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Antitumour Complexes and DNA Interactions and their Tools of Analysis:
an Approach to Metalointercalators

Abstract: DNA is considered to be one of the major targets of anticancer drugs. Cisplatin and
its analogues exert their activity by forming covalent bonds with the DNA base pairs. However,
the DNA structure enables its interaction with metal complexes in many different modes and
intercalation is often observed. Particularly, metallointercalators stand out as a class of
potential antitumour agents that could circumvent problems such cellular resistance since
their mechanism of action is different from that of cisplatin. The interaction complex-DNA can
be studied by various techniques, including reaction with guanosine, electrophoretic mobility
shift assay (EMSA), viscosity measurements, spectrocphotometric titration for determination
of K,, DNA thermal denaturation and fluorescence spectroscopy.

Keywords: Antitumour complexes; DNA interaction; metallointercalators.

Resumo

O DNA é apontado como um dos principais alvos dos compostos antineopldsicos. A cisplatina e
seus analogos manifestam sua atividade através de ligacbes covalentes as bases nitrogenadas
do DNA. No entanto, a riqueza estrutural do DNA possibilita sua interacdo com complexos
metdlicos de diversas maneiras, sendo a intercalacdo frequentemente observada. Os
metalointercaladores constituem uma classe de potenciais agentes antitumorais e o fato de
possuirem mecanismo de agao diferente da cisplatina faz com que sejam fortes candidatos a
contornarem problemas como a resisténcia celular. O tipo de interagdo complexo-DNA pode
ser estudado através de diversas técnicas, entre elas reagdo com a guanosina, ensaio de
mudanca da mobilidade eletroforética do DNA (EMSA), medidas de viscosidade, titulacdo
espectrofotométrica para determinagdo de Ky, desnaturagao térmica do DNA e espectroscopia
de fluorescéncia.
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1. Introdugao

A primeira demonstragdo de que
compostos quimicos poderiam ser utilizados
no tratamento do cancer aconteceu em 1942,
guando Goodman e Gilman mostraram a
reducdo do tumor de um paciente com
linfoma, ao ser tratado com uma mostarda
nitrogenada, a mecloretamina® (Esquema 1).

A ideia da cura do cancer surgiu cerca de 20
anos depois, ao ser demonstrada a cura da
leucemia em camundongos tratados com o
quimioterapico ciclofosfamida.’ Desde ent3o,
muitos quimioterapicos foram aprovados
para comercializagdo para o tratamento do
cancer, mas a busca do farmaco ideal
permanece até os dias de hoje. Apesar dos
grandes avangos nessa area, muitos estudos
ainda deverdo ser realizados visando
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encontrar sistemas mais adequados que
garantam maiores indices de cura e mais
qualidade de vida aos pacientes. No entanto,
as caracteristicas especificas de cada célula

Vq

tornam cada tipo de tumor Unico, sendo
impossivel encontrar um tratamento que seja
adequado para todas as neoplasias.’

R

CI/\/S\/\CI

Gas mostarda

'

|

Mostarda nitrogenada

Usado como arma quimica, provoca reducdo no numero
de glébulos brancos. Inspirou pesquisas com mostardas
nitrogenadas para o tratamento do cancer. Essas levaram ao
desenvolvimento do quimioterapico mecloretamina, ainda
usado no tratamento de linfomas

cH
N

C|/\/ \/\CI

Mecloretamina

Esquema 1. Representac¢do do desenvolvimento do farmaco mecloretamina

O interesse por compostos de com complexos metalicos como possiveis
coordenacdo na quimioterapia do cancer agentes antitumorais, resultando na
comecou no fim da década de 60, apds ser aprovacao mundial de mais dois farmacos de
descoberta a atividade antitumoral da cis- platina(ll), carboplatina (2) e oxaliplatina (3)
diaminodicloroplatina(ll) (cisplatina, 1).* Este  (Figura 1).”> Apesar de representarem apenas
farmaco representou a cura do cincer de 6% do total de medicamentos de
testiculos, e atualmente também é usado comercializagdo mundial,® os complexos de
para combater varios outros tipos de Pt(ll) sdo utilizados em cerca de 50% dos
tumores, em especial os sélidos, como de tratamentos de cancer e movimentam mais
ovério, cabega e pescoco, préstata e bexiga.  de 1 bilhdo de délares anualmente.”?

Essa descoberta impulsionou as pesquisas
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Figura 1. Complexos antitumorais aprovados para comercializagdo mundial
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Apesar do sucesso, os metalofarmacos de
Pt(ll) ndo estdo livres dos inconvenientes
apresentados por outros quimioterdpicos,
tais como resisténcia celular e uma série de
efeitos colaterais, dentre eles nefrotoxicidade
e neurototoxicidade, nduseas e vomitos.” No
entanto, os compostos de coordenacgdo
oferecem uma série de vantagens frente aos
compostos  organicos  tradicionais. A
multiplicidade de caracteristicas inerentes
aos centros metalicos, como seu estado de
oxidagdo e numero e geometrias de
coordenacao, e aos proprios ligantes, como a
polaridade e a reatividade, permitem
projetar e sintetizar uma variedade de
compostos com variacdes da carga, da
geometria e das propriedades cinéticas e
termodinamicas.””® Desse modo, é possivel
combinar as diferentes caracteristicas no
intuito de obter farmacos que sejam menos
téxicos efou possuam um espectro de
atividade antitumoral mais amplo.

2. O DNA como alvo no tratamento
de neoplasias

O DNA é o alvo farmacolégico de varios
farmacos usados atualmente em terapias
medicinais ou em fase de investigacdo clinica
avancada. A ideia de atingir o DNA para
regular as funcgdes celulares, a partir da
modulagdo da expressdao génica ou da
interferéncia na replicagdo, é ldgica e
intuitivamente interessante. Os acidos
nucleicos sdo moléculas que estocam e
transmitem a informacgdo genética na célula,
fornecendo instrugbes sobre quais proteinas
e em que quantidade devem ser
sintetizadas.'’ S3o polimeros lineares de
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nucleotideos unidos por ligacdes
fosfodiéster. A cadeia de acucar-fosfato
aniénica é hidrofilica e permanece em
contato com a solugdo aquosa do meio
intracelular, enquanto as bases nitrogenadas,
que sdo planares e mais hidrofébicas,
orientam-se para o interior. A orientagdo das
ligacdes no DNA faz com que se formem duas
cavidades (fendas), ditas maior e menor. A
estrutura supramolecular da hélice dupla é
mantida por vdrias forgas ndo-covalentes,
tais como, interacdes m-m entre os anéis
aromaticos; ligacdes de hidrogénio entre as
bases; atracdo eletrostatica entre as cadeias
acucar-fosfato (negativas) e os cations em
solucdo.”

2.1. Tipos de intera¢Ges entre complexos
metdlicos e o DNA

Apesar da vasta literatura sobre as
interacbes entre complexos metdlicos e o
DNA, a natureza destas ligacbes, bem como
suas geometrias, ainda é assunto em debate.
O fato do centro metdlico ser carregado
positivamente faz com que os compostos de
coordenacdo geralmente sejam capazes de
ligar-se a biomoléculas negativamente
carregadas, permitindo que proteinas e
acidos nucleicos sejam excelentes alvos para
esses xenobidticos." A rica estrutura do DNA
faz com que essa interagdo possa ocorrer de
forma covalente, através da liga¢do direta do
complexo ao DNA por suas bases
nitrogenadas ou pelo grupo fosfato; ou de
forma nao-covalente através de interagdes
eletrostaticas, interagbes hidrofébicas no
sulco menor do DNA, ou através da
intercalacdo."* A Figura 2 ilustra
esquematicamente esses tipos de interagao.
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Figura 2. Representacdo esquemadtica de possiveis modos de interagdo complexo-DNA

A formacdo das interacbes entre
complexos metdlicos e DNA é norteada por
varios principios da Quimica Geral e da
Quimica de Coordenac3o, como se segue:™

e 0s atomos de oxigénio e nitrogénio
do DNA presentes nas bases nitrogenadas
e/ou nos grupos fosfato sdo pontos ideais
para a formacdo de ligagbes com o centro
metalico;

. a coordenacdo é favorecida nos
atomos com maior densidade eletronica e
menor impedimento estérico das bases
nitrogenadas, como N7 de adenina e guanina
e 02 da timina (Figura 3);

e complexos que contém  ions
metdlicos menores e pouco polarizaveis
tendem a se ligar ao atomo de oxigénio,
enquanto os que contém ions metalicos
maiores e muito polarizdveis se ligam
preferencialmente ao nitrogénio, como

previsto pela teoria de 4cidos e bases duros e
moles de Pearson;™®

e fatores como impedimento estéreo e
possibilidade de estabelecimento de ligacdo
de hidrogénio entre o complexo e o DNA
podem ser determinantes no tipo de
interacao observada;'’

e alabilidade dos ligantes presentes no
complexo afeta ndo somente sua capacidade
de atingir o alvo farmacolégico, como
também a tendéncia na formacgdo da ligacdo
covalente com o DNA;*®

as caracteristicas estruturais e eletronicas
dos ligantes presentes no arcabouco
molecular do complexo metalico (por
exemplo, ligantes planares rigidos ricos em
elétrons m favorecem a intercalacdo) sao
determinantes no tipo de interagao
observada.
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Figura 3. Estruturas das bases complementares na cadeia do DNA (A = adenina; T = timina; C =
citosina; G = guanina). Os atomos indicados em azul sdo os mais disponiveis para coordenacdo
ao centro metalico™

O mecanismo de acdo da cisplatina (1)
ilustra muitos desses tépicos. Ele consiste,
inicialmente, em uma reacao de hidrdlise que
ocorre com substituicido dos ligantes
abandonadores (cloro) por moléculas de agua
originando espécies com carga positiva. Pela
teoria de Pearson, esses metabdlitos tém
grande afinidade por moléculas contendo
nitrogénio e enxofre, podendo reagir
especialmente com o DNA, RNA e proteinas.
O principal tipo de interagdo com o DNA
ocorre na posicao N7 de adenina e guanina. A
formacao desses adutos com o DNA celular
ndo apenas inibe a transcricdo e replicagdo
do DNA, como também induz a morte da
célula.® J&4 a carboplatina (2), apesar de
apresentar mecanismo de agdo semelhante,
provoca menos efeitos colaterais nos
pacientes, que pode ser explicado pela
substituicao dos cloretos por ligantes menos
labeis, como o carboxilato.

Os ligantes podem influenciar também a

seletividade das interacGes entre o complexo
e o DNA, especialmente se forem volumosos
ou capazes de estabelecer ligagdes de
hidrogénio. Um exemplo deste efeito foi
observado para complexos de Ru (Il
contendo o ligante etilenodiamina.’ Ensaios
realizados com nucleobases mostraram que a
reatividade dos complexos foi maior quando
foi possivel o estabelecimento de ligagdes de
hidrogénio, como na coordenag¢do do N7 da
guanina e do N3 da timina, e bem menor
gquando houve repulsdo, como na
coordenagdo do N3 da citosina e do N7 da
adenina (Figura 4).

Em geral, a presenga de ligantes planares
com sistemas ricos em elétrons 1 permite a
ocorréncia de outro tipo de interagdo
complexo-DNA, a intercalagcdo. Este é um
processo nao-covalente, no qual uma
molécula aromatica se insere entre dois
pares consecutivos de bases do DNA, que
sera discutido a seguir.
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Figura 4. Efeitos da ligacdo de hidrogénio em sistemas complexo-nucleobase®®

3. Metalointercaladores

3.1. Caracteristicas da intercalagdao

Em termos especificos, a intercalacdo é a
insercdao de uma molécula aromatica entre os
pares de bases consecutivos do DNA® (Figura
5). As ligagbes de hidrogénio, forgas
eletrostaticas e hidrofébicas e,
principalmente, interacdes de empilhamento
T entre os grupos aromaticos heterociclicos
dos pares de bases e as estruturas aromaticas
do agente intercalador contribuem para a
estabilizacdo do complexo intercalador-DNA.
A inser¢do de um intercalador entre os pares
de bases resulta em uma mudanga
substancial na estrutura do DNA, provocando
alongamento, enrijecimento e
desenrolamento da dupla hélice do DNA.*
Como resultado da intercalagao, o esqueleto
do DNA perde a estrutura helicoidal regular.
Os angulos de tor¢do envolvendo os grupos
acucar-fosfato sdo alterados para acomodar
0 composto aromatico, causando a separag¢ao
dos pares de bases no sitio de intercalagdo a
partir de um alongamento da dupla hélice (de
2,0 a 3,7 A) e um decréscimo do didmetro da
hélice. O esqueleto do DNA ndo é flexivel o
suficiente para permitir que um intercalador
seja inserido em cada espagamento entre as
bases. Uma vez preenchido um espagamento,
os adjacentes devem permanecer vazios,
proporcionando um carregamento maximo
de um intercalador a cada dois

espacamentos. Este fendmeno, conhecido
como o Principio da Exclusdo do Vizinho
Adjacente, resulta em intervalos periddicos
de 10,2 A entre os intercaladores,
correspondendo a 3 x 3,4 A sitios de
intercalacdo.”” Sugere-se que todas as
modificagdes provocadas pelo agente
intercalador na estrutura secunddria do DNA
previnem a replicacigo do DNA e,
consequentemente, inibem o crescimento de
canceres ou causam a morte celular.”’ O
processo de intercalacao foi também descrito
como sendo uma etapa preliminar da
mutagénese.”

Outra estratégia interessante consiste na
incorporagdo de um metal de transi¢do na
estrutura do intercalador, visto que é um
modo atrativo de impor uma carga positiva a
molécula. Com uma densidade elevada de
carga negativa, o DNA atrai cdtions e,
consequentemente, as interacdes
eletrostaticas entre os atomos de oxigénio
dos grupos fosfato do DNA e o intercalador
podem contribuir significativamente para a
formacdo e estabilizacdo da supramolécula
DNA-complexo metalico. Assim, 0s
metalointercaladores s3ao compostos de
coordenagdo que possuem, no minimo, um
ligante intercalador.”* Apesar de haver uma
imensa variedade de ligantes com
possibilidade de intercalagdo, em geral, todos
eles possuem estruturas quimicas baseadas
em seis principais familias de intercaladores:
antracenos (4), acridinas (5), antraquinonas
(6), fenantridinas (7), fenantrolinas (8) e
elipticinas (9) (Figura 6).
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Figura 5. Intercalacdo do brometo de etidio entre as bases nitrogenadas do DNA
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Figura 6. Estruturas dos ligantes intercaladores classicos™

Além da presenca do grupo intercalador, o
planejamento de um metalointercalador
envolve outras caracteristicas, tais como,
carga positiva ndo-localizada ao longo do
sistema aromatico; polarizabilidade elevada
para a maximizar a interagdo m-m com O0s
pares de bases do DNA e grupos polares para
a formacgao de liga¢Ges de hidrogénio com as

bases nitrogenadas (ex. grupos amino),
auxiliando assim na estabilizacdo da
associacao supramolecular complexo-

DNA.”** A possibilidade de apresentar um
mecanismo de a¢do diferente dos complexos

tradicionais (cisplatina e seus analogos), faz
com que haja grande interesse nos
metalointercaladores para o tratamento do
cancer, visto que poderdo ser uma opgdo em
casos de resisténcia celular aos complexos
tradicionais.

3.2. Breve histdrico

O processo de intercalagdo foi
evidenciado pela primeira vez em 1961 por
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Lerman em estudos envolvendo a interacao
entre acridinas e DNA.?> Atualmente, existem
quatro intercaladores organicos aprovados
pelo FDA para o tratamento de canceres
humanos: a daunorrubicina (10), a
doxorrubicina (11), a mitoxantrona (12) e a
ansacrina (13) (Figura 7). A acdo citotdxica

Vq

desses agentes é atribuida, pelo menos em
parte, a sua capacidade de atuarem como
venenos da enzima Topoisomerase |l — ao se
intercalarem ao DNA, eles estabilizam o
complexo intermedidrio covalente da reacgdo
da Topo Il, resultando na morte celular via
apoptose.”

OH
NH
10 2
HOI
NH
kNH O OH
NH O OH
NH
J/ 12
HO

Figura 7. Intercaladores organicos comercializados para o tratamento do cancer”

A intercalagdo de complexos metdlicos no
DNA (Figura 8) foi inicialmente observada em
1950, quando Dwyer e colaboradores”’
estudavam a atividade biolégica de
complexos polipiridinicos de Ni(ll) e Ru(ll). Foi
demonstrado que o composto 14
[Ru(phen)s]** (phen = 1,10-fenantrolina)
(Figura 8) apresentava intercalagdo no DNA.
Varios outros complexos octaédricos,
principalmente de Ru(ll), foram investigados
e revelaram a capacidade de se intercalarem
ao DNA.** A intercalacdo de complexos

guadratico planares foi
demonstrada no
[Pt(terpy)(SCH,CH,0H)]*.?®*  Posteriormente,
foram avaliados os complexos 16
[Pt(phen)(en)]*" e 17 [Pt(bpy)(en)]*" (Figura
8), onde bpy = 2,2’-bipiridina, que também
atuaram como intercaladores.” O composto
18 [Cu(bpy),]** (Figura 8), que é tetraédrico,
ndo se intercala no DNA, indicando a
influéncia da geometria do complexo na
intercalacdo.*

primeiro
composto 15
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16 17

18

Figura 8. Exemplos de metalointercaladores octaédricos (14) e quadraticos planares (15-17) e
de um n3o-intercalador tetraédrico (18)*"*

3.3. Bis-intercaladores

Nos ultimos anos, muitos pesquisadores
vém adotando como estratégia a obtencgdo
de bis-intercaladores, moléculas constituidas
por dois conjuntos de anéis poliaromaticos
unidos um ao outro por uma cadeia
carbonica®’ (Figura 9). Isto porque os bis-
intercaladores podem apresentar uma
citotoxicidade mais acentuada devido a sua
capacidade de se ligar simultaneamente a um
numero maior de pares de bases e, também,
de ter sua afinidade ao DNA aumentada.
Além disso, podem exibir seletividade e
especificidade maior pelo DNA em relagdo
aos intercaladores mononucleares,
permitindo o planejamento de farmacos
especificos as células cancerosas. A afinidade
elevada dos bis-intercaladores frente ao DNA
pode ocasionar o aumento do numero de
adutos complexo-DNA e/ou tornar os adutos
mais  dificeis de serem  reparados.
Modificagbes conformacionais
maiores/diferentes na estrutura do DNA, com
comprometimento dos mecanismos de

reparo, também podem ser induzidas pela
acdo dos bis-intercaladores.

Lowe e colaboradores®" desenvolveram
uma série de bis-intercaladores de platina(ll),
contendo terpiridinas substituidas como
ligantes intercaladores, conectadas a uma
variedade de cadeias rigidas de comprimento
variadvel. O composto 19 (Figura 9) representa
uma destas substancias, o complexo
[{Pt(terpy)},-p-4,4 -vinilpiridina]*". A
citotoxicidade desta classe foi testada frente
a um painel de seis linhagens de cancer de
ovario: duas sensiveis a cisplatina (CH1 e
A2780), trés resistentes a cisplatina (SKOV-3,
CH1cis e A2780cis) e uma resistente a
doxorrubicina (CH1dox). Os bis-
intercaladores mais carregados e portadores
das cadeias mais curtas foram os mais
citotéxicos. Todos os compostos testados
apresentaram pouca ou nenhuma resisténcia
cruzada frente as linhagens testadas. O bis-
intercalador [{Pt(terpy)},-u-4,4"-
vinilpiridina]®* 19 foi 13 vezes mais citotdxico
que a cisplatina. Os bis-intercaladores
descritos por Chan e colaboradores® diferem
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dos sintetizados por Lowe quanto ao uso de
cadeias flexiveis de alcanos (composto 20,
Figura 9). Esses complexos apresentaram
capacidade de intercalacdo frente ao DNA,
com constantes de ligagdo da ordem de 10° a
10’ mol/L?, consideravelmente maior que os
valores encontrados para os intercaladores
mononucleares (10* mol/L?), e mostraram

Vq

indices de citotoxicidade comparaveis ao da
cisplatina frente a cinco linhagens de tumor
humano. Diferentemente dos bis-
intercaladores  descritos por Lowe e
colaboradores, os complexos sintetizados por
Chan e colaboradores, portadores das
cadeias mais longas, demonstraram ser os
mais citotoéxicos.

Figura 9. Estrutura quimica de alguns tipos bis-intercaladores de platina(ll) portadores de

cadeias carbonicas rigidas (19) ou flexiveis (20)

3.4. Intercaladores sinérgicos

Nos Uultimos 20 anos, varios autores
examinaram o sinergismo na combinacdo de
diferentes grupos funcionais em um mesmo
composto. Em geral, o intercalador deve ser
conectado a moléculas capazes de
provocarem outros tipos de danos ao DNA,
como por exemplo, os agentes alquilantes.
Os agentes intercaladores sinérgicos tém sido
desenvolvidos na tentativa de aumentar a
afinidade de ligacdo frente ao DNA, auxiliar
no transporte do farmaco e/ou alterar a
seletividade de seus adutos no DNA.”* Um
exemplo bastante ilustrativo da agdo de um

21

Figura 10. Estrutura quimica de um intercalador sinérgico de platina(ll)

31,32

metalointercalador sinérgico é descrito por
Bowler e Lippard,®® no qual o arcabougo do
dicloro(etilenodiamina)platina(ll) foi ligado a
molécula de laranja de acridina (21), (Figura
10) através de uma cadeia com um numero
varidvel de atomos de carbono. Os dados de
modelagem molecular e os experimentos de
interacdo complexo-DNA mostraram que a
intercalacdo do laranja de acridina e a ligagdo
de coordenacdo da platina(ll) ao DNA
ocorrem  simultaneamente, com uma
separacdo que varia de um a trés pares de
base. Essa interacdo cooperativa tem um
efeito muito pronunciado na conformagado do
DNA, conduzindo a um desenrolamento
significativo da hélice.

\N/
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4. Técnicas utilizadas no estudo da
interacao complexo-DNA

Varias técnicas vém sendo empregadas no
estudo das interagbes covalentes e nado-
covalentes complexo-DNA. A seguir, estdo
listadas as mais recorrentes.

4.1. Reagdao com a guanosina

Os ensaios envolvendo as reagdes dos
complexos com nucledfilos de importancia
bioldgica podem fornecer indicativos do

7501
N
8 6 NH
A2
INTANT ONH,
HO 3
o)

Hon RH

Guanosina
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mecanismo de acdo destes compostos no
organismo.*® Uma das avaliagdes mais
simples é feita com constituintes do DNA, tais
como, o nucleosideo guanosina o e
nucleotideo 5'-GMP (guanosina 5’-
monofosfato), ambos contendo a base
nitrogenada guanina (Figura 11). Este ensaio
permite evidenciar se, assim como a
cisplatina, o complexo pode interagir
covalentemente com o DNA ligando-se a
base guanina. De maneira geral, essa
interacdo é verificada em complexos que
contém bons ligantes abandonadores em sua
estrutura.

0
N
NH
<
o N N/)\NHZ
_O_FI>_O O
o
Hon wH
5-GMP
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Figura 11. Estruturas do nucleosideo guanosina e do nucleotideo 5'-GMP

A maneira como ocorre a coordenagao
depende do pH da solugdo e da presenca de
outros nucledfilos. No entanto, os modos de
coordenagdo mais comuns sdao:
monocoordenag¢do através dos nitrogénios
N1, N3 ou N7; quelagdo, envolvendo N7 e O6;
ligagdo de compostos polinucleares a N1 e
N7; ligagdo através do grupamento
fosfato.>*® A utilizagdo destes modelos é
relativamente simples, e a formacgdo do
produto da interacdo complexo-DNA pode
ser evidenciada por espectroscopia de RMN
de 'H e espectrometria de massas.?’ No caso
de complexos que se ligam ao DNA de
maneira similar a cisplatina, através do N7, a
principal modificagdo no espectro de RMN de
'H é aquela que corresponde ao H8. Este sinal
aparece em cerca de 7,9 ppm no espectro da

guanosina livre, sendo deslocado cerca de 0,5
ppm para campo baixo, em fun¢do da
desprote¢do causada pela formagdo da
ligagdo metal-N7.%

4.2. Ensaio de mudanga da mobilidade
eletroforética do DNA (EMSA)

Consiste  num método eficiente para
estudar a capacidade dos complexos de
interagir com o DNA. O experimento é
baseado na diferenca de mobilidade
eletroforética de moléculas de DNA, de
acordo com o seu tamanho ou a sua forma. O
DNA plasmideal é uma molécula circular,
covalentemente fechada (forma
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superenrolada — supercoiled — SC) (Figura 12).
Dependendo das condi¢Ges, ela pode se
converter a forma circular relaxada (open
circular — OC). A forma circular superenrolada
(SC) do DNA é a mais compacta e, portanto,
passa com mais facilidade entre as cavidades

DNA relaxado

DNA superenrolado (SC)

Vq

do gel, possuindo maior velocidade de
migracdo. Por outro lado, a forma circular
relaxada (OC) se parece com um anel, sendo
mais volumosa do que a forma SC, o que
reduz a mobilidade da molécula.*

OCHm

S

DNA circular
relaxado (OC)

Figura 12. Representagdo esquematica das formas do DNA plasmideal observadas por
eletroforese em gel de agarose

O experimento é iniciado através da
incubacdo do DNA plasmideal em diferentes
concentracdes do complexo, sendo entdo,
submetido a eletroforese. A consequéncia da
interacdo do complexo com DNA ¢é a
relaxa¢do de sua forma superenrolada, o que
se reflete em sua velocidade de migragdo. A
leitura é feita sob luz UV, apds coloragdo com
brometo de etidio, que exibe forte
fluorescéncia quando se intercala no DNA.*

Um outro dado importante é o angulo do
desenrolamento (@) induzido por um
composto no DNA, que fornece informagées
valiosas a respeito do tipo de interagdo entre
eles. Através dele é possivel evidenciar se a
interacdo complexo-DNA se da através de
ligacdo covalente, intercalagdio ou uma
combina¢cdo de ambas as formas. Ele pode
ser calculado a partir da equacgao 1:

©=18c/r,(c) Eg.1

onde:

o0 é a densidade super-helicoidal, que é
funcdo da forga i6nica e da temperatura do
experimento;

r, (c) é a razdo composto-nucleotideo na
qual ocorre a comigracio das formas
superenrolada e totalmente relaxada do
DNA.

Os angulos de desenrolamento
encontrados para cisplatina e brometo de
etidio sdo, 13° e 26°, respectivamente. Assim,
valores de @ menores que 13° indicam a
ocorréncia de adutos monofuncionais; entre

13-26° ¢ aumenta na ordem adutos
bifuncionais < aduto monofuncional e
intercalagdo < aduto  bifuncional e

intercalacdo < intercalagdo.
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4.3. Viscosidade

Os experimentos de viscosidade sdo uma
técnica de baixo custo que permite distinguir
trés dos principais modos de interagao frente
ao DNA.* Isto porque a intercalagdo de uma
molécula no DNA resulta no alongamento,
enrijecimento e desenrolamento da dupla
hélice, aumentando a viscosidade da solugao.
Para os compostos que formam ligacOes
covalentes coordenadas frente ao DNA, como
a cisplatina, observa-se um decréscimo na
viscosidade da solucdo de DNA, pois
distorcem a dupla hélice e reduz-se o
comprimento de ponta-a-ponta da molécula
do DNA. Os compostos que atuam nos sulcos
do DNA n3o modificam o comprimento da
molécula, logo a viscosidade da solucdo nao
sofre alteragao significativa.

4.4. Titulagdo espectrofotométrica para
determinacao de K,

A espectroscopia eletronica de absorgdo é
uma das técnicas mais utilizadas para o
estudo da ligacdo entre o DNA e os
complexos metdlicos. O espectro de absorc¢ado
na regidao do UV-Vis do DNA apresenta uma
banda intensa em 260 nm, originaria dos
grupos cromofdricos presentes nas bases
nitrogenadas. Tanto a banda do DNA, quanto
as bandas do complexo sofrem mudangas
quando ha algum tipo de interagdo entre eles
e, portanto, ambas podem ser monitoradas
nesse tipo de estudo.*

Quando ocorre a interagdo de um
complexo ao DNA por intercalagdo, o orbital
n* do ligante intercalador pode interagir com
o orbital m dos pares de base do DNA e,
assim, diminuir a energia da transicdo m-m*,
resultando em batocromismo. Em
contrapartida, o orbital m esta parcialmente
preenchido com elétrons, diminuindo a
probabilidade das transicoes e,
consequentemente, resultando em
hipocromismo.*' Desse modo, a combinacdo
de batocromismo e hipocromismo é

Barra, C. V.; Netto, A. V. G.

caracteristica de intercalagdo, enquanto o
hipercromismo é associado a outros tipos de
interagdo, como por atragdo eletrostatica ou
por ligacdo covalente.”

A intensidade da interacdo entre um
complexo e o DNA pode ser conhecida
através do cdlculo da constante intrinseca de
ligacdo (Kp) de acordo com a equagdo de
Benesi-Hildebrand® (2):

[DNA]/(ea-€¢) = [DNA]/(e5 - €F) + 1/K;, (€5 - &)
Eq. 2

onde:

[DNA] é a concentracdo adicionada de
DNA; €4 = Ays/[complexo], € é o coeficiente
de absortividade molar do complexo livre e €5
é o coeficiente de absortividade molar do
complexo ligado ao DNA. Assim, a constante
Ky, € a razdo entre os coeficientes angular e
linear de um grafico [DNA]/(ea — €)] versus
[DNA].

Esta equacdo vem sendo aplicada com
sucesso na obtencdo de K, para diversos
sistemas do tipo complexo-DNA.

4.5. Desnaturacao térmica do DNA

A desnaturacao do DNA ocorre quando as
ligagbes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas complementares sdao rompidas
e as fitas se separam, formando duas fitas
simples. Esse processo pode ocorrer, por
exemplo, por uma mudanc¢a brusca no pH ou
pelo aumento da temperatura.’’ A
temperatura de desnaturagdo (T,) é definida
como a temperatura na qual metade das
cadeias de DNA esta na forma de dupla fita e
a outra metade como fita simples (Figura 13).
Ela pode ser determinada por espectroscopia
eletrénica na regido do UV, monitorando-se a
variacdo na absorcdo a 260 nm com o
aumento da temperatura. Isto porque as
ligacBes de hidrogénio limitam a ressonancia
dos anéis aromaticos das bases nitrogenadas
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e, consequentemente, a absorbancia da
solucdo. Quando ocorre desnaturagao, vé-se
um efeito hipercromico de cerca de 40% em

Vq

funcdo da ruptura das ligacdes de
hidrogénio.*
~u-N
-m-"
I/. t

n /
o _/ « ™
(8]
=
<« /
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< /r —T,
/I
2XD0VDOW ).
-’I\.,I«.;.—._.,.‘.A.\.,I>.
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Figura 13. Exemplo de uma curva de desnaturacdo térmica do DNA

A interacdo de moléculas com o DNA pode
afetar sua temperatura de desnaturacdo, em
funcao de maior
estabilizacdo/desestabilizagdo da  dupla
hélice. Assim, esse experimento permite
diferenciar compostos que interagem com o
DNA através de intercalagdo ou ligagdo
externa. A intercalagdo provoca um aumento
significativo em T,,, enquanto outros tipos de
interagdo  causam apenas pequenas
variacBes.”

4.6. Espectroscopia de fluorescéncia

O experimento de competicdo com o
intercalador cldssico brometo de etidio (BET)
vem sendo amplamente utilizado para
fornecer informacGes a respeito do modo de
interacao de um determinado composto com
o DNA. A fluorescéncia do BET aumenta cerca
de 30 vezes na presenca de DNA, como
consequéncia da forte intercalagdo que
ocorre.* A presenca de outro composto
intercalador reduz a fluorescéncia emitida

pelo sistema BET-DNA, em fungdo da

competicdo pelos sitios do biopolimero.*
Desse modo, a fluorescéncia do BET-DNA é
medida na auséncia e na presenca do
complexo estudado.

A supressao da fluorescéncia em um
determinado sistema pode se dar por um
processo dindmico ou estdtico. A supressdo
dindmica é um processo colisional, e isso
requer o contato entre as espécies
envolvidas. Em  consequéncia, ela é
proporcional a concentragdo do agente
supressor e da sua capacidade de difusdo no
meio. O processo estatico é resultado da
formacdo de um complexo ndo-fluorescente
entre o fluoréforo e o supressor e, portanto,
o grau de supressdo esta relacionado a
extens3o da formacdo deste complexo.” A
andlise quantitativa da supressdo é feita
utilizando-se a equacao de Stern-Volmer:

lo/1 =1 + Kgr

onde:

I, e | representam a intensidade da
fluorescéncia na auséncia e na presenga do
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complexo, respectivamente;

r é a razdo entre as concentragdes de
complexo e DNA ([complexo]/[DNA]);

Ks, é a constante de Stern-Volmer, cujo
valor é dado pelo coeficiente angular da reta
de um grafico de I/l em funcdo de r.

Pequenos desvios da linearidade devem
estar associados a ocorréncia de ambos os
mecanismos de supressdo. Sugere-se que no
caso de metalointercaladores primeiramente
ocorra, prioritariamente, o mecanismo
estdtico, pela intercalacdo do complexo ao
DNA, e posteriormente, com o aumento na
concentracdo do complexo, uma maior
contribuicdo do mecanismo dindmico.

5. Consideragdes Finais

O design de novos farmacos é uma tarefa
complexa que vai além de melhorar a sua
especificidade da droga frente ao seu alvo
bioldgico. Sabendo-se que, em muitos casos,
apenas uma fracdo diminuta do xenobidtico
atinge o alvo farmacoldgico, novas
estratégias devem ser desenvolvidas para
aumentar a sua acumulagdo  nas
proximidades do DNA celular. Essas
estratégias deveriam ser capazes de
prolongar o tempo de circulagdo, aumentar o
acumulo especifico no tecido, intensificar a
eficacia da absorgao celular e nuclear e elevar
a especificidade e afinidade frente ao DNA. A
complexidade do sistema bioldgico torna
muito dificil incorporar simultaneamente
todos esses fatores em um unico algoritmo
para o design de farmacos. Particularmente,
a estratégia direcionada na especificidade é
bastante vidvel, uma vez que a estrutura do
DNA é bem conhecida. Uma das
possibilidades é a utilizacao de
metalointercaladores, compostos que aliam
as vantagens oferecidas por complexos
metdlicos a capacidade de intercalacdo no
DNA exibida por uma série de ligantes
organicos. Muitos desses compostos vém
sendo investigados, apresentando resultados
promissores.

Barra, C. V.; Netto, A. V. G.

Varias estratégias tém sido desenvolvidas
para investigar os efeitos de uma interagao
especifica de um determinado agente na
estrutura do DNA. Uma das técnicas envolve
o uso de moléculas pequenas, capazes de
reconhecer superficies que sdo Unicas desse
acido nucleico, e de ligar a regides especificas
do DNA. A base molecular para o
planejamento de farmacos capazes de se
ligar ao DNA de modo especifico surge da
habilidade de identificar os elementos
estruturais que s3o responsdveis pela
especificidade da ligacao e pela estabilizacao

do complexo farmaco-DNA. Uma vez
reconhecidos esses parametros, novos
analogos com elevada seletividade e
afinidade poderdo ser sintetizados e
testados.
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