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Resumo

O DNA é um dos principais alvos biomoleculares para o desenvolvimento de farmacos. Uma forma de
avaliar essas interagdes € por meio de estudos de competicdo entre o farmaco e sondas fluorescentes off-on
(como Hoescht, DAPI e Brometo de Etidio), que ao serem conjugadas com o DNA apresentam flurescéncia. Um
grande problema associado a utilizagédo de tais sondas, é quando o composto a ser avaliado também emite na
mesma faixa espectral, o que ocasiona interferéncias que prejudicam a analise emisséo, bem como as constantes
a ela associadas, como Ksv e Ky. Dessa forma, o berenil, um farmaco utilizado para tripanossomiase bovina, se
mostra um interessante candidato a sonda, pois nao fluorescente na sua forma livre nem quando conjugado ao
DNA, mitigando o problema recorrente de interferéncia espectral das ondas classicas. Além disso, seu modo de
ligacdo é estabelecido, do tipo groove com o DNA em baixas concentracdes, e em concentragdes maiores,
também pode atuar como intercalante.

Palavras-chave: Sondas espectrofluorimétricas; Interferéncia espectral; Interagces moleculares.

Apoio financeiro: FAPEAL - Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas.
Trabalho selecionado paraa JNIC: UFAL

Introducéo

Muitos farmacos anticancerigenas, antibidticos e antivirais exercem seus efeitos biolégicos primarios na
replicacéo, reparacéo e transcri¢éo, interagindo com DNA de cadeia dupla (dsDNA). Assim, essa macromolécula
configura num dos principais alvos biomoleculares para o desenvolvimento de farmacos. Uma forma de avaliar
essas interagdes € por meio de estudos de competigdo entre composto de interesse e sondas fluorescentes off-
on, que ndo apresentam fluorescéncia livres, contudo emitem na presenca do DNA (SILVA, 2020).

No entanto, quando o composto a ser avaliado emite fluorescéncia numa faixa espectral entre 400 < Amax
< 640 nm, a utilizacdo de sondas comerciais, tais como DAPI (Aem 420-540 nm), Hoeschst 33258 (Aem 410-500
nm) e Tioflavina T (Aem 400-500 nm) para modo groove e Brometo de Etidio (Aem 560-640 nm), Acridina Orange
(Aem 510- 550 nm), Berberina (Aem 500-530 nm) e Tiazol Orange (Aem 500-540 nm) para modo intercalante, se
torna inadequada devido a presenca de interferéncias espectrais. Assim, a utilizagdo do berenil (BE) como sonda
de marcacgéo para processos de interacdo com DNA se torna atraente, uma vez que seu uso como tal ainda ndo
foi explorado e este ndo apresenta fluorescéncia livre ou ligado ao DNA, o que evita possiveis interferéncias.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar as intera¢des entre berenil com DNA (Calf thymus), a fim de
padronizar condicdes em que esta molécula possa ser usada como sonda de marcacéo para modo de ligacdo
em processos de interacdo com DNA. Para que esta sonda possa ser usada como marcador de sulcos menores
em DNA é necessario avaliar de forma quantitativa e sistematica os varios aspectos da interacao berenil-DNA,
determinando os valores das constantes de liga¢do (Kb) , de Stern-volver (Ksv), por meio de experimentos de
fluorescéncia molecular e espectros de UV-vis. Além disso, serdo avaliadas as melhores condi¢des
experimentais como (concentracdo, tampéo, forca ibnica), bem como experimentos para avaliar a interacdo
berenil-DNA na presenca de outras sondas conhecidas para groove e intercalacéo.

Metodologia

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico de pureza, descartando futuras
etapas de purificacdo. Para preparo de solucdes estoque foi utilizada agua ultrapura (condutividade elétrica <
0,1 uS cm) obtida a partir do purificador OS10LXE(Gehaka).

Para o preparo da solucdo tampéo, foram solubilizados aproximadamente 0,6 g de Tris Base (10 mM)
em 500 mL de 4gua ultrapura, e posteriormente ajustado pH para 7,4 com pequenas aliquotas de acido cloridrico.
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O DNA sadio (Calf thymus, ctDNA) tipo |, obtido na forma de fibras do timo do bezerro (Sigma-Aldrich) sendo
empregado nos estudos de interacdo. Posteriormente, foi pesado 1 mg de DNA Calf thymus (ctDNA) tipo |, para
cada 2 mL do tampéo Tris-HCI, submetendo a solucdo a agitacdo magnética por aproximadamente 24h
(SHAHABADI; MOGHADAM, 2012). Apés 24h, a solucao foi levada a um banho de ultrassom (Quimis modelo
Q335D, Brasil), por 30 min, para garantir uma melhor solubilidade do DNA e consequentemente a
homogeneidade da solucdo (SAVARIZ et al., 2014). Findado o processo, a solucdo foi armazenada sob
refrigeracdo a 4°C. O DNA utilizado foi o Calf thymus devido a similaridade entre a proporcéo de pares de bases
nitrogenadas do DNA do timo do bezerro e da placentra humana.

A concentragdo da solucdo estoque de ctDNA foi determinada com base no coeficiente de extingdo de
6600 L molt, apos diluicdo na proporcéo de 1:100, que relaciona a razéo das absorvancias em 260 e 280 nm, a
regido em que o DNA absorve, obtendo valores entre 1,8-1,9 (SHAHABADI; HADIDI, 2012).

Nos estudos de intera¢do para avaliar o efeito da concentragdo de DNA no meio, realizou-se ensaios de
competi¢do das sondas avaliadas frente ao berenil. Para isso, fixou-se a concentracdo de cada sonda em 1 uM
e do ctDNA (5, 10, 20, 30 e 30 uM de excesso) e para cada sistema ctDNA-sonda adicionou-se quantidades
crescentes de berenil (de 0,1 a 30 uM), monitorando a variacdo da intensidade nos espectros de emissdo de
fluorescéncia.

Para avaliar a interferéncia da forca idnica na interacdo entre o berenil e o complexo ctDNA-sonda,
realizou-se titulagdes espectrofluorimétricas com berenil, adicionando NaCl (50, 100 e 150 uM) aos sistemas
fixando a proporg¢éo [1:10] [sonda-ctDNA].

Nos ensaios com a cloroquina, um composto preferencialmente intercalante, e que apresenta
fluorescéncia intrinseca (BOLTON, 1981), foram realizados a partir de trés titulagcdes espectrofluorimétricas sob
diferentes condi¢6es, mantendo-se fixa a concentrag¢des do ligante (cloroquina 10 puM e berenil 20 uM), e variando
a do ctDNA (10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 pM). Posteriormente, foram efetuados os ensaios de forga ibnica,
mantendo o mesmo sistemas e variando as concentracdes de NaCl de 0, 50, 100 e 150 mM, verificando se
salinidade no meio alterava a interagdo dos compostos com o ctDNA.

As medidas de emisséo de fluorescéncia foram realizadas utilizando o espectrofotdmetro Shimadzu RF
(5301PC, Japéo) equipado com uma lampada de xendnio, utilizando uma cubeta de quartoz com capacidade
para 2,0 mL, transparéncia na faixa de 220 a 900 nm e com 10 mm de caminho &ptico.

As medidas espectrofotométricas foram feitas no espectrofotdbmetro de varredura com feixe duplo
Micronal (AJX-6100PC, Brasil) com dois compartimentos para referéncia e amostra, utilizando-se cubetas de
guartz de 10 mm de caminho éptico e capacidade para 4,0 mL de solugéo.

As medidas de pH foram executadas em um eletrodo combinado de vidro associado ao pH-metro Gehaka
(PG 1800, Brasil). Para a pesagem das massas dos reagentes foram utilizadas as balangas analiticas Mettler
Toledo (AG245, Switzerland) com precisédo de = 0,01 mg e Gehaka (AG 200, Brasil) com precisdo de + 0,1 mg.
O tratamento dos dados obtidos dos experimentos foi realizado no software Origin Lab Graphing & Data Analysis
9.0.

Apbés a aquisicdo dos dados, todos os resultados foram tratados empregando o
programa Origin Lab versdo 9.0 (Northampton, USA) e o Excel 2016 (Microsoft Office), onde foi possivel obter
informagdes para o calculo dos parametros de ligacdo dos compostos ao ctDNA (Ksv e Kb).

Resultados e Discussao

ApOs a otimizac@o dos parametros reacionais — concentracéo dos ligantes, proporgfes do complexo
ctDNA-sonda e instrumentais (comprimento de onda de excitagdo) — foram realizadas titulagbes
espectrofluorimétricas com ctDNA, excitando cada sonda no comprimento de onda de méaxima absorgéo
reportado na literatura, fixando a concentracdo de cada molécula em 1 uM e variando a concentragdo de ctDNA
no meio de 0 a 40 pM.

Para cada sonda escolhida, fez-se o estudo do efeito da concentragdo de ctbNA no complexo ctDNA-
sonda através de ensaios de competicdo com o berenil. Uma vez que cada sonda interage de forma diferente
com a macromolécula, é possivel mensurar a afinidade do berenil ao ctDNA em fungdo da competicdo pelos
sitios de ligacdo e observar como a concentracdo de DNA influencia nestas interagBes. Além disso, houve
similaridade dos resultados entre hoechst 33258 (HO) e DAPI e entre brometo de etidio (EB) e as demais sondas,
de forma que HO, TT e EB ser&o utilizados como modelos para apresentacdo dos resultados (figura 1a, 1b, 1c).
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Figura 1. a), b) e c) Espectros de fluorescéncia obtidos a partir de adicdes crescentes de berenil (0 a 30 uM)
para HO, TT e EB respectivamente; d), e) e f) curvas de linearizacao.
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Fonte: elaborado pelo autora, 2020.

Os resultados quantitativos foram avaliados através das constantes de Stern-Volmer, obtidas pelas
curvas de linearizacao (figura 1d,1e,1f). observou-se que ao se adicionar quantidades crescentes de berenil aos
sistemas, houve uma diminuicdo gradativa na intensidade de emisséo de fluorescéncia, visto que a concentracao
do complexo berenil-ctDNA passou a estar em maior propor¢do em solucdo comparado ao complexo sonda-
ctDNA, fornecendo indicios de que o berenil estaria interagindo de maneira anéloga as sondas classicas. Esse
fendmeno indica que houve a interacdo entre o berenil e 0 DNA, formando um complexo néo fluorescente e uma
vez que o berenil ndo apresenta fluorescéncia, este é o agente quencher.

A partir dos dados de Ksv, € possivel afirmar que o berenil interagiu com o ctDNA e deslocou todas as
sondas avaliadas, uma vez que os valores variam na ordem de 10°. Tal resultado estd em concordancia com os
estudos de Pilch e colaboradores (1995), que identificaram a possibilidade do berenil interagir com o DNA via
groove ou por intercalacdo. Além disso, como é mostrado nos estudos de Williams e colaboradores (2012), a
intercalacdo corresponde a apenas 24% do mecanismo geral de ligacdo do berenil, o que corrobora com o0s
resultados obtidos neste trabalho, ja que para as sondas groove a concentragdo de berenil necessaria para
deslocar os ligantes foi em média 3 uM e para as sondas intercalantes foi necessaria a adicao de 30 uM de
berenil para que houvesse uma diminuigédo consideravel do sinal de fluorescéncia.

Ja nos testes de forga ibnica, o berenil apresentou uma redugéo do Ksy e medida que foi adicionado NaCl
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ao sistema, apesar disso, a constante ainda foi bastante expressiva da ordem de 10° sugerindo que néo houve
alteracdo ou impedimento do modo de ligacdo nos ensaios, essa reducdo estaria associado ao fato do berenil
ser um composto dicatidnico de forma que a presenca de sais em solucdo, como NaCl, podem interferir no
processo de interacdo com o DNA.

Conclusdes

O berenil apresentou resultados satisfatorios frente as sondas comumente utilizadas em estudos de
interacdo DNA-ligante, uma vez que a magnitude dos valores de Ksyv referentes aos ensaios de competicdo com
tais ligantes foi da ordem de 108 L mol.

Além disso, foi verificada a dualidade no comportamento do berenil quanto ao seu modo de ligagédo ao
DNA, de forma que seu mecanismo de interagdo esta relacionado com sua concentracdo no meio. Assim,
observou-se que para ligantes preferencialmente groove, quanto maior a proporcéo de DNA no sistema, maior é
a supressao de fluorescéncia decorrente da adicao de até 3,0 uM de berenil, em contraste com o observado para
as sondas intercalantes que na presenca de maiores excessos de DNA houve a reducao dos valores de Ksy,
sendo 10 vezes maior a concentracdo necessaria para a diminuicdo efetiva do sinal de emissao. Esses resultados
sdo sustentados por trabalhos anteriores, que descrevem a maior porcentagem do mecanismo de interacao
supramolecular do berenil como sendo via groove menor e apenas uma pequena contribuicio do modo via
intercalagcdo (24%). Esse modo de interagéo preferencial estaria relacionado a uma maior afinidade a regites
ricas em adenina-timina, correspondentes aos sulcos menores do DNA.

A partir da avaliagdo do efeito da forca idnica, através da adicdo de NaCl ao meio, observou-se que a
salinidade no meio interfere na magnitude da supressao de fluorescéncia, contudo nédo altera o modo de ligacdo
do berenil frente as sondas.

Dessa forma, o uso do berenil como sonda de marcacgédo para modo de liga¢do de pequenas moléculas
ao DNA é uma alternativa promissora que ainda nao foi reportada na literatura, evidenciando assim a importancia
de trabalhos como esse.

Além dos ensaios com as sondas classicas off-on, o berenil também se mostrou capaz de deslocar a
cloroquina — um antimalarico, também utilizado em doenc¢as autoimunes — do seu sitio intercalante. Esse
farmaco, ao contrario das sondas classicas, fluoresce na sua forma livre, no entanto, ao ser conjugado com o
DNA tem sua fluorescéncia suprimida. Nestes ensaios o berenil apresentou Ksy da ordem de 10*, de forma que
foi observado um aumento da fluorescéncia da cloroquina na presenc¢a do Berenil, corroborando a competi¢éo
pelo mesmo sitio de interacdo e, portanto, aumentando a fracao livre do antimalarico, responsével pelo aumento
da fluorescéncia do sistema.
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