir com o mesmo modo de
ligacdo que a sonda (REHMAN et al., 2015). Nesse sentido, a Figura 5¢ mostra que, ao
adicionar quantidades crescentes do composto 16 ao sistema, ocorre uma diminui¢do gradual
no sinal de fluorescéncia, evidenciando que o brometo de etidio estd sendo deslocado do
CtDNA.

O percentual de decréscimo do sinal variou de 42,9 a 61,9 % (Fig. 5d), utilizando um
excesso de até 30 vezes dos ligantes em relacdo a quantidade inicial de brometo de etidio,
sugerindo assim que os compostos avaliados interagem preferencialmente por intercalacao
(SAVARIZ et al., 2014), confirmando os resultados anteriores. Por fim, a confirmacgdo do modo
de ligacdo por intercalagdo corrobora com trabalhos da literatura que avaliaram a interagdo de
compostos contendo o0 ndcleo piperidinico com o DNA (LI; DONG, 2009;
MOHAMMADGHOLI; RABBANI-CHADEGANI; FALLAH, 2013; TYAGI et al., 2012; L,
X. L.etal., 2012).

4.3.2.4 Correlacdo dos valores de K, com ICsp

Para inferir sobre 0 mecanismo de acdo dessa classe de compostos, se avaliou a
correlagéo entre os valores de constantes de interacdo (Kp) das piperidinas com ctDNA (Tabela
2) e a atividade citotoxica (Glso) referente as linhagens de células cancerigenas humanas
(Tabela 1).

A avaliagdo da correlacéo foi efetuada apenas para 0s compostos com valores de Glsp <
250 pg mL, o que limitou o nimero de pontos utilizados na modelagem matematica para cada
sistema. Como 0 composto 8 apresentou para todas as linhagens Glso > 250 ug mL™ (controle
negativo), este ndo foi utilizado para fazer a correlagdo. A Figura 6 apresenta os coeficientes de

correlacdo obtidos para as linhagens de colon (HT-29), pulméo (NCI-H460), rim (786-0) e



99

ovario resistente (NCI-ADR/RES), para as demais linhagens de células tumorais humanas e
células sadias, a correlacdo ndo foi significativa, onde r < - 0.30.
Figura 6 - Correlacdo entre atividade bioldgica e afinidade de ligacdo do DNA e piperidinas.
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De acordo com a Figura 6, observa-se que 0 composto que apresentou maior interacdo
com ctDNA (derivado 16), de forma geral, foi o mais ativo frente as linhagens de células
avaliadas. Os compostos menos ativos (derivados 8 e 21) foram aqueles com as menores
constantes de interacdo com ctDNA. Os valores dos coeficientes de correlacdo obtidos pelo
grafico Glso vs. Ky apresentaram coeficiente de correlagdo na faixa de 0,8174 < |r| < 0,9868,
sendo que as linhagens HT29, NCI-H460 e 786-0 apresentaram tendéncia linear inversa,
enquanto para NCI/ADR-RES se observou relagéo exponencial inversa. Para estas linhagens o
valor de Glso foi inversamente proporcional a Ky, indicando que a interacdo com DNA pode ser
um dos possiveis mecanismos de acdo destes compostos.

Esses dados sdo concordantes com trabalhos da literatura que avaliaram a correlagéo
entre a interacdo com o DNA (Kb) e valores de atividade biologica. Silva e colaboradores (2016)

obtiveram relacdo linear a partir do logKy entre ctDNA e derivados B-carbolinicos com valores
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de ICso (uM) para seis linhagens de células tumorais humanas, obtendo coeficientes de
determinagcéo (r?) de 0,5360 a 0,9600. Em avaliagdo similar, Silva, C.M. e colaboradores (2017)
observaram relagdo linear a partir do logKyp entre ctDNA e bases de Schiff com valores de Glso
(ng mLY) para sete linhagens de células tumorais humanas, obtendo coeficientes de correlacdo
(r) de -0,9778 a +0,8693. Mckeever, Kaiser e Rozas (2013) avaliaram a correlagéo da interacdo
com DNA e atividade antiprotozodria para derivados guanidina diaromaticas exibindo valor de
r> = 0,87. Por fim, Silva e colaboradores (2014) observaram correlagio exponencial entre
valores de Ky e ICso (M) para compostos ternarios de cobre(ll) com ligantes heterociclicos N-

doadores e atividade citotdxica frente a leucemia mieloide cronica.

4.3.2.5 Dindmica molecular

A dinamica molecular associada a estudos de docking molecular tem sido utilizada com
sucesso no reconhecimento de interacdes ligante-macromolécula (AJLOO et al., 2015). A
dindmica foi realizada com a estrutura nativa do DNA em um meio fisiologico, apds 6 ns.
Verificou-se que o cristal de raio-X do DNA possui uma conformacdo rigida, o que ndo permite
que os ligantes adotem o modo de ligacéo de intercalacdo na macromolécula. Com base nisso,
a dindmica molecular deve ser realizada para permitir uma reorganizacao das bases do DNA,
melhorando o espacamento entre elas (AJLOO et al., 2013). O docking molecular foi realizado
para validar o modo de ligacdo dos derivados de piperidina. A Figura 7 mostra que 0s
compostos ancorados ligam ao DNA via intercalacdo, e que os complexos sdo estabilizados

principalmente por interagdes n-m e hidrofobicas.
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Figura 7 — Docking molecular (agrupamento) dos compostos de piperidina no DNA gerado por
simulacGes MD. Representacdo esquematica do composto 16, que se liga via intercalagdo. Pontos
verdes: ligacdes de hidrogénio; esferas: interagdes hidrofobicas.

Fonte: elaborado em colaboragdo com o Laboratério de Quimica Medicinal (UFAL), 2018.

Adicionalmente, apenas os derivados 9, 10 e 16 mostraram ligacdes de hidrogénio,
envolvendo o grupo carbonila (Tabela 4). As energias do docking variaram de -7,1 a -7,8 kcal
mol™, o que corrobora a alta afinidade com o DNA e s&o comparaveis com os resultados da
espectroscopia de fluorescéncia.

Tabela 4 — Comparacéo das energias do docking, interacdes hidrofdbicas e ligagbes de hidrogénio
para cada composto avaliado.

Interac6es Energias do docking
Compostos _ — S—
Hidrofdbicas Ligaces de H (A) (kcal mol?)
7 DAG6, DC9, DG16, DA17, DT19 - -7,5
8 DG4, DA6, DC9, DA17, DT19 - -7,6
DAG6, DT7, DC9, DG10, DC11, .
9 DT8 com carbonila (1,98) -7,8
DG16 (n-m), DA18
DAG6, DT7, DC9, DG10, DC11, .
10 DT8 com carbonila (2,04) -7,5
DG16 (n-m), DT19
16 DT7, DT8, DC9, DT19 DAG6 com carbonila (1,78) -7,5
DAG6, DC9 (n-n), DG16 (n-r), DA17
21 - 7.4
(n-m), DT19 (n-w)
22 DC9, DG16, DA17,DT19 - -7,1
25 DAG6, DT8, DG16, DA17, DT19 - -7,8

Fonte: elaborado em colabora¢do com o Laboratério de Quimica Medicinal (UFAL), 2018.



102

4.4 Concluséo

Todos os compostos foram consideravelmente mais toxicos para as linhagens celulares
de cancer estudadas do que para as células normais HaCaT e os valores de IS dos derivados da
piperidina sdo, em geral, superiores aos apresentados pela doxorrubicina (DOX), um composto
de referéncia anticancer utilizado neste trabalho. Pelos estudos de interagdo com o CtDNA,
verificou-se que as moléculas avaliadas interagem com o0 modelo de DNA empregado, havendo
formacéo de complexo supramolecular entre os ligantes e a macromolécula, onde os valores de
Ky variaram de 0,10 a 8,00 10* L mol*. Além disso, por meio da correlagio das constantes de
ligacdo com os valores de Glso, pOde-se observar que os coeficientes de correlagcdo variaram na
faixa de 0,8174 < |r| < 0,9868, para as linhagens HT29, NCI-H460, 786-0 e NCI/ADR-RES,
sugerindo que 0 mecanismo de agdo preponderante desses compostos pode estar associado ao
DNA como alvo bioldgico. Os ensaios de Kl, competicdo com brometo de etidio e estudos
tedricos sugeriram que tais compostos interagem com o DNA preferencialmente via
intercalacdo. Por fim, os estudos de docking e dindAmica molecular confirmaram os resultados

espectroscopicos obtidos.
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5 ARTIGO 3: AVALIACAO DA INTERACAO DO TIMEROSAL COM
HEMOGLOBINA HUMANA

5.1 Introducao

O timerosal (TH), € um composto organico introduzido no mercado desde 1931,
apresentando cerca de 49,6% de Hg em massa. Atualmente o TH é empregado como
conservantes em cosmeéticos, produtos de higiene (demaquilantes), sprays antissépticos e, em
virtude de sua ampla gama de atividades bioldgicas, tais como bactericida e fungicida, tem sido
amplamente utilizado como conservante em vacinas (Doérea, 2018).

Apesar da OMS (Organizacdo Mundial da Satde) indicar que o etilmercurio (TH) usado
como preservativo em vacinas ndo apresenta risco a salde, varios trabalhos tém questionado
sua toxicidade. Neste sentido, estudos em cobaias (ratos) evidenciaram que a administracdo de
TH levou a efeitos neurotoxicos devido a modificacdes dos receptores GABAA e NMDA
(WYREMBEK et al., 2010), enquanto que lda-Eto e colaboradores (2013) demonstraram que
a exposicdo embriondria de ratos ao timerosal levou ao comprometimento do sistema
monoaminérgico do cérebro, com efeitos comportamentais subsequentes. Além disso, Migdal
e colaboradores (2010) provaram que 0 TH promove estresse oxidativo, e assim, apresentou
citotoxicidade em linhagem celular promielomonocitica humana a partir da despolarizacdo da
membrana mitocondrial associado ao efeito da ligacdo do mercurio aos grupos tidis.
Similarmente, Chen e colaboradores (2019) demonstraram que o TH produziu uma reducao
significativa na imunogenicidade em algumas vacinas devido ao bloqueio de grupos tidis. A
Tabela 1 apresenta uma compilacdo de trabalhos que avaliaram o efeito toxico do TH frente a
variados alvos, além da influéncia de parametros como tempo de exposicado e dose.

O potencial toxico do TH pode estar relacionado aos seus produtos de degradacéo (Fig.
1) em meio biolégico, em &cido tiosalicilico (ATS) e etilmercirio (EtHg*), o qual possui
toxicidade in vitro comparada ao metilmercdrio, uma neurotoxina capaz de atravessar a
membrana celular (DOREA et al., 2011).

Figura 1 — Estrutura quimica do timerosal (TH) e seus respectivos produtos de degradacéo, acido
tiosalicilico (ATS) e etilmercuario (EtHg").
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.



Tabela 1 — Efeitos toxicos do TH frente a varios alvos / modelos e influéncia do tempo e dose de exposi¢ao.
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Alvo ou modelo biolégico Tempo (~je Dose ou falefl de Efeitos observados Referéncias
incubacdo concentracdo
N . Reduc&o do conteido de glutationa, para concentragfes de TH de 1.0 a 10 uM. A ek .
Glandulas do timo de 1h 0,3 -30 uM deplecdo completa ocorreu a 30 UM. Indugdo a apoptose para niveis de Ueha-ishibashi
ratos « et al., 2004.
concentracdo 1 — 3 uM.
Linhagem celular de x . x .
neuroblastoma humano 24 ¢ 48 h 1,0 "M - 10 uM g;zg?grgagio:%g% I\Iil:lzﬁzl ﬁ)c; pEr(é:ces_so4 ien:\r)ld(Lj4g§1(r)])a morte foi dose-dependente, Par;agogt al.,
(células SH-SY5Y) 0= e T ' '
Células de neuroblastoma A5 UM de TH, o citocromo c foi liberado das mitocéndrias para o citosol em 30% Brown e Yel
le3h 50 uM das células em 1 h e, 85% em 3 h. O fator indutor de apoptose foi liberado em 40 ’
(CRL-2268) \ . 2003.
e 90% das células em 0,5 e 1 h, respectivamente.
Células de mioblastos 24-79 h 125 - 500 M O tlmero§al induziu a mterrupggo d~a fase S & causou apo_ptose via inibicdo da Li etal., 2012.
C2C12 de camundongos. sinalizagdo PI13K seguida pela ativagéo da via apoptotica mitocondrial.
Neurdnios corticais - .
Danos na membrana, quebras de DNA e apoptose, conforme indicado pela  Baskinetal.,
humanos (CRL-10442) e 6h 1,0 - 250 uM . -
. morfologia e ativacdo da caspase-3 (250 uM) 2003.
fibroblastos
ST W5 00 31l B Diminuicdo de 50% nos niveis de glutationa intracelular nas células de  Jamesetal.,
(52 VOV CRIL 22600 ¢ Bl 2l lioblastoma, e de mais de oito vezes nas células de neuroblastoma 2005
glioblastoma (CRL 2020) g ' ' '
Neurénios do ganglio da i 100 - 1000 UM O timerosal bloqueou (dose-dependente) os canais de sodio TTX-R (sensiveis a Song et al.,
raiz dorsal de ratos H tetrodotoxina) e TTX-S (resistentes a tetrodotoxina). 2000.
Linhagem celular de . - . . X ,
neuroblastoma humano 48h 0,1—5,0 uM Ef_elto:% dd_eleter‘los na /C|toaqu|t5etu|(/T, levando a apoptose mediada pelas Hu:npzhorg%/ et
(SK-N-SH) mitocondrias e a oncose/necrose (5 UM). al., :
Neur6nios do ganglio de i 0,3 - 300 uM Funcéo c_el_ular a_ltera(_ja pe~la dlmlnylgao d_a _at|V|dade do receptor TRPV1 (receptor Jin et al., 2004,
ratos de capsaicina) via oxidacdo de residuos tiois extracelulares.
Neurénios humanos 24 h 0-20uM Reducéo da atividade desidrogenas e integridade lisossomal, liberacdo de LDH  Lohren et al.,
diferenciados (LUHMES) M H relacionado a integridade da membrana plasmaética e ativacdo da caspase-3. 2015.
Particulas do -6 Atividade de ligacdo reduzida foi observada entre antigenos do HPV e anticorpos Chen et al
papilomavirus humano semanas 0 -0,05% (m/v) monoclonais (mAbs) apds o tratamento com TH, acompanhada por reducédo da 2019 B
(HPV) estabilidade conformacional da proteina. '
Células de MRGPRX2- O timerosal pode ativar os mastocitos humanos LAD2 via MRGPRX2, levando a Peng et al
HEK293 e LAD2 (tecido 0-120s 1,25-5mg mL? degranulacdo dos mastécitos, o que pode indicar que o timerosal pode causar 9 b
L ~ o . 2019.
conjuntivo) reacoes pseudo-alergicas em humanos via MRGPRX2.
Células de neuroblastoma 24 h 0,01 uM Induziu uma diminuicéo significativa na viabilidade celular no grupo SOD1-G93  Laudati et al.,

humano e neurénios

A, mas ndo nas células SOD1 e EV.

2019.




corticais embrionarios de
rato
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Sangue e cabelos de
neonatos

Cepas de S. cerevisiae

108 ratos Wistar machos

Camundongos ICR de 8 a
14 semanas de idade

Vacinas

TrxR de rato
recombinante
(tioredoxina redutase) e
Trx humano (tioredoxina)

Células C6 de glioma de
ratos (CCL-107)

Proteoma de células
cerebrais de rato

Antes e
apos 5 dias
da dose da
vacina de
nascimento

24 h

7,9, 11, 15
dias pds-
natais

70 min

7 dias

3-24h

24 h

60 dias
(MeHg) e
4 h (EtHg)

0,5-5 uM de MeHg e
EtHg

TH em diferentes doses
30, 300 ou 3000 ug Hg kg
L em quatro injecoes.

O sangue do corddo aumentou de 2,86 a 3,06 ug kg™.

MeHg e EtHg (TH) causaram inibicdo do crescimento de leveduras dependente
do tempo e da concentragdo. Exceto a menor concentragdo (0,5 M), ambas as
espécies inibiram significativamente o crescimento das células.

Atividade locomotora significativamente impactada.

Dose Unica de TH (3 mg
Hg kg™*) com é&cido lipdico
em doses diferentes

1- 30 uM de MeHg e EtHg
(TH)

25mg L' Hg

25, 50, 100, 200 and 400
nM

0,1-0,32 uM

140 pg kg™ (MeHg) e 800
ug kg (EtHg) foi
administrado por via
intramuscular (dose Unica)

O éacido lipéico (5, 10 e 20 mg kg™) néo alterou os comportamentos na auséncia
de TH, mas, com doses de 20 mg kg*, reduziu os déficits de interacdo social
induzidos pelo maior tratamento com TH (3 mg Hg kg )

Tanto 0 MeHg quanto o EtHg comecaram a inibir a motilidade ciliar entre 1 e 3
uM, o limite relatado de MeHg em humanos. Um aumento abrupto foi observado
nas curvas inibitérias de 3 a 6 uM para MeHg e EtHg. O ICso para MeHg e EtHg
foi de 5,53 uM e 5,80 uM, respectivamente.

Pode-se observar a formacéo de adutos de EtHg" (TH) e um composto de elevada
massa molecular. A fragdo contendo mercurio era mais abundante que 133 kDa,
indicando ligacdo a hemaglutinina, que é o componente ativo da vacina contra
influenza.

TH e EtHg inibiram as enzimas do sistema tioredoxina em suspensdes purificadas,
sendo EtHg comparavel ao MeHg. As atividades de Trx e TrxR nas células de
neuroblastoma apds a incubagdo com EtHg foram reduzidas em 60 e 80%,
respectivamente, enquanto nas células de hepatoma a reducao foi de quase 100%.
MeHg e EtHg (TH) causaram reducOes significativas na viabilidade celular
(valores de ECsp de 4,83 e 5,05 uM, respectivamente). Também foi observada
citotoxicidade significativa quando as células foram tratadas nas mesmas
condi¢cbes com MeHg-S-Cis e EtHg-S-Cis, mas os respectivos valores de ECso
foram aumentados significativamente (11,2 € 9,37 uM).

A exposicdo a MeHg e EtHg (timerosal) induziu a superexpressao de calbindina.

Dorea, 2018.

Ramos et al.,
2019.

Namvarpour et
al., 2018.

Yoshida et al.,
2016.

Strohmidel et
al., 2018.

Rodrigues et
al., 2015.

Zimmermann et
al., 2013.

Souza et al.,
2016.

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Os efeitos deletérios in vivo destas espécies de mercurio sao resultantes de sua elevada
afinidade a grupos tidis presentes em diversas biomoléculas, como peptideos e proteinas
(RALSTON; RAYMOND, 2018), provocando alteracdes estruturais ou bloqueando algum tipo
de atividade biolégica (TRUMPLER et al., 2014).

Dessa forma, pode-se inferir que a interacdo de espécies de mercirio com grupos tiois
presentes em biomoléculas, representa um papel importante no transporte de mercurio bem
como nos mecanismos de toxicidade. Trumpler e colaboradores (2009) avaliaram a interagédo
do TH com grupos tiois livres das proteinas B-lactoaloumina A do leite bovino e albumina do
soro bovino (BSA) empregando LC/ICP-MS, comprovando a degradacdo do TH em EtHg" e
ATS, com consequente formacdo de adutos de EtHg-proteina. Shen e colaboradores (2013)
reportaram a avaliacdo da interacdo do Hg(ll) com a BSA utilizando técnicas espectroscopicas
moleculares, sendo verificado alteragbes na estrutura secundaria da proteina. De maneira
analoga, Chunmei e colaboradores (2014) mostraram que a presenca de Hg(ll) resultou em
alteracbes conformacionais na BSA, as quais podem ser responsaveis pela toxicidade do
mercurio inorganico in vivo.

Contudo, ainda ha limitacdo de informacdes quanto a mudancas conformacionais em
proteinas induzidas por espécies de mercurio, levando a perda e/ou diminuicdo de suas
funcionalidades. Dessa forma, se faz necessario a realizacdo de estudos que avaliem de forma
qualitativa e quantitativa o processo de interacdo de espécies de mercurio potencialmente
toxicas em condicdes fisioldgicas, buscando avaliar como tais compostos interferem na funcéo
das macromoléculas. Nesse sentido, Santos e colaboradores (2018) avaliaram a intera¢do do
TH com a BSA empregando técnicas espectroscopicas, onde foi verificado que este composto
apresenta constante de ligacdo na ordem de 10 L mol? com a proteina, € 0 mecanismo de
interacdo proposto indica que houve formacdo do aduto BSA-EtHg" aumentando a velocidade
de fibrilacdo da proteina.

Apesar da importancia de estudos empregando proteinas transportadoras, tais como
HSA e BSA, Trumpler e colaboradores (2014) mostraram que a maior fracdo do etilmercurio
no sangue estava presente nos eritrocitos. Uma vez que a hemoglobina (Hb) € a proteina mais
abundante dos eritrécitos e possui grupos tidis livres, esta macromolécula é alvo de estudos
envolvendo espécies mercuriais. A hemoglobina humana possui como principal funcdo o
transporte de oxigénio para os tecidos (NELSON; COX, 2014), devido a presenca de quatro
grupos prostéticos heme, além disto, possui seis residuos de cisteina livre (Fig. 2), 0os quais sdo
passiveis de reagir com espécies de mercirio (MAKARSKA-BIALOKOZ, 2017).
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Figura 2 - Estrutura da hemoglobina humana (Hb), em que a cadeia a corresponde a cor cinza
claro e a cadeia f§ refere-se ao cinza mais escuro.

a-Cis 104

a-Cis 104

B-Cis 112

Fonte: elaborado por Camila Nunes com base no PDB (1A3N), 2020.
A interacdo de espécies de mercurio com a Hb foi estudada por Rabenstein e

colaboradores (1982 e 1986) por RMN H, sugerindo a formagao da da ligagdo Cis-Hg na Hb.
Esta hipoOtese é confirmada pelos estudos de Janzen e colaboradores (2011), mostrando a
formacdo do aduto entre timerosal (EtHg*) com a Hb humana e animal (ratos) empregando
LC/ESI-TOF-MS. Além disto, Zayas e colaboradores (2014) identificaram o residuo de
cisteina (Cis93) na cadeia B da Hb de golfinho como o principal sitio de ligagdo do MeHg". Por
fim, Gibson e colaboradores (2017) reportaram que espécies como Hg(ll) e CHsHg" séo
majoritariamente absorvidos pelos glébulos vermelhos e ligam-se a glutationa citosélica (GSH)
e/ou Hb humana.

Assim, considerando que o EtHg® do TH pode ligar-se aos residuos de Cis da
hemoglobina humana (adulto) e alterar suas func¢bes conduzindo a efeitos nocivos a salde
humana, este trabalho avaliou a interacdo desta proteina com o timerosal empregando estudos
biofisicos e biologicos in vitro, para determinar os principais parametros acerca do processo de
interacdo Hb-TH. Por fim, foi proposto 0 mecanismo de interagdo e sugerido que uma das
possiveis causas da toxicidade do TH pode estar associada a sua capacidade de reduzir a
capacidade de ligacdo da Hb ao oxigénio, induzir os processos de fibrilacdo e glicacdo de

proteinas, os quais estdo relacionados a diversas patologias.
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5.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos do presente trabalho séo:
i) Empregar a técnica de fluorescéncia molecular para avaliar mudancgas conformacionais na
estrutura da proteina e calcular parametros de ligacéo e termodinamicos;
i) Caracterizar o processo de interacdo empregando UV-vis, eletroforese e DLS;
iii) Avaliar a influéncia de espécies competidoras na interagcdo Hb-TH;
iv) Sugerir o mecanismo de ligacdo preferencial entre a hemoglobina e o timerosal;
v) Avaliar os processos de fibrilacdo e glicacéo da proteina;
vi) Avaliar a capacidade de ligagdo a oxigénio da hemoglobina na presenga e auséncia do

timerosal.
5.3 Resultados e Discussao
5.3.1 Estudo cinético

Inicialmente, buscou-se avaliar a condi¢do mais favoravel para a realizacdo das medidas
espectrofotométricas e espectrofluorimétricas, uma vez que este estudo é de fundamental
importancia para que se tenha um conhecimento prévio da evolugédo da formacdo do complexo
ao longo do tempo (DANTAS et al., 2017). Assim, investigou-se o efeito do tempo de
incubac&o entre a hemoglobina e o timerosal empregando a intensidade dos sinais (absorvancia
e fluorescéncia) como pardmetro analitico. Nesse sentido, foi definido o tempo minimo no qual
0 sistema atinge estabilidade, considerando como parametro a estabilizacdo da relacdo A/Ao e
F/Fo (sinais de absorvancia e fluorescéncia na presenca e auséncia do ligante, respectivamente).
A Figura 3 mostra os resultados desta avaliagéo.

Figura 3 - Avaliacdo da cinética de interacdo entre a hemoglobina (2 uM) e o timerosal (100 e 50
UM, para UV-vis e fluorescéncia, respectivamente) durante 150 min.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Os resultados mostram que a formacéo do complexo entre a hemoglobina e o timerosal
ocorrem praticamente de forma imediata, e sdo mantidos constantes durante o intervalo de
tempo avaliado. Logo, a cinética da interacdo é rapida e mostrou estabilidade até 150 min, ndo

necessitando de incubacéo prévia para efetuar as medidas analiticas.

5.3.2 Avaliagéo da interacdo empregando espectroscopia de fluorescéncia molecular
5.3.2.1 Parametros de ligacéo

A espectroscopia de fluorescéncia molecular € uma das técnicas mais comumente
empregadas nos estudos de interacdo entre ligantes e macromoléculas (DNA e proteinas),
devido a sua elevada sensibilidade, grande faixa de concentracdo linear e seletividade
(SIRAJUDDIN et al., 2013; KAZEMI et al., 2017). Os aminoacidos que sdo responsaveis pela
fluorescéncia intrinseca das proteinas sdo o triptofano, a fenilalanina e a tirosina, sendo a
contribuicdo do triptofano a mais pronunciada (Trp B37 para hemoglobina) (AJMAL et al.,
2017). Assim, em decorréncia dessa caracteristica espectroscopica (capacidade de fluorescer),
a hemoglobina foi titulada com o timerosal (em diferentes temperaturas 23, 30 e 37°C). Ao
adicionar quantidades crescentes do ligante ao sistema ocorreu diminui¢do gradual do sinal
analitico (Fig. 4a), indicando formacdo de um complexo supramolecular ndo fluorescente,
sendo que o timerosal atua como molécula quencher, isto €, a espécie capaz de suprimir o sinal
analitico do fluoroforo.

A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia intrinseca da hemoglobina na presenca de
diferentes concentracGes de TH pode resultar numa relacdo linear. Esse processo pode entdo,
ser analisado pela equacdo de Stern-Volmer (Equacdo 1) a qual indica a acessibilidade do
fluordéforo em relagdo ao supressor de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006).

% =1+K,7,[Q] ou EFO =1+K,, [Q] Equacéo (1)

onde, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do TH,
respectivamente; Kq € a constante de velocidade de quenching bimolecular difusional (2,0x10°
L molt s, 10 é 0 tempo de vida médio (108 s), [Q] € a concentragéo do ligante que atua como
quencher (TH) e Ksv é a constante de quenching, a qual é obtida por meio do coeficiente
angular da linearizacéo Fo/F vs. [Q] (Fig. 4b). Os valores obtidos de Ksv e Kq estdo apresentados

na Tabela 1.
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Figura 4 - Resultados obtidos por fluorescéncia molecular. a) Perfil espectral da Hb (4,0 uM) com
adicao de incrementos crescentes de TH (0-800 uM); b) Curva linear para calculo da constante de
Stern-Volmer; ¢) Curva logaritmica dupla para célculo da constante de ligacdo e niUmero de sitios.
Condicéo: pH =7,4 (Fosfato 10 mM e 100 mM NacCl) a 30 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Além das constantes de Stern-Volmer e de quenching bimolecular, para avaliar a
magnitude da interacdo macromolécula-ligante e estequiometria do complexo formado,
calculou-se a constante de ligacdo (Kb) e 0 nimero de sitios de ligagdo (n), respectivamente,

por meio da Equacéo 2 (Fig. 4c):

log [(':O_F'F)}ﬂogl(b +nlog[Q] Equacéo (2)

Os valores de Ky e n séo obtidos pela regresséo linear a partir do grafico log[(Fo - F)/F]
vs. log[TH]. Os valores calculados para esses pardmetros estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros de ligagdo para o processo de interacdo entre Hb e TH em diferentes
temperaturas.

Constante de Stern-Volmer Parametros de ligacao
P ) K, K, )
(10° L mol ) (10"L mol's') (10°L mol")
22 6,71+£0,36  0,9914 6,71 1,58 £ 0,06 1,61 +0,02 0,9993
30 6,19+0,48 0,9855 6,19 1,41 £0,08 1,60 £ 0,02 0,9992
37 5274045 0,9833 5,27 1,09 £ 0,04 1,57 £ 0,01 0,9996

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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De acordo com a Tabela 2, observou-se que os valores de Ksy foram na ordem de 10° L
mol?, indicando o quanto houve de decréscimo do sinal analitico na presenca do agente
supressor. Por meio da variacdo dos valores de Ksv em fungdo da temperatura, foi possivel
caracterizar o mecanismo de quenching preferencial envolvido no processo de interacdo Hb-
TH. Segundo Cao e colaboradores (2018), existem diversos mecanismos de quenching, sendo
os principais classificados como estatico e/ou dindmico. No quenching dindmico, com 0
aumento da temperatura ocorre maior difusdo das moléculas e, por consequéncia um maior
numero de colisBes, levando ao aumento dos valores de Ksy. Em contrapartida, o quenching
estatico é caracterizado pela formacao de complexo supramolecular ndo fluorescente no estado
fundamental, e dessa forma com o aumento da temperatura ocorre reducéo dos valores de Ksv
uma vez que, em temperaturas mais elevadas ha uma diminuicdo da estabilidade do complexo
formado (BAGHERI; FATEMI, 2018). Como observado na Tabela 2, os valores das constantes
de Stern-Volmer diminuiram com o aumento da temperatura, dessa forma, o mecanismo de
quenching preferencial entre o timerosal e a hemoglobina ocorre via quenching estatico. Esse
mecanismo pode ser confirmado a partir dos valores das constantes de quenching bimolecular
(Kq), 0s quais foram maiores (na ordem de 10* L mol™s™) que a constante difusional limitante
(2,0x10% L mol™ s, corroborando com os resultados de He e colaboradores (2014), no estudo
da Hb frente a diferentes alcaloides.

Verificou-se também na Tabela 2 que os valores de Ky foram na ordem de 108 L mol*,
indicando elevada afinidade do ligante com a macromolécula. Os valores obtidos séo superiores
a dados reportados na literatura, como o trabalho de Santos e colaboradores (2018); e Chunmei
e colaboradores (2014) que avaliaram a interagdo do timerosal e do mercurio inorgéanico,
respectivamente, com a albumina do soro bovino e encontraram valores de Ky na ordem de 103
L mol™?. Esses dados sugerem que o timerosal possui maior afinidade com a hemoglobina
guando comparado a BSA, fato que pode explicar sua maior absor¢do pelos glébulos vermelhos
(GIBSON et al., 2017).

Além disso, observou-se que os valores de n foram aproximadamente 2, indicando
relacdo estequiométrica 2:1 (timerosal: hemoglobina), estes dados sdo concordantes com o
trabalho de Maurya e colaboradores (2018), o qual avaliou a interagcdo da Prometazina com a
hemoglobina humana.

A Hb humana possui seis residuos de cisteina livre (ndo oxidado), sendo que em cada
subunidade (dimero af3) apresenta um residuo de Cis93, o qual é cerca de cinco vezes mais
acessivel que o Cis112, enquanto Cis104 é considerado bloqueado (GHOSH et al., 2016). Uma

vez que existe elevada afinidade das espécies mercuriais (4&cidos moles) por residuos de cisteina
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livres (bases moles), ocorrendo a formacgéo da ligagdo Hg-S, tem-se como hip6tese que cada
molécula de hemoglobina se ligue a dois TH, por meio dos residuos de Cis93. Desta forma, a

estequiometria de 2:1 (TH:Hb) seria justificavel.

5.3.2.1.1 Método de Job

O método das variagdes continuas, conhecido como método de Job, é uma medida
numérica amplamente utilizada para a determinacdo da estequiometria de complexos
supramoleculares (ULATOWSKI et al., 2016; SHIRI et al., 2018). Dessa forma, para confirmar
a estequiometria do complexo Hb-TH o método de Job foi empregado, onde variou-se a fragdo
molar das duas espécies de 0 a 1. Os dados obtidos para esta avaliacdo sdo apresentados na
Figura 5, onde se avaliou a variacdo de fluorescéncia (F - Fo) em funcédo da fragdo molar do TH
(XTh).

Figura 5 — Perfil obtido pelo método das variacBes continuas para o sistema Hb-TH. Condicao:
pH = 7,4 (Fosfato 10 mM e 100 mM NaCl) a 30 °C.

(=

-40 -

-120

-160

00 02 04 06 08 10
X,=C,/(C,*+C)
Fonte: elaborado pela autora, 2020.
Com base no perfil obtido a fragdo molar equivalente ao TH foi igual a 0,68 enquanto
que para a Hb foi de 0,32; assim, a relagdo molar obtida é aproximadamente de 2:1 TH-Hb,

confirmando os resultados obtidos pela titulagdo espectrofluorimétrica.

5.3.2.1.2 Avaliagéo da cooperatividade do sistema Hb-TH
Segundo Nelson e Cox (2014), a hemoglobina possui duas conformacgdes principais
denominados estados R e T, definidos como relaxado e tenso, respectivamente. A ligacdo do

oxigénio na hemoglobina ocorre em ambos os estados, no entanto, apresenta maior afinidade
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com o estado R devido a uma maior estabilidade apds a ligagdo. Quando o oxigénio ndo esta
presente, o estado T é o mais estavel, sendo a conformacgdo predominante da hemoglobina
desoxigenada (desoxiemoglobina). Porém, quando este se liga ao estado T provoca uma
transicdo para o estado R, conduzindo a mudancas conformacionais nas subunidades of3 da
proteina. Essa ligacdo do oxigénio a hemoglobina € alostérica e cooperativa, ou seja, quando o
O2 se liga a um determinado sitio, a interacdo afeta as propriedades de ligac&o dos outros sitios
da proteina (LIU et al., 2011), por meio de intera¢cGes subunidade-subunidade. Este processo
cooperativo é descrito matematicamente pela equacdo de Hill (BOJKO et al., 2010):
ﬁ
F

0
F,—F
Qn 3

log =logK +n log[L] Equacéo (3)

onde Qm €é obtido a partir do coeficiente linear do grafico (Fo-F/Fo) vs. 1/[L] e K é a constante
de ligacdo. Para avaliar se hd ou ndo cooperatividade, emprega-se como critério a analise do
valor de nx (Fig. 6). Quando este é igual a 1, a interagdo com o ligante ndo é cooperativa,
podendo ocorrer em uma proteina multimérica caso ndo haja comunicacdo entre as suas
subunidades; quando ny > 1 indica cooperatividade positiva, ou seja, a interacdo de um ligante
facilita a interacdo de outras pequenas moléculas; por fim, quando ny < 1 indica cooperatividade
negativa, isto €, a interacdo com uma molécula de ligante dificulta a interacdo de outras (FARD
etal., 2012).

Figura 6 — Curva para célculo do coeficiente de Hill (ny) do sistema Hb-TH.
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Dessa forma, avaliou-se a cooperatividade do sistema Hb-TH, com base no coeficiente
de Hill obtido ny = 0,213+0,005, indicando que a interacdo macromolécula-ligante possui
cooperatividade negativa. De acordo com James e Ferrell Jr (2009) esse comportamento é
importante e bastante comum na maioria dos receptores acoplados a proteina G, além disto, ja
foi reportado comportamento similar nos estudos de interacdo da albumina do soro humano
com complexo com Co(lll), sendo ny = 0,632 (FARD et al., 2012).

5.3.2.1.3 Avaliacdo do mecanismo de ligacdo Hb-TH: ensaio de Ellman (determinacdo de
grupos tiois livres)

Buscando elucidar o mecanismo de interagdo entre a Hb humana e o TH algumas
estratégias foram empregadas. Inicialmente, aplicou-se 0 ensaio espectrofotométrico de
Ellman, o qual baseia-se na reacio entre o acido 5,5-bisditionitrobenzoico (DTNB?%) e o grupo
tiol livre (R-SH) levando a formacdo do acido tionitrobenzoico (TNB", Amax = 412 nm). No
entanto, para este ensaio verificou-se interferéncias espectrais devido a absorcéo da banda de
Soret da hemoglobina (Amax = 406 nm). Assim, de forma alternativa se empregou o &cido 6,6-
ditionicotinico (DTNAZ, Amax = 344 nm), conforme Figura 7 (Wille et al., 2011).

Figura 7 — Reacgéo de Ellman modificada.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Aplicando este procedimento quantificou-se dois residuos de cisteina livres, os quais,
estdo relacionados a Cis93 de cada cadeia B-globulin, estes sdo cerca de cinco vezes mais
acessiveis que os residuos Cisl112, enquanto os residuos Cisl04 (cadeia a-globulina) sdo
bloqueados, dessa forma, foi possivel quantificar dois residuos de cisteina, de seis possiveis na
Hb humana. A fim de investigar se o TH, era passivel de bloquear os residuos de cisteina,
inicialmente se empregou 0 NEM (bloqueador tradicional de grupos tiois) e o EtHgCI, como
sistemas modelos. Verificou-se que quando se incubou as misturas Hb + EtHg* e Hb + NEM
(Esquema 1) ocorreu reducdo de aproximadamente 97 e 88%, respectivamente, dos sinais
quando comparado ao sistema contendo apenas a Hb humana livre. Este resultado, comprova

que tanto o NEM como o EtHg" ligaram-se seletivamente aos residuos de cis livre da proteina,
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bloqueando-os e dessa forma, desfavorecendo a ocorréncia da reacdo com o DTNAZ, O TH
livre ndo apresentou sinal apreciavel, o que indica que o grupo tiol ndo esta livre (bloqueado).
No entanto, verificou-se que o sistema Hb + TH presentou sinal semelhante ao da Hb
livre, sendo entdo formuladas duas hip6teses (Esquema 1): (1) o DTNA? reage somente com
os residuos de cisteina livre da Hb formando o TNA", sem migracdo do EtHg" do TH para a Hb;
(2) ocorre reagéo entre a Hb e TH, com clivagem da ligagcdo S-Hg do TH e formacéo de um
aduto Hb-HgEt liberando ATS, o qual reage com DTNA? e forma o TNA", sendo monitorado
em 344 nm. Diante disso, para avaliar qual das hipoteses seria mais aceitavel, fez-se a anélise

de outros sistemas (Esquema 2).
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Esquema 1 - Reag0es realizadas usando o ensaio de Ellman. Condigdes: pH = 7,4 (Fosfatol0 mM com100 mM NaCl) a 30°C.
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Comentarios

1. Os residuos de cisteina livres da Hb reagem com o DTNAZ, sendo quantificados pelo ensaio de Ellman cerca de 2 residuos de cisteina por mol de Hb, os quais podem estar
relacionados aos residuos de Cis93, visto que sdo mais acessiveis que o Cis112 e os Cis 104 sdo bloqueados.

2. EtHgClI reage com os residuos de cisteina livres, bloqueando-os, e dessa forma impedindo que haja reacéo entre a Hb e 0 DTNAZ.

3. Similar ao EtHgCI, o ensaio com 0 NEM blogueou os grupos tiois e devido a isso ndo ocorreu reacao.

4. O TH ndo reagiu com o DTNA? nas condicdes avaliadas, logo, ndo ocorreu clivagem da ligacdo S-Hg e liberacéo de etilmercrio.

5. Devido a similaridade dos resultados relacionados aos sistemas Hb-TH e Hb livre, foram formuladas duas hip6teses a serem avaliadas:
(1) Néo ocorre nenhuma reacdo entre TH e Hb, logo, o sinal observado é referente a proteina livre (ordem 1);
(2) Ocorre reacdo entre TH e Hb com formacao de écido tiosalicilico (ATS), o qual reage com DTNA? e formando o TNA".

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Esquema 2 — Avaliacéo da possivel hip6tese da reagdo entre Hb e TH. Condicdes: pH = 7,4 (Fosfatol0 mM com100 mM NaCl) a 30°C.
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Comentarios
1. Baseada no ensaio de Ellman ocorre reacdo entre a cisteina e 0 DTNA?, formando o TNA™ o qual é monitorado a 344nm.
2. O 4cido tiosalicilico (ATS) reage com DTNAZ de maneira analoga a cisteina, no entanto como os sinais de absorvancia desses tiéis ndo apresentaram diferenca significativa,
pode-se inferir que ambos apresentam reatividade semelhante frente a0 DTNAZ,
3. A Hb reage com DTNAZ, no entanto apresenta sinal de absorvancia que correponde a cerca de 2 residuos de cisteina como verificado anteriormente (esquema 1).
4. N&o ocorre reacdo, uma vez que nesse caso ha apenas a soma matematica dos sinais de absorvancia das solugdes individuais de ATS (a) e Hb (b).
5. Comparando-se a soma das absorvancias de cada solucdo separadamente (ATS e Hb) com a solugdo mista (ATS+Hb), verificou-se que ndo houve diferenca significativa,
confirmando a hipétese 2.

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Verificou-se que o sinal analitico das solu¢des a mesma concentracdo de Cis e ATS (na
presenca de DTNAZ) foram similares, indicando que o reagente colorimétrico reage com o tiol
alifatico (Cis) e aromatico (ATS) na mesma proporcao. O valor do sinal de absorvancia da
solucéo de Cis ou ATS, correspondeu a cerca de 60% do sinal da solugéo de Hb, enquanto que,
0 somatério dos sinais da Hb livre e ATS, foi proximo ao sinal da mistura Hb + ATS,
evidenciando que o DTNA? reage tanto com a Hb quanto com o ATS. Baseado nisso, pode-se
sugerir que ha transferéncia de EtHg" do TH para os residuos de Cis93 da Hb humana e

liberacdo do ATS, o qual, pode interagir com residuos de aminoacidos positivos do aduto Hb-

HgEt. Portanto, a hipotese (2) mostrou-se mais adequada quanto ao mecanismo entre Hb e TH
(Figura 8).

Figura 8 — Mecanismo genérico de reacdo/interagdo proposto para o sistema timerosal e
hemoglobina em condigdes fisioldgicas baseado em evidéncias experimentais.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Por fim, para reforcar, essa hipotese, realizou-se titulagdes espectrofluorimétricas da Hb
humana com TH, na presenca de NEM e EtHg" (Figura 9) e observou-se reducdo substancial
nos valores das constantes de ligacdo (Kb), indicando a validade da hipdtese (2).
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Figura 9 — Efeito do EtHgCl e NEM no valor da constante de ligagdo do sistema Hb-TH. Kb e Kb’
representa a constante de afinidade na auséncia e presenca de grupos tiois bloqueados,
respectivamente. Condicdo: [Hb] =4 uM e [TH] = 4-100 uM; pH = 7,4 (Fosfato 10 mM, 100 mM
NaCl) a 30°C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

5.3.2.2 Parametros termodindmicos

Segundo Mu et al., 2018, as principais interacdes ndo covalentes envolvidas na ligacéo
entre pequenas moléculas e proteinas sao as forcas de Van der Waals, interac6es hidrofobicas,
eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio. Uma vez determinados os valores de Ky a diferentes
temperaturas, foi possivel calcular os parametros termodindmicos como variacdo da entalpia
(AH) e entropia (AS) por meio da aplicagdo da equacéo de Van't Hoff (Equacéo 4), buscando
inferir sobre as principais forcas intermoleculares que regem o processo de interacgéo.

Ink, =— 20 | 11,4 Equadio (4)
N qua

onde Kb representa a constante de ligacdo, T a temperatura em Kelvin (K) e R a constante do

gas ideal (8,314 J K mol™?). Os valores de AH e AS podem ser obtidos por meio dos

coeficientes angular e linear, respectivamente do grafico InKy vs. 1/T (Fig. 10).
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Figura 10 — Curva de Van’t Hoff para calculo dos parimetros termodinimicos.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Enquanto que o valor da energia livre de Gibbs foi calculado em fung&o dos valores de

AH e AS (Equacgdo 5):
AG = AH-TAS Equacéo (5)

Segundo Bagheri e Fatemi (2018), a interacdo por forcas eletrostaticas é dominante
quando AH < 0 (ou AH = 0) e AS > 0, enquanto que interacdes hidrofobicas sdo consideradas
a principal forga quando AH > 0 e AS > 0. Por fim, as ligacOes de hidrogénio e interacfes de
Van der Waals sdo associados com AH < 0 e AS < 0. Os valores de AH e AS obtidos foram -
20,04 kJ molt e + 51,24 J mol! K1, respectivamente, ou seja, AH < 0 e AS > 0, logo as
principais forcas envolvidas nesse processo sdo as interacdes eletrostaticas. Esse resultado
corrobora com a estrutura do timerosal, uma vez que em condicdes fisiologicas (pH = 7,4), a
carga parcial do oxigénio é negativa, pois 0 pKa do grupo carboxila é aproximadamente 3,05
(SANTOS et al., 2018). Assim, em virtude dessa carga podem ocorrer interacOes eletrostaticas
com residuos de aminoacidos positivos presentes na proteina (ou no aduto Hb-HgEt), como
lisina, arginina e histidina. Adicionalmente, obteve-se os valores de AG negativo -35,20; -35,56
e 35,92 kJ mol™ (23, 30 e 37°C, respectivamente) sugerindo que o processo de interagdo entre
a hemoglobina e o timerosal ocorre espontaneamente (LI et al., 2015).

5.3.2.2.1 Avaliacgdo da forga ibnica
Para avaliar se as interacOes eletrostaticas sdo realmente as preferenciais no processo de

interacdo Hb-TH, empregou-se o ensaio de avaliacdo da forca ibnica, onde a magnitude da
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constante de interacdo (Kp) foi analisada frente a diferentes concentracGes de cloreto de sodio
no meio (0-100 mM). A Figura 11 apresenta os resultados obtidos para essa avalia¢ao.

Figura 11 — Efeito da forc¢a i6bnica no complexo hemoglobina-timerosal. Condicdo: pH = 7,4
(Fosfato 10 mM a 30°C).
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Conforme apresentado na Figura 11, ocorre uma diminui¢do de cerca de 61% nos
valores de Kp em fungdo do aumento da concentracdo do sal, quando comparado a condicéo na
auséncia de NaCl. Este resultado indica que as interacGes eletrostaticas sdo as forcas
preferenciais que regem o processo de interacéo entre a hemoglobina e o timerosal, onde ocorre
atracdo entre a carga negativa presente no TH com os residuos de aminoacidos carregados
positivamente da proteina. Esses resultados confirmam os dados obtidos com base nos

parametros termodinamicos citados anteriormente.

5.3.3 Avaliacdo de mudancas conformacionais na estrutura da proteina
5.3.3.1 Avaliacéo da interagéo por espectroscopia de absor¢cao molecular no UV-vis

A espectroscopia de absor¢do UV-visivel é uma técnica importante que pode ser usada
para explorar mudangas estruturais da proteina e avaliar a formacéo de complexos proteinas-
ligantes (AJMAD et al., 2016). O espectro de absorcdo da hemoglobina apresenta trés bandas
de absorcdo caracteristicas (todas transi¢cdes m-m*) nos seguintes comprimentos de onda 205,
276 e 405 nm (Fig. 12a), os quais referem-se as ligacOes peptidicas da estrutura proteica (mais

precisamente o grupo carbonila); os residuos de aminoacidos aromaticos 0s quais Sdo 0S
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cromoforos naturais das proteinas; e a banda da porfirina de Soret a qual origina-se do grupo
heme, respectivamente (KHAN; KUMAR, 2016).

Figura 12 - Resultados obtidos por espectroscopia no UV-vis. a) Perfil espectral da hemoglobina
e suas respectivas transicoes; b) Espectros de absorcéo da Hb (10 uM), TH (25 uM), complexo Hb
+ TH e subtracéo dos espectros (Hb + TH) — TH. Condi¢do: pH = 7,4 (Fosfato 10 mM e 100 mM

NaCl) a 30 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Assim, para avaliar se ocorre a formagdo de complexo entre o timerosal e a
hemoglobina, registrou-se os espectros da Hb livre e ligada ao timerosal, do ligante livre e 0
espectro de subtracdo do complexo (TH-HDb) e timerosal livre (TH), como mostra a Figura 12b.
Verifica-se que ocorre um aumento na intensidade da banda de Soret (cerca de 8,6 %) apds
adicdo do timerosal, caracterizando efeito hipercrémico, e que o espectro de absorcao referente
a subtracdo do complexo supramolecular pelo timerosal, ndo foi sobreponivel ao espectro da
hemoglobina livre, indicando que estd ocorrendo interacdo entre a macromolécula e o ligante
avaliado (HE et al., 2014).

Adicionalmente, foi possivel (re)avaliar o mecanismo de quenching preferencial, uma
vez que, quando o mecanismo de interagdo ocorre por quenching estatico, o espectro de
absorcdo da proteina € alterado na presenca do ligante, visto que ha formacdo de complexo
supramolecular no estado fundamental. Em contrapartida, quando o mecanismo de interacédo
acontece por quenching dinamico, o espectro de absorcdo da proteina ndo é alterado com adi¢ao

do ligante, pois este ocorre no estado excitado (DANTAS et al., 2017). Assim, para esta analise,
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avaliou-se o sinal de absorvancia do complexo formado (Hb-TH) e a soma dos sinais da
proteina e timerosal livres, utilizando como critério, se a soma dos sinais das espécies livres é
igual ao do complexo Hb-TH. Assim, pode-se verificar a ocorréncia do efeito aditivo da lei de
Beer, caso contrario, tem-se a evidéncia da formacéo de complexo supramolecular. A Tabela 3
mostra a avaliagdo quantitativa dos sinais de absorvancia das bandas apresentadas na Figura
10b, onde os valores de AA, foram calculados por AA = A(complexo) — A(Hb + TH).

Tabela 3 - Valores de absorvancia para a hemoglobina (10 uM) e timerosal (25 uM) livres,
complexo Hb-TH e mistura Hb+TH.

A/ nm Apy/ a.u. Arn/ a.u. Appre/ au.  Anpern/ aa AA
205 1,4494 1,3077 2,1180 2,7571 -0,6391
276 0,1402 0,1933 0,3621 0,3335 +0,0286
405 0,3253 0,0001 0,3521 0,3254 +0,0267

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Como mostrado na Tabela 3, os valores de AA foram diferentes de zero (AA # 0),
indicando que estdo ocorrendo modificacbes espectrais, caracterizando o mecanismo de
guenching como estatico, e confirmando os resultados obtidos por fluorescéncia molecular.
Vale ressaltar que a maior variagéo foi observada no comprimento de onda correspondente as
ligacdes peptidicas (205 nm), indicando que a estrutura da proteina é modificada apés ligacdo

do timerosal, o qual serd melhor discutido nas se¢cdes posteriores.

5.3.3.2 Fluorescéncia tridimensional (3D)

A fluorescéncia tridimensional (3D) é uma técnica til para avaliar possiveis mudancas
conformacionais na estrutura das proteinas e no microambiente de seus fluoréforos, durante a
complexacdo com pequenas moléculas, alterando simultaneamente os comprimentos de onda
de excitacdo e emissdo (SHANMUGARAJ et al., 2015). Dessa forma, para esta analise,
realizou-se os espectros 3D para a hemoglobina na auséncia e presenca do timerosal, onde 0s

mapas de contorno estdo apresentados na Figura 13.



130

Figura 13 — Espectros de fluorescéncia tridimensional para a hemoglobina (4,0 uM) na auséncia
() e presenca (b) de timerosal (200 uM). Condicdo: pH = 7,4 (Fosfato 10 mM, 100 mM NaCl) a

30 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

De acordo com a Figura 13a, observa-se a presenca de trés picos, nomeadamente pico
1,2 e 3, onde o primeiro pico (Aem= Aex) refere-se ao efeito do espalhamento Rayleigh; o pico 2
(hex /Aem: 297/334 nm) representa a fluorescéncia intrinseca da proteina, ou seja, aos residuos
de Tir e Trp; e o terceiro pico (Aex /Aem: 268/331 nm) € caracteristico dos residuos aromaticos
locais (Tir e Trp) de maneira semelhante ao pico 2 por excitacdo a 280 nm, mas nao por causa
da emissdo do esqueleto polipeptidico de proteinas (DAS et al., 2018). Os principais parametros
associados aos espectros 3D estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4 — Parédmetros relacionados aos espectros de fluorescéncia 3D.

Hemoglobina Hemoglobina - TH
Pico Posicio Stokes! . Posicio Stokes! .
1 (}\'ex: ;\‘em) 0 - O\‘ex: kem) 0 -
351 325
2 297/334 37 297/329 32
(100%) (7,4%)
116 37
2 1 2 24
3 68/33 63 (100%) 58/3 66 (68.1%)

Fonte: elaborado pela autora, 2020. / *Deslocamento Stokes

Comparando os mapas de contorno referente ao espectro da hemoglobina livre (Fig.13a)
e ligada (Fig. 13b), verifica-se que, ap0s a adicdo do timerosal, ocorre uma reducdo de

aproximadamente 7,40 e 68,1 % nos picos 2 e 3 (Tabela 4), respectivamente, indicando que
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ocorrem alteragdes estruturais na estrutura secundaria e terciaria da hemoglobina (DAS et al.,
2018), as quais podem acarretar em mudancas no desempenho de suas funcgdes, uma vez que
h& perda de sua estrutura nativa. Além disso, observa-se que o deslocamento Stokes foi
modificado apoés a ligacdo do TH a hemoglobina, sugerindo que pode ter ocorrido alteracfes
tanto no microambiente dos Trp quanto na conformagéo da mesma. Esses dados corroboram
com o trabalho reportado por He e colaboradores (2014), os quais avaliaram a interacdo de
alcaloides com a hemoglobina humana e verificaram que, devido a complexacgédo dos ligantes a

macromolécula, ocorrem mudancas na conformacéo da proteina.

5.3.3.3 Fluorescéncia sincronizada

A técnica de fluorescéncia sincronizada concebida por J. Lloyd em 1971, é uma
ferramenta utilizada para explorar as alteracbes no microambiente dos residuos de tirosina e
triptofano isoladamente, por meio da analise dos espectros de emissdo, onde se mantém fixo
um AXA em fun¢do do comprimento de onda de excitagdo (NAVEENRAJ et al., 2012). Assim,
quando se aplica AA = 15 nm monitora-se seletivamente os residuos de Tir, e quando o AL = 60
nm o residuo de Trp é avaliado (CHUNMEI et al., 2014), como mostra a Figura 14a. Os
espectros referentes a titulacdo da hemoglobina com o timerosal obtidos quando AL = 15 e 60
nm, estdo apresentados nas Figuras 14b e 14c, respectivamente.

Verifica-se nas Figuras 14b e 14c, que ao adicionar quantidades crescentes de timerosal
ao sistema, ocorreu diminuicdo gradual no sinal de fluorescéncia, bem como deslocamento do
maximo de emissdo (Almax = +3 nm) para maiores comprimentos de onda relacionado ao
residuo de triptofano. Esses dados indicam que estdo ocorrendo mudangas no microambiente
préximo ao Trp, tornando-o0 mais hidrofilico, isto é, mais exposto ao solvente (MAKARSKA-
BIALOKOZ, 2017), em decorréncia de alteracbes na conformacdo da hemoglobina. Além
disso, foi possivel calcular a constante de Stern-Volmer (equacgdo 1), para avaliar a magnitude
do decréscimo do sinal analitico, onde Ksv € maior para o Trp (3,33+0,14x10° L mol™?) quando
comparado a Tir (1,67+0,05x10° L mol™?), sugerindo que estes residuos influenciam de forma

mais significativa no processo de interacdo (DANTAS et al., 2017).
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Figura 14 — Resultados obtidos empregando estudos de fluorescéncia sincronizada. a) Espectros
de emissao dos residuos de tirosina (AL = 15 nm) e triptofano (AL = 60 nm); Espectro de emissao
para o residuo de tirosina (b) e triptofano (c) apés incrementos crescentes de timerosal (0-320 uM
e 0-280 pM, respectivamente). Condicdo: [Hb] = 1,0 uM; pH =7,4 (Fosfato 10 mM, 100 mM NacCl)
a 30 °C.
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Nesse sentido, pode-se inferir que os residuos de Trp da hemoglobina, mais
precisamente o B-37Trp (KAZEMI et al., 2017) localizado na interface o 1B2 (principal fonte
de emissdo na Hb), deve estar mais proximo ao sitio de ligacdo. Resultados similares foram
obtidos por Basu e Kumar (2016), os quais avaliaram a interacdo da hemoglobina humana com
a tartrazina e concluiram que os residuos de Trp contribuem mais significativamente no

processo de interagao.

5.3.3.4 Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular (CD) sdo empregados para investigar mudancas na
estrutura secundaria das proteinas (CAO et al., 2018). Assim, os sistemas Hb livre e Hb-TH
foram avaliados e comparados, sendo os resultados de CD expressos em funcdo da elipticidade

molar média do residuo (EMR, deg cm? dmol™), de acordo com a equag&o 6.

_ DC(med)observado
C,xnxLx10

EMR

(deg em’dmol™) Equacio (6)

em que C,, é a concentragcdo molar da hemoglobina, n é o nimero de residuos de aminoacidos

(574 para hemoglobina humana, SEM et al., 2018) e L é o comprimento do percurso (0,1 cm).
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O conteudo de elipticidade foi calculado a partir dos valores de EMR em 222 nm, empregando
a equacdo 7, respectivamente.
EMR,,,-2340
3000

a-hélice(%)=— x100 Equaco (7)

[P

onde EMR22. representa os valores de EMR e 33000 corresponde ao valor de EMR da a-hélice
puraa 222 nm.

O espectro da Hb humana apresenta um perfil tipico com duas bandas negativas em 208
e 222 nm, caracterizando o contetudo de o-hélice (Figura 15a), em virtude das transi¢des m—>m"
da a-hélice e n—»n" da cadeia polipeptidica, respectivamente. A adicio de TH, levou a
diminuicdo da intensidade do sinal, em ambas as bandas, entretanto ndo foi verificado
deslocamento dos minimos de absor¢do. O contetido de a-hélice na auséncia do timerosal foi
de 36,6%, contudo, ao adicionar timerosal nas proporgdes 1:2.5, 1:5 e 1:12.5, o percentual de
a-hélice aumentou para 39,8, 41,6 e 44,5%, respectivamente. Esse resultado indica que o ligante
interage com a hemoglobina, alterando sua conformacéo e consequentemente formando uma
estrutura mais estavel (SANTOS et al., 2018). Esses dados sdo concordantes com o trabalho
reportado por Hazra et al. (2013), que avaliou a ligacdo de diferentes alcaloides com a
hemoglobina humana e obtiveram percentuais de a-hélice para a Hb pura de aproximadamente
38 %.

Figura 15 — Espectros de dicroismo circular da (a) hemoglobina e (b) banda da porfirina de Soret
na presenca de TH. Condigédo: pH = 7,4 (Fosfato 10 mM, 100 mM NaCl) a 30 °C.
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Fonte: elaborado em colaboragdo com o Grupo de Estudos em Quimica Organica e Bioldgica (UFMG), 2020.
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Para avaliar a deformacdo do anel porfirinico na presenca do TH, a banda de Soret foi
monitorada empregando diferentes proporgdes de Hb:TH (Figura 15b). Verificou-se um
maximo positivo em 413 nm e um pequeno vale negativo de 370-395 nm. Na presenca de
diferentes excessos de TH (1:2.5; 1:5 e 1:10), a intensidade da banda de Soret diminuiu,
evidenciando que a ligacdo do TH alterou a planaridade e a transigao eletronica n—n* do anel
da porfirina, possivelmente, interferindo na capacidade da proteina em se ligar e transportar
oxigénio. Por fim, esses dados sdo concordantes com os trabalhos reportado por Chatterjee e
Kumar (2014 e 2016), os quais avaliaram a ligacao de diferentes corantes com a Hb humana.

5.3.3.5 Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

Segundo Naveenraj e colaboradores (2012), o ensaio de transferéncia de energia tem
sido amplamente utilizado para o estudo de interagfes entre pequenas moléculas e proteinas,
pois permite avaliar a distancia intermolecular doador-receptor. O processo de FRET é um
fendmeno fisico na qual ocorre a transferéncia de energia no estado excitado de uma molécula
doadora (fluoréforo) para uma aceptora (ligante), podendo o ligante absorver essa energia e
emiti-la na forma de fluorescéncia ou atuar como espécie quencher (LAKOWICZ, 2006).

A eficiéncia deste processo esta baseado nos seguintes parametros (GHOSH et al.,
2016): (i) o doador deve possuir um elevado rendimento quantico; (ii) haver sobreposicao
espectral entre a emissdo do doador (Hb) e a absorcéo do receptor (TH); (iii) a distancia (ro)
entre o doador e receptor deve estar contida no intervalo de 2-8 nm; e (iv) deve haver uma
orientacdo adequada dos dipolos da molécula doadora e receptora. Dessa forma, de acordo com
a teoria de Foster, a energia transferida durante o processo de interacdo pode ser calculada a
partir da Equacdo 6 (LI et al., 2015):

Equacéo (6)

em que, Ro é a distancia critica de Forster, quando 50% (0,5) da energia de emissdo do doador
é transferida para o receptor, a qual é descrita pela Equacéo 7:

8,8x10°k*dJ ~
RS = — N Equacdo (7)
em que, K2 é o fator que descreve a orientacéo dos dipolos de transicdo do doador e do receptor
(K2 = 2/3 para orientacéo aleatoria em solucdo fluida), N é o indice de refragdo médio do
meio (1,36), @ (0,06 para hemoglobina humana) é o rendimento quantico da hemoglobina

(DAS et al., 2018). O parametro J, corresponde a area de sobreposic¢do do espectro de emisséo
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de fluorescéncia normalizado da Hb em relacdo ao espectro de absor¢do do TH. A area de
sobreposicao (J) pode ser calculada conforme Equacao 8 (AJMAL et al., 2016):

_ D F(We()R AL N
= Z FOOAN Equacéo (8)

onde, F()) € a fluorescéncia da proteina normalizada na faixa de comprimento de onda A (A
+AL), e &) é o coeficiente de absortividade molar do timerosal. A Figura 16 mostra a
sobreposicdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia da hemoglobina e o espectro de
absorbancia UV-vis do timerosal, utilizado para determinar a distancia doador-receptor (ro).

Figura 16 — Sobreposicéo dos espectros normalizados de fluorescéncia da Hb (10 uM) e absorcéo
molecular do TH (20 pM). Condicédo: pH = 7,4 (Fosfato 10 mM, 100 mM NacCl) a 30°c.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

A partir da aplicacdo das equacOes 6, 7 e 8 obteve-se os parametros ro, Ro, E e J, em trés
diferentes concentracdes do ligante, os quais estdo sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5 — Parédmetros calculados em relagdo ao processo de FRET.

Proporcéo (Hb:TH) J (10 cm?L mol?) E Ro (nm) ro (nm)
1:1 1,587 0,050 1,61 2,63
1:2 1,557 0,080 1,61 2,41
1:4 1,516 0,181 1,60 2,06

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Verifica-se na Tabela 5 que os valores de ro estdo contidos no intervalo de 2-8 nm, e que
com o0 aumento da proporcdo P:L (Hb:TH) ocorre uma diminuicdo desta distancia, em
decorréncia de uma maior probabilidade de ligagdo entre o timerosal e hemoglobina. Além

disso, observou-se que os valores da transferéncia de energia (E) foram menores que 50%,
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assim, 0,5Ro < ro < 2,0Ro, sugerindo que transferéncia de energia da hemoglobina para o
timerosal ocorre com elevada probabilidade (HE et al., 2014). Tais resultados séo concordantes
com o trabalho de Makarska-Bialokoz (2017), o qual avaliou a interagdo do &cido urico com a
hemoglobina humana.

Baseado nesses resultados, pode-se fazer uma analise comparativa dos dados obtidos
pela titulacdo espectrofluorimétrica e absor¢do no UV-vis, onde verificou-se que o mecanismo
de guenching preferencial é o estatico, o que € concordante com os dados de FRET, visto que
para a formacdo de complexo supramolecular no estado fundamental é necessario que a

transferéncia de energia seja eficiente (MAURYA et al., 2018).

5.3.4 Avaliacdo de competidores no processo de interacdo Hb-TH

Segundo Farrell (2011), o sangue é formado por trés componentes principais: 0S
glébulos vermelhos (eritrocitos), as células brancas (leucdcitos), as plaquetas e o espaco
extracelular em torno dessas células denominado plasma, o qual € cerca de duas vezes maior
qgue o volume intracelular ocupado pelas células (60-80%). No plasma, existem algumas
espécies que desempenham papeis vitais e sua ligacdo a proteinas podem favorecer ou
desfavorecer o processo de interagdo macromolécula-ligante (SANTOS et al., 2018). Assim,
avaliou-se a influéncia de 10 espécies competidoras: Ca(ll), Mg(ll), Fe(lll), anion fosfato,
glicose, e hidrogenocarbonato, glicose, , &cido oleico, linoleico, palmitico e estearico, no
processo de interacdo entre hemoglobina e timerosal. As concentracBes destas espécies no
plasma, bem como a proporcao competidor:proteina estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentragdo de espécies presentes no plasma/soro humano.

Espécies Concentragédo no Concentragédo Proporgéo Referéncia
plasma/soro (mM) adotada (mM)  [competidor]:[Hb]
Manascero-Gomez,

Hb 1,86-2,71 2,30 - etal., 2015,
Ca(ll) 2,15 - 2,50 2,45 1:1
Mg(1l) 0,63 -1,00 0,70 1:1 Bishop; fodey;
Fe(lll) 0,65-1,70 1,05 1:1 schoeff, 2005.
Fosfato 0,87 -1,45 0,70 1:1
HCOs 21,0 -30,0 24 1:10 Motta, 20009.

. ) Bishop; Fodey;
Glicose 3,9-6,0 4,90 1:2 Schoeff, 2005.
Ac. oleico 1,28-3,21 2,80 1:1 Glaser et al., 2010;
Ac. linoleico 2,56 - 4,92 3,50 1:2 Almeida et al., 2002;
Ac. palmitico 1,63 - 4,06 2,80 1:1 Spahis et al., 2015;

o . Abdelmagid et al.,
Ac. estearico 0,49-1,05 1,05 1:1

2015.

Fonte: adaptado de Santos et al., 2020.
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Para avaliar se determinado competidor favorece ou desfavorece o processo de interacéo
Hb-TH, utilizou-se como parametro a comparacao das constantes de ligacdo na auséncia (Kp) e
presenca destas espécies (Kp'). Assim, quando a razdo K, /Ky > 1, € um indicativo de que o
competidor favorece a interagéo, caso contrario (Ky/Kp < 1), que o processo de interacdo é
desfavorecido (Figura 17).

Figura 17 — Efeito de espécies competidoras nos valores das constantes de ligacdo (Ky) relativo a
interagdo Hb-TH. Condicao: pH = 7,4 (Fosfato 10 mM, 100 mM NaCl) a 30 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

A Figura 17 mostra os resultados obtidos para essa avaliacdo, onde observa-se que
fosfato, glicose, Fe(lll) e os &acidos linoleico e estedrico ndo influenciaram o processo de
interacdo, visto que Ky'/Kjy foi proximo a unidade. Entretanto, o &nion hidrogenocarbonato e os
acidos oleico e palmitico, desfavorecem o processo de interacdo, indicando que houve
competicdo entre a espécie e o ligante pelo mesmo sitio de ligacdo da macromolécula ou que a
espécie interage com o ligante (ou proteina) tornando a interacdo proteina-ligante menos
favoravel (YAN et al., 2013). Em contrapartida, os ions Ca(ll) e Mg(Il) favoreceram o processo
de interacdo Hb-TH, possivelmente por conduzir a alteraces na conformacao da proteina ou a
formagéo de um complexo TH-Ca(ll) ou TH-Mg(Il), com maior afinidade pela Hb, tornando-a
mais favoravel para a interacdo com o timerosal. Gericke e colaboradores (1993), avaliaram o
efeito do grupo tiol do timerosal sobre a concentracdo de calcio intracelular em celulas
endoteliais do corddo umbilical humano, e observaram que a adi¢do do timerosal induziu um
aumento do calcio intracelular e por consequéncia, houve uma diminuicao do calcio livre. Esses
resultados mostram que ha uma elevada afinidade entre TH e Ca(ll), o que pode explicar o
aumento da constante de ligacdo com a proteina. Elferink e Koster (1998), investigaram o efeito

do timerosal na migracao de neutrofilos, e verificaram que ocorre um aumento nesta migracao
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na presenca de ions divalentes como calcio e magnésio, sendo o efeito desses ions bastante
semelhante. Esses dados indicam que devido a similaridade de suas propriedades, célcio e
magnésio atuam de forma equivalente o que pode explicar o aumento nos valores das constantes

de ligacdo com a hemoglobina.

5.3.5 Avaliagdo de efeitos quimicos no processo de interacdo Hb-TH
5.3.5.1 Avaliacéo de sitios hidrofobicos da hemoglobina

A sonda ANS (&cido 1-anilinonaftaleno-8-sulfonico, Fig. 18a) tem sido bastante
empegada para avaliar a hidrofobicidade de proteinas (GUAN et al., 2014; CATTONI et al.,
2009). Esta sonda possui um baixo rendimento quéantico de fluorescéncia em meio aquoso, mas
apos a sua ligacdo em regides hidrofobicas da macromolécula, a fluorescéncia aumenta
significativamente (Fig. 18b). Dessa forma, o aumento do sinal analitico é utilizado como
pardmetro para medida de hidrofobicidade da superficie da proteina (SNEHARANI, 2016). A
sonda ANS foi utilizada para avaliar se o sitio de ligacdo preferencial do timerosal ocorre em
regides hidrofobicas da hemoglobina. Para tanto, avaliou-se o efeito de incrementos crescentes
do ligante avaliado ao sistema Hb-ANS, como mostrado na Figura 18c.

Figura 18 — a) Estrutura quimica do ANS, b) Intensidade de fluorescéncia do ANS (4 M) na
auséncia e na presenca da Hb (4 pM), c) Intensidade de fluorescéncia do sistema ANS-Hb na
presenca de diferentes concentragdes de timerosal (0-256 nuM). Condi¢do: pH = 7,4 (Fosfato 10
mM, 100 mM NacCl) a 30 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

A presenca de um ligante que possui 0 mesmo sitio de ligacdo com a proteina no sistema,
pode levar a um deslocamento do ANS da macromolécula, e por consequéncia conduzir a uma

diminuicdo na intensidade de fluorescéncia, pois parte do ANS estaria em sua forma livre.
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Baseado nisso, verifica-se na Figura 18c que, com a adicdo de timerosal ao sistema contendo
Hb-ANS, ocorreu aumento gradual no sinal analitico, indicando que o ligante avaliado ndo
interage preferencialmente com sitios hidrofébicos da proteina, mas conduz a alteracdes
conformacionais de tal modo que eleva o grau de hidrofobicidade da superficie da
macromolécula.

Esses dados sugerem que a ligagdo do timerosal, ndo ocorre com 0s amino&cidos
presentes no nucleo da biomolécula, uma vez que proteinas globulares possuem como
caracteristica um denso nucleo hidrofébico (NELSON; COX, 2014). Logo, supbe-se que 0
processo de reacdo/interagdo ocorra majoritariamente com os residuos de aminoacidos mais

externos, como por exemplo Cis93, como visto anteriormente.

5.3.5.2 Avaliacdo do perfil de migracao eletroforética

A eletroforese é uma das técnicas de separacdo mais empregadas em analises de
proteinas, em virtude de sua alta eficiéncia e baixo consumo de amostras e reagentes (HAJBA,
GUTTMAN, 2017). Assim, para avaliar se ocorrem mudancas no perfil de migracdo
eletroforética da hemoglobina na presenca do timerosal, realizou-se estudos de eletroforese em
gel de poliacrilamida (Native-PAGE), como mostrado na Figura 19.

Figura 19 — Efeito da adicdo de incrementos crescentes de timerosal a hemoglobina na mobilidade
eletroforética por Native-PAGE.
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Fonte: realizado em colaboracdo com o Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos (LBFI-UFAL), 2020.
Baseado na Figura 19, observa-se que, com a adi¢do de incrementos crescentes de
timerosal ocorreu reducdo na mobilidade eletroforética quando comparado a Hb livre
(controle), em decorréncia da formacio de complexo macromolécula-ligante (TRNKOVA et
al., 2011). Esse comportamento sugere que a proteina se torna mais aniénica e com maior
massa ao se ligar ao timerosal, acarretando em atraso nas bandas. Esses dados confirmam os
resultados obtidos por DLS em que h& formacéo de aglomerados entre a hemoglobina e o

timerosal, e corroboram com dados ja publicados na literatura (GHOSH et al., 2016).
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5.3.5.3 Andlise da dispersdo dindmica de luz (DLS)

Segundo Lorber e colaboradores (2012), a técnica de dispersdao dinamica da luz
compreende uma importante ferramenta utilizada para avaliar agregados em solucdes
macromoleculares, determinar o raio hidrodindmico de proteinas e acidos nucléicos; bem como
para monitorar a formacdo de complexos macromolécula-ligante. Dessa forma, empregou-se
esta técnica para investigar se a complexacdo do timerosal com a proteina causa mudanga no
raio hidrodindmico da Hb em sua forma livre, obtendo-se raio hidrodindmico da hemoglobina
pura igual a 9,14+0,88 nm, e com a adicao de timerosal ao sistema nas propor¢ées molares 1:1
e 1:50, ocorreu um aumento do raio para 11,61+1,26 e 12,15+£0,94 nm, respectivamente,
indicando uma provavel formacao de agregados de hemoglobina ap6s a interagdo com o ligante
avaliado. Resultados semelhantes foram reportados por Basu e colaboradores (2016), os quais
avaliaram a interacdo da tartrazina com a hemoglobina humana, sendo o raio hidrodinamico
médio da Hb pura igual 8.80 + 0.15 e ap6s complexacdo com o ligante, se observou aumento
para 13.6 £ 0.30 nm, sugerindo formacéo de agregados macromoleculares.

5.3.6 Avaliacdo dos efeitos bioldgicos no processo de interacdo Hb-TH
5.3.6.1 Influéncia do timerosal no processo de glicagéo in vitro

A glicacdo desempenha um papel importante na modificacdo e agregacdo de proteinas
e ocorre pela capacidade de formacdo de ligacGes cruzadas de proteinas encontrada nos AGESs
(Taghavi et al., 2017). AlteracGes em proteinas da matriz extracelular devido a formacéo de
AGEs prejudicam a integridade estrutural e a funcdo, levando ao desenvolvimento e / ou
progressdo de diferentes patologias, como aterosclerose, doenca de Alzheimer, neuropatia,
retinopatia diabética, nefropatia diabética e cancer, entre outras (Torres et al., 2018; Salar et al.,
2019). Como mostrado na Figura 20a, ap6s um periodo de incubacédo (1 semana), com tampéo,
a hemoglobina (Hb) ndo apresentou fluorescéncia nos comprimentos de onda selecionados. Na
presenca de frutose e glicose, a intensidade fluorescente indicava formacdo de AGE
fluorescente. O timerosal influencia a formagdo de AGE, uma vez que o sinal de fluorescéncia
aumentou sete vezes em comparacao com o sistema HbFG (controle). Além disso, o efeito do
timerosal na formacéo de AGE era dependente da concentragéo.

5.3.6.2 Avaliacdo de mudancas estruturais empregando Tioflavina T (ThT)
A formacéo de fibrilas amiloides em sistemas de hemoglobina submetidos a glicagéo,

tanto na presenga quanto na auséncia de timerosal em diferentes concentracgdes, foi realizada
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com a sonda ThT (Figura 20b). A THT é um corante benzotiazol comumente usado para
diagnosticar fibrilas amildides a partir do aumento da intensidade fluorescente na presenca de
agregados amiloides (Biancalana e Koide, 2010). Apds o periodo de incubacdo de 1 semana,
observou-se (Figura 20b) que o sistema HbFG (na qual a Hb foi submetida a glicacdo por
frutose e glicose) apresentou maior fluorescéncia quando comparado ao sistema Hb (na qual a
Hb foi incubada apenas com tampao fosfato a 50 mM e pH = 7,4). A fibrilagdo da hemoglobina
glicada foi relatada anteriormente na presenca de glicose (Ghazanfari-Sarabi et al., 2019; Sahebi
e Divsalar, 2016) e glioxal (Iram et al., 2013).

Figura 20 — Intensidade de fluorescéncia (a) AGEs e (b) ThT em diferentes sistemas de Hb, com
incubagéo de 1 semana (n = 3). Hb = controle negativo, hemoglobina incubada em tampé&o fosfato
pH = 7,4; HbFG = controle positivo, sistema com hemoglobina glicada com frutose (F) e glicose
(G), e HbFG-TH1, HbFG-TH2, HbFG-TH3, e HbFG-TH4 onde a Hb foi glicada na presenca de
timerosal nas seguintes faixas de 6,25, 12,5, 25 e 50 uM, respectivamente). Nos dois ensaios, 0s
sistemas contendo apenas Hb-TH ndo mostraram variagdo do sinal analitico.
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Fonte: elaborado em colaboracdo com o Laboratoério de Eletroquimica/UFAL, 2020.

Nos sistemas em que a Hb foi glicada na presenca de timerosal em diferentes
concentragdes (6,25 a 50 uM), foi observado um aumento pronunciado na fluorescéncia da
sonda ThT em um perfil dependente da concentracdo. Assim, com o0 aumento da concentracao

de timerosal, ha aumento da taxa de glicacdo, bem como a formacéo de amildide.

5.3.6.3 Avaliacéo da capacidade de ligacdo a O2

Sabe-se que o oxigénio possui baixa solubilidade em meio aquoso e ndo é transportado
para os tecidos em quantidade suficiente se estiver apenas dissolvido no plasma. Dessa forma,
sua difuséo ocorre pela ligagdo com metais de transicdo como o ferro. No entanto, o ferro em
sua forma livre é capaz de gerar espécies reativas de oxigénio, as quais sdo letais as
(bio)macromoléculas. Assim, o ferro presente nas células é incorporado em um grupo prostético
(composto associado a proteina que contribui para sua fun¢do) denominado heme, o qual é

ligado as proteinas, como a hemoglobina (NELSON; COX, 2014). Nesse sentido, a interacdo
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de um ligante pode afetar a estrutura terciaria das proteinas, levando a mudancas
conformacionais e consequentemente reducdo de suas func¢des, como a capacidade de ligacao
a oxigénio no caso da hemoglobina. Uma vez estabelecido que ocorrem alteragdes estruturais
na hemoglobina nativa na presenca do TH, buscou-se avaliar se essas mudancas podem
provocar algum efeito na captacdo de oxigénio pela hemoglobina.

Para isso, realizou-se um estudo empregando tanto a hemoglobina comercial (sistema
1) quanto eritrécitos humanos (sistema 2), na presenca e auséncia de incrementos crescentes de
timerosal, os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 21.

Figura 21 — a) Capacidade de ligagdo a oxigénio empregando hemoglobina humana (Hb) e, b)
eritrécitos humanos (Eri) na auséncia e presenca de diferentes proporc¢des ou concentragdes de
timerosal (n = 3). Gréfico interno: Representa os tracados do oxigrafo referente a concentragao
de oxigénio dos sistemas avaliados.
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Fonte: realizado em colaboragdo com o Laboratorio de Bioenergética “Anibal Vercesi” (LABID-UFAL), 2020.

Esses ensaios demonstraram claramente que existe uma influéncia dose-dependente da
presenca do TH. De acordo com a Figura 21a, verifica-se que a inibicdo chega até 72%, quando
comparamos com o tracado controle. Essa reducdo da funcionalidade intriseca da Hb esta
relacionada as alteracGes conformacionais devido a interagdo/reacdo do TH com a proteina, tal
como a reducdo da planaridade do anel porfirinico evidenciada pelo ensaio de dicroismo
circular ou a reag0es com grupos tiol livres (Ghosh et al., 2016; Santos et al., 2018).

Além disso, alteracdes na funcionalidade da Hb para o transporte de O2 na presenca de
TH foram investigadas em eritrocitos humanos. Vale ressaltar que, mesmo na auséncia de um
agente permeabilizante, o TH foi capaz de atravessar a membrana eritrocitaria e ligar-se a Hb.
Essa hipotese foi confirmada, uma vez que um perfil semelhante foi obtido com relagcdo ao
efeito causado pelo TH na inibicdo da ligacdo da Hb ao O2 (Fig. 21Db), inibindo em 50% a

capacidade dos eritrocitos humanos de se ligarem ao oxigénio. Por fim, esses resultados
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corroboram com os estudos de Rampersad et al. (2005) e Gibson et al. (2017), que indicam que
0o TH promove a morte celular por inativacdo de grupos tiois livres, enquanto se liga

respectivamente as subunidades Hb dos eritrcitos e a anidrase carbénica.

5.4 Concluséo

A partir do conjunto de resultados obtidos neste trabalho, € possivel inferir o potencial
toxico do timerosal frente aos sistemas que envolvem a hemoglobina como alvo bioldgico. Esta
informacdo é baseada no fato de que o timerosal forma um complexo supramolecular com
hemoglobina em uma razéo estequiométrica de 2:1 (TH: Hb) devido a transferéncia de EtHg"
do TH para residuos de Cis93 da hemoglobina. Assim, mudancas na estrutura da Hb foram
observadas com aumento no contetdo da a-hélice e reducdo da planaridade do anel de porfirina,
implicando numa redugédo na capacidade de ligacdo a O tanto para a hemoglobina quanto para
os eritrocitos. Por fim, observou-se um aumento no processo de glicacdo da Hb e formagéo de
amildide, o que pode contribuir para o desenvolvimento de distirbios conformacionais das

proteinas e efeitos nocivos a satde humana.
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6.1 Conclusdo Geral

O presente trabalho possibilitou avaliar a interacéo de forma quantitativa de duas classes
de compostos sintéticos com o ctDNA, e do timerosal com a hemoglobina, visando propor o
possivel mecanismo de acdo dessas moléculas. Dessa forma, em relacdo a avaliacdo da
interacdo entre 0s compostos bioativos e as macromoléculas, as técnicas espectroscéopicas
utilizadas, bem como estudos por docking molecular, eletroforese, viscosidade, mostraram-se
eficientes, uma vez que permitiram determinar as constantes, modo de ligacao, estequiometria,
parametros termodinamicos e energia de ligacdo quanto aos complexos supramoleculares

formados.

6.2 Perspectivas

i) Avaliar a interacdo de outras classes de compostos com o ctDNA a partir de colaboracdes;
i) Avaliar a interagdo desses compostos frente a um DNA que sofreu mutacdo objetivando
verificar como este processo afeta o a capacidade de interacdo, uma vez que uma célula
neoplasica, por exemplo, possui seu DNA modificado por agentes enddgenos e exogenos;

iii) Determinar o mecanismo de glicacao do processo Hb-TH;

iv) Entender como o timerosal consegue atravessar a membrana e quais seus efeitos em sistemas

mais complexos.



