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RESUMO

O crescimento desordenado de células alteradas que invadem tecidos e até 6rgaos,
causando o aparecimento de inUmeras doencas, é conhecido como cancer. Essas
doencas sdo desenvolvidas como consequéncia da influéncia dos agentes
enddgenos e exdgenos, que causam alteracbes na sequéncia dos genes do &cido
desoxirribonucleico (DNA). Um dos principais meios de tratamento do cancer € a
quimioterapia, que utiliza antineoplasicos para atuar na destruicdo das células
neoplasicas. A interacdo desses farmacos e de espécies endogenas ou exdgenas
com o DNA causam danos irreversiveis para a molécula do DNA pela modificacédo
de sua estrutura. E, portanto, muito importante o estudo do mecanismo dessas
interagbes para elucidar o comportamento das drogas e seus efeitos tdxicos e
quimioterapicos. Inimeros metodos de analise de alta seletividade e sensibilidade
sdo empregados com a finalidade de investigar as reacfes envolvidas nas
interacOes de inUmeras espécies quimicas com o DNA, com destaque para métodos
baseados em espectrometria UV-Vis. Esta monografia contempla uma parte teérica
e uma parte experimental voltada para este tema de interacdes de espécies
guimicas com a molécula do DNA. A parte telrica apresenta uma revisdo
bibliografica sobre os modos de interacdo de diversas espécies com o DNA e
identificacdo de ocorréncia de danos na molécula do DNA utlizando a
espectrometria UV-Vis, além de discutir a estrutura, propriedades e fun¢des do DNA.
A parte experimental apresenta uma investigacdo da interacdo do brometo de etidio
(BE) com o DNA de hélice dupla (dsDNA) por espectrometria UV-Vis. Os resultados
mostram claramente que a interacdo BE-dsDNA acarreta uma significativa mudanca
no espectro UV-Vis do BE, caracterizada pelo hipocromismo (diminuicdo de
absorbéancia) e batocromismo (deslocamento da banda para maiores comprimentos
de onda). Tal comportamento estd de acordo com a formacdo de um complexo
estavel entre o BE e 0 dsDNA via intercalacdo da molécula do BE na dupla hélice do
dsDNA.

Palavras-chave: Antineoplasicos, DNA, Brometo de Etidio, Interagdes Drogas-DNA
Espectrometria UV-Vis
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1 INTRODUCAO

Céancer é o nome geral atribuido a um conjunto de mais de 100 doencas, que
tém em comum a neoplasia maligna, ou seja, o crescimento desordenado de células
alteradas. Agentes carcinogénicos reagem com o acido desoxirribonucleico (DNA) e
provocam o inicio dessa desordem celular. A iniciacdo ocorre ndo apenas com a
modificacdo da estrutura do DNA, mas também pela replicagdo e proliferacéo
celular, dessa forma, a mutacédo inicial permanece (BERNSTEIN et. al, 2002).
Estudos recentes tém demonstrado uma correlacdo entre tumores e danos
oxidativos no DNA. Nos tecidos de alguns tipos de cancer, como no céancer de
pulmao, colon, estbmago, cérebro, mama e ovério foram detectadas concentracdes
significativas de varios produtos resultantes de danos oxidativos no DNA (MALINS
et. al, 1996).

O dano no DNA pode levar a modificagcbes em sua estrutura e assim causar
mudangas na replicagdo celular (WATSON et. al, 2009). A principal fonte de
alteracbes mutagénicas do DNA € o dano oxidativo que acontece de forma
espontanea por agentes exdgenos (antineoplasicos ou carcindgenos) e processos
enddgenos como alteracdes enzimaticas (MALINS et. al, 1996; LEHNINGER, 2014).
Espécies reativas de oxigénio, como peroxido de hidrogénio, radicais superéxidos e
radicais hidroxila, provenientes da irradiacdo e metabolismo aerdbio, podem causar
danos ao DNA. Dentre essas espécies reativas a mais danosa para o DNA é o
radical hidroxila. Apesar das células possuirem um mecanismo de defesa elaborado
para destruir espécies reativas de oxigénio, uma fracdo desses oxidantes escapa e
causa dano ao DNA por meio de um grupo complexo de reagfes, que variam de
oxidacdo das bases a quebras na hélice (BARBOSA et. al, 2010).

Pequenas moléculas interagem com o DNA e modificam sua estrutura
podendo inibir seu perfeito funcionamento, atuando como droga que auxiliam na
cura ou controle de doencas. O DNA é o alvo farmacolégico de muitas drogas que
estdo atualmente em uso clinico ou que estdo em experimentacdes clinicas
avancadas (HEPP & NONOHAY, 2016). O mecanismo de intera¢do entre moléculas
de drogas e DNA ainda € relativamente pouco conhecido, assim, € muito importante
o estudo para compreensdo do mecanismo de interacao, bem como para elucidagao

do comportamento de novas drogas (HAJIAN et. al, 2009).



Varios métodos de andlise com grande sensibilidade e seletividade tém sido
elaborados para elucidar e caracterizar a natureza da interagdo entre
antineoplasicos ou carcinégenos com o DNA. Os principais baseiam-se em
Microscopia de Forca Atébmica (AFM), Espectrometria UV-Vis, Espectroscopia
Raman, Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia
de massa, Espectroscopia de Dicroismo Circular, Voltametria de Pulso Diferencial,
Voltametria de Onda Quadrada, Voltametria Ciclica, Eletroforese, além de
desnaturacao térmica e medi¢cdes de viscosidade (OLIVEIRA & BRETT, 2010). O
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica sobre os modos de
interacdes de drogas com o DNA e seu monitoramento por espectrometria UV-Vis. A
parte experimental consistiu na investigacdo da interacdo do agente intercalador
brometo de etidio (BE) com o DNA por espectrometria de absor¢cdo molecular UV-
Vis.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Apresentar uma revisdo da literatura sobre modos de interacdo de agentes

antineoplasicos com o DNA e seu monitoramento por espectrometria UV-Vis.

2.2 Objetivos Especificos

A partir de uma revisdo bibliogréfica discutir e elaborar um texto didéatico
sobre:
e A estrutura, conformacéo, propriedades e funcées do DNA,;
e A importancia de elucidar os modos de interacdo de espécies quimicas com o
DNA.
e Os modos de interagcbes de espécies quimicas com o DNA e suas
consequéncias.

e Fundamentos da espectrometria UV-Vis e sua aplicagdo em estudos sobre
interacOes de drogas com o DNA;

Realizar um estudo experimental sobre:

e Monitoramento UV-Vis da interagdo do BE com o dsDNA.



3 METODOLOGIA

3.1 Parte Teodrica (revisao bibliografica)
3.1.1 Selecao de artigos e livros

A partir de um levantamento bibliografico sobre o tema da pesquisa, foram
selecionados artigos cientificos e livros (nacionais e internacionais) para a
fundamentacdo do trabalho, envolvendo temas como estrutura, conformacéao,
propriedades e funcdes do DNA, mecanismos de interacdo do DNA com espécies
carcinogénicas e antineoplasicos, espectrometria de absorcdo UV-Vis e suas

aplicacoes.

3.1.2 Aprofundamento cientifico

Realizou-se um aprofundamento cientifico sobre o tema interagbes do DNA
com espeécies quimicas utilizando espectrometria UV-Vis, tomando como base a
literatura selecionada, analisando livios e artigos publicados em periddicos

cientificos (nacionais e internacionais).

3.1.3 Analise critica
Esta etapa consistiu na andlise critica de todo o material selecionado, para a

elaboracdo de uma revisao bibliogréfica.

3.2 Parte experimental

Para uma melhor compreensao e familiarizacdo dos temas abordados na
revisdo bibliografica proposta, o comportamento do DNA e do brometo de etidio,
antes e apoés interacdo foi investigado utilizando espectrometria UV-Vis e todos os

resultados foram comparados com a literatura.

3.2.1 Materias e metodologia

Todos o0s reagentes quimicos utilizados foram da Sigma-Aldrich. Os
reagentes foram dsDNA, proveniente do timo de vitela (calfthymus) tipo Il
(“altamente polimerizado” 62% de Na/13% de agua e comprimento de 10,000-15,000
bp) e uma solucdo de BE 500 pg/mL (1,26 mmol L™).



Uma solucdo mae de dsDNA foi preparada utilizando agua deionizada e sua
concentracéo foi estabelecida por espectrometria UV considerando que 1u Azeonm =
50 ug mL™* dsDNA.

Solucbes de BE e de DNA de diferentes concentracdes foram preparadas por
diluicdes utilizando tampao fosfato (pH = 7.2).

Todas as analises foram feitas no espectrofotdmetro Agilent 8453 UV-Visible
Spectrophotometer, Califérnia, Estados Unidos. O controle dos parametros, a
aguisicao e tratamento dos dados, foram efetuados por intermédio do software UV-
Visible ChemStation.



4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 REVISAO DA LITERATURA

4.1.1 DNA: Estrutura, Propriedades e Func¢des

O DNA é uma macromolécula que constitui 0s genes e armazena a
informacdo necesséaria para o desenvolvimento e funcionamento de todo o
organismo. Primeiramente, em 1869, o DNA foi detectado em ndcleos celulares por
Friedrich e denominado de “nucleina” e ndo era considerado material genético. Ja
em 1940 o trabalho de Oswald T. Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty
apresentou evidéncias que modificaram a concepcdo de que era somente um
componente estrutural dos cromossomos. Neste trabalho, Avery e seus colegas
extrairam o DNA de uma linhagem virulenta da bactéria Streptococcus pneumoniae
e injetaram em outra bactéria do mesmo género de linhagem néo virulenta. Este
experimento acarretou na viruléncia da bactéria ndo virulenta e, a partir disso,
concluiu-se que o DNA armazena informacdo genética. Em 1952, o estudo
envolvendo bacteriéfagos marcados com elementos radioativos, realizado por Alfred
D. Hershey e Martha Chase, contribuiu para provar definitivamente que o &cido
dexorribonucleico contém informacdo genética (LEHNINGER, 2014; OLIVEIRA,
2010).

A estrutura secundaria do DNA proposta, em 1953, por Watson e Crick, foi um
marco historico e importante para o desenvolvimento da biologia molecular. Assim,
os estudos dos &cidos nucleicos avancaram consideravelmente com as evidéncias
que conduziram a descoberta do material genético no DNA, possibilitando esclarecer
inUmeros processos bioquimicos como replicacdo, transcricdo e conservacao celular
(LEHNINGER, 2014).

4.1.1.1 Estrutura Primaria do DNA

Os acidos nucleicos séo polimeros formados por monémeros de nucleotideos.
Um nucleotideo consiste de trés componentes unidos por ligagdes covalentes, uma
base nitrogenada, um acgucar e o acido fosforico.

O acucar presente no DNA € a desoxirribose, que apresenta dois hidrogénios

em seu carbono 2’. Entretanto, no &cido ribonucleico (RNA) o acgucar é a ribose que



tém um grupo hidroxila e um hidrogénio na mesma posi¢ao, Fig. 1 (OLIVEIRA,
2010).

OH H OH OH

Figura 1: Estrutura da desoxirribose e ribose.

As bases dos acidos nucleicos sao purinicas e pirimidinicas, Fig. 2. As bases
purinicas comuns sao a guanina (G) e adenina (A) que sdo compostos aromaticos
de dois anéis, Fig. 2, enquanto as bases pirimidinicas comuns séo citosina (C),
timina (T) e uracila (U), Fig. 2, e sdo compostos aroméaticos de um Unico anel. A
guanina, adenina e citosina sédo encontradas tanto no DNA como no RNA, entretanto
a timina é apenas encontrada na composicdo do DNA, enquanto que a uracila do
RNA (LEHNINGER, 2014; CAMPBELL & FARRELL, 2007).
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Figura 2: Estruturas das bases pduricas e pirimidicas.

Um nucleosideo é uma espécie que consiste de uma base purica ou
pirimidica ligada covalentemente ao agucar correspondente de cada acido nucleico.
Nos nucleosideos purinicos, o carbono 1’ do agucar liga-se ao nitrogénio 9 da base
através de uma ligacéo covalente denominada de B-glicosidica. Ja nos nucleosideos
pirimidinicos, a ligacéo ocorre entre o carbono 1’ do acgucar e o nitrogénio 1 da base,
Fig. 3 (CAMPBELL & FARRELL, 2007).

Nucleosideos Purinicos

Desoxiadenosina Desoxiguanosina

Nucleosideos Pirimidinicos

Desoxicitidina Desoxitimidina

Figura 3: Estruturas de nucleosideos purinicos e pirimidinicos.



Quando ocorre a esterificacdo do acido fosférico com um grupo hidroxila do
acucar de um nucleosideo forma-se a estrutura quimica denominada de nucleotideo
(CAMPBELL & FARRELL, 2007), Fig. 4. Ja a polimerizacéo desses nucleotideos, via
ligacbes éster pelo acido fosférico com os carbonos 3 e 5 de monbémeros

adjacentes, origina os acidos nucleicos, Fig. 4. Além disso, os grupos fosfatos se

encontram na sua forma ionizada e consequentemente carregados negativamente
(LEHNINGER, 2014).
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Figura 4: Ligagdes fosfodiéster entre nucleotideos.

4.1.1.2 Estrutura Secundaria do DNA: A Dupla Hélice

A estrutura da dupla hélice do DNA foi proposta em 1953 por James D.
Watson e Francis Crick considerando todas as informacdes cientificas disponiveis na
época. Dentre elas, o estudo dos DNAs de varias espécies realizado por Chargaff, o

qual demonstrou a partir de analises quantitativas que a porcentagem em mol de



guanina era sempre equivalente a citosina, assim como a da adenina e a timina. E a
investigagdo da estrutura do DNA utilizando difracdo de raios X, realizada por
Rosalind Franklin e Maurice Wilkins (LEHNINGER, 2014).

O modelo proposto por Watson e Crick representa duas cadeias de
polinucleotideos entrelacadas para formar uma hélice dupla. As ligacbes de
hidrogénio entre as bases em cadeias opostas determinam a formacdo da hélice
dupla e de seu alinhamento Fig. 5. Além disso, as bases nitrogenadas estabelecem
interacbes por empilhamento no interior das hélices através da projecdo do grupo
aromatico de suas bases em paralelo, Fig. 5. O empilhamento das bases € um fator
importante para a estabilizacdo da estrutura da dupla hélice do DNA e contribui para
a formacado de interacdo de Van der Waals e dipolo-dipolo. Ja os grupos fosfatos
carregados negativamente e a desoxirribose, que sdo responsaveis pelo carater
hidrofilico da espinha dorsal do DNA, estdo localizados nas partes externas das
hélices, Fig. 5. Além disso, é importante relatar que as hélices estdo em direcbes
antiparalelas, uma de 3’ para 5’ e outra de 5’ para 3’ (LEHNINGER; NELSON; COX,
2014).

T > Pares
—_ a de bases

AT ' Espinha dorsal
—— aglcar-fosfato

Figura 5: Estrutura secundaria do DNA (OLIVEIRA, 2010).

Andlises quantitativas do DNA estabeleceram que a adenina de uma hélice
liga-se sempre a timina da outra hélice (complementar) a partir de duas ligacfes de



hidrogénio. Ja a guanina forma trés ligacdes de hidrogénio com citosina de outra fita
correspondente. Dessa maneira, os pares de base da estrutura secundaria do DNA
sdo AT e GC, Fig. 6 (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2010)
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Figura 6: Pareamento de bases. Ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases adenina-

timina e guanina-citosina. As ligacdes de hidrogénio sdo mostradas com linhas tracejadas.

A forma do DNA relatada até o momento € denominada de B-DNA e possui
um diametro externo da hélice de 20 A e extens&o de uma volta completa da hélice
ao longo do seu eixo de 34 A com dez pares de bases. Além disso, nessa estrutura
formam-se espacgos vazios conhecidos como sulcos, Fig. 7. Entretanto, outras
estruturas secundarias para o DNA podem ocorrer sob certas circunstancias, tais
como A-DNA e a Z-DNA, Fig. 7. A isoforma A-DNA é mais compacta e assume esta
conformacdo em solucbes que ndo contém presenca significativa de agua. Nesta
estrutura, o DNA também apresenta igualmente como a forma B-DNA rotacdo para a
direita, entretanto, 0 nimero de bases para uma volta completa da hélice sdo 11.
Outra distincdo é que os pares de bases complementares ndo estdo dispostas
perpendicularmente ao eixo da hélice, gerando modificacdo estrutural que diminui a
profundidade do sulco menor e aumenta a do suco maior. A forma Z-DNA é a
conformacao alongada e delgada, possui 12 pares de base por volta helicoidal e é
favorecida em solucdo com elevada forca idnica. A principal diferenca desta
conformacdo € a rotacdo para a esquerda, que ocorre devido a mudanca dos
residuos puricos para o mesmo lado do plano (conformacgédo syn) (LEHNINGER,
2014; SILVA, 2016).
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Figura 7: Estruturas de A-DNA, B-DNA e Z-DNA (LEHNINGER, 2014).

4.1.1.3 Funcdes Biolégicas do DNA

e Replicagédo
A replicagdo do DNA é semiconservativa ocorrendo a separacdo das duas
duplas fitas originais, o qual cada fita sera utilizada como modelo para sintese de
uma nova hélice complementar, formando assim duas novas moléculas de DNA,
Fig. 8. Entretanto, a replicacdo do DNA néo é tdo simples assim e requer em todos
0S organismos um complexo de proteinas que trabalham juntas denominado de
replissomo (LEHNINGER, 2014; CAMPBELL & FARRELL, 2007).
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Figura 8: Replicacdo da molécula do DNA (LEHNINGER, 2014).

e Sintese de Proteinas

O processo de formacdo do RNA a partir da codificacdo das informacfes de
um molde de DNA é conhecida como transcricdo. O RNA atua de varias formas,
uma delas é como portador da informacéao codificada do nucleo celular ao ribossomo
no citoplasma. O nome “RNA mensageiro” foi proposto por Frangois Jacob e
Jacques Monod em 1961, e é referente aos acidos nucleicos que fornecem os
moldes que definem a sequéncia dos aminoacidos na sintese proteica. JA& 0 RNA
transportador transfere os aminoacidos para o ribossomo, além de atuar no
reconhecimento dos acidos. A traducédo consiste na formacdo de uma sequéncia de
aminoécidos pela decodificacdo do RNA mensageiro. (LEHNINGER, 2014; FARAH,

1997).

4.1.1.4 Desnaturagdo do DNA

A desnaturacdo do DNA € o processo de separacao da dupla hélice através
do rompimento das pontes de hidrogénio entre as bases, geralmente por
aquecimento ou podendo também ser induzida via rea¢des quimicas (LIU et. al,
2002). Como consequéncia, a absorbancia para o DNA de hélice simples € maior

(hipercromismo) do que para o de hélice dupla na mesma concentragdo, uma vez



que as bases estdo livres e nao formam ligagbes de hidrogénio com bases
complementares (CAMPBELL & FARRELL, 2007; OLIVEIRA, 2010).
4.1.2 Modos de interacdo de pequenas moléculas com o DNA

Considerando as caracteristicas estruturais da molécula do DNA diversas
espécies quimicas, como radicais, ions e pequenas moléculas, podem interagir na
sua estrutura em diferentes locais e por diferentes maneiras, alterando processos
bioldgicos e provocando inumeras doencgas (OLIVEIRA & BRETT, 2012). Por outro
lado, os agentes antineoplasicos de ciclo-celular ndo especificos também interagem
diretamente com a molécula do DNA, provocando a morte de células tumorais
(SANTOS, 2015). Assim € de grande importancia na literatura investigar essas
interacOes e suas consequéncias nos processos bioquimicos (HAJIAN et. al, 2009).
Diferentes técnicas analiticas vém sendo utilizadas neste campo, como
espectrometria  UV-Vis, espectrometria de fluorescéncia, cromatogréaficas,
eletroquimicas e outras (OLIVEIRA & BRETT, 2010).

Em geral, pequenas moléculas interagem com o DNA via ligacdo covalente
(intra/inter-ligacdo cruzada e alquilacdo) ou por ligacBes ndo covalentes, tais como
intercalacdo, interagdes nos sulcos (groove) e eletrostéticas, Tabela 1 (SNYDER &
HENDRY, 2005).

Tabela 1: Exemplos de interagdes do DNA com pequenas moléculas (antineoplasicos

ou carcinégenos).

Molécula Interacdes Referéncia
Cisplatina Intra/inter ligacdo cruzada | SIRAJUDDIN et. al, 2013
Cliclofosfamida Alquilacéo KONDO et. al, 2010
Temozolomida Alquilacéo KONDO et. al, 2010
Clorambucila Alquilagao KONDO et. al, 2010
Dacarbazina Alquilacéo KONDO et. al, 2010
Tris(bipiridina)rutenio(ll) Ligacao Eletrostéatica KELLY et. al, 1985
Daunorrubicina Intercalacéo Barra & NETTO, 2015
Mitoxantrona Intercalagao Barra & NETTO, 2015
Ansacrina Intercalagao Barra & NETTO, 2015
Brometo de etidio Intercalacéo SILVA, 2014
Netropsina Ligagéo no sulco SILVA, 2016




Distamicina Ligacao no sulco SILVA, 2016

Procarbazina Ligacéo no sulco ANWER, 2016

4.1.2.1 Modo de ligacdo covalente

Pequenas moléculas podem interagir com o DNA covalentemente em
diferentes sitios de ligagfes, principalmente nas bases nitrogenadas purinicas nas
posicbes N7 e N3 (FONTES & ALMEIDA, 1997). Um exemplo deste modo de
interacdo é do antineoplasico cisplatina, cis-[diamindicloroplatina(ll)], o qual
estabelece uma ligacdo covalente com as bases liberando cloretos, Fig. 9
(SIRAJUDDIN et. al, 2013).

Figura 9: Cisplatina ligado no modo covalente ao DNA na posi¢cdo N7 da guanina.
(COSTI, 2011).

Os agentes alquilantes sdo compostos utilizados no tratamento do cancer e
gue adicionam covalentemente grupos alquilas (C,H2n+1) ao DNA, essas reacoes
geralmente ocorrem nas bases nitrogenadas e com maior probabilidade, devido sua
alta reatividade, na posicdo N7 da guanina (RAISKI & WILLIAMS, 1998;
NASCIMENTO, 2018). As alquilacdes no DNA acabam dificultando a separagéo da
dupla hélice, evitando assim a proliferacdo de células tumorais. Sdo exemplos de
alquilantes: ciclosfosfamida, bussulfano, temozolomida, dacarbazina, clorambucila,
ciclofosfamida, lomustina (KONDO et. al, 2010).

4.1.2.2 Modo néao-covalente de ligagao

Os agentes antineoplasicos que interagem com o do DNA na forma n&o-
covalente causam geralmente mudancas estruturas na molécula do DNA, em alguns
casos promovendo até a quebra da dupla hélice. Geralmente, os agentes nao-
covalentes séo considerados menos citotoxicos do que os agentes covalentes, uma
vez que ndo produzem adutos covalentes no DNA. Essas interacbes podem
contribuir para efeitos significativos na expressao génica (SILVESTRI & BRODBELT,
2012). O modo nao-covalente de ligacdo de pequenas moléculas com o DNA pode
ser classificado em trés tipos: intercalacéo, ligacdo no sulco e ligacdo externa (no
exterior da hélice) (NI; LIN & KOKOT, 2006).



4.1.2.2.1 Intercalacéao

A intercalacéo foi relatada na literatura pela primeira vez por Lerman com a
finalidade de explicar a forte afinidade de certos corantes heterociclicos aromaticos
com o DNA (LERMAN, 1961). A intercalag&o consiste na inser¢gao por empilhamento
de moléculas arométicas entre os pares de bases do DNA, conduzindo

sobreposicdes do tipo p-elétron, Fig. 10.

Figura 10: Modelo genérico de intercala¢cdo de compostos heterociclicos aromaticos com a
molécula de dsDNA (SILVA, 2016).

Os intercaladores interagem sem romper as ligagdes de hidrogénio entre as
bases do DNA, de modo que se estabelece uma interacao por empilhamento 1 entre
0S grupos aromaticos heterociclicos dos pares de bases do DNA e as estruturas
aromaticas do agente intercalador, Fig. 10. Além dessa interacdo, a estabilidade do
DNA-intercalador também é mantida por ligacdo de hidrogénio, forcas de Van der
Waals e forcas hidrofébicas (MARTINEZ & GARCIA, 2005; SHUI et. al, 2000;
WARING & BAILLY, 1994; REHN & PINDUR, 1996; BAGINSKI, 1997). Os
medicamentos que atuam como intercaladores no tratamento quimioterapico
possuem a funcao de inibir a replicacdo do DNA no rapido crescimento de células
cancerosas (BARRA & NETTO, 2015). Existem quatro intercaladores organicos
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento do cancer,
Fig. 11.
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Figura 11: Intercaladores organicos comercializados para o tratamento quimioterapico.

A adicdo de um intercalador causa mudancas na estrutura do DNA que
estabiliza, aumenta, endurece e desenrola a dupla hélice (BAUER & VINOGRAD,
1970). Para que ocorra a insercdo do intercalador na dupla hélice, o DNA vai se
desenrolando de modo que se projete um espaco especifico entre os seus pares de
base. Cada espécie intercaladora promove um grau de desenrolamento na dupla
hélice. O dsDNA possui uma baixa flexibilidade em sua espinha dorsal, dessa forma,
apenas uma molécula intercalante é inserida a cada dois espacamentos mantendo
os adjacentes vazios (NEIDLE & ABRAHAM, 1984; KECK & LIPPARD, 1992).

4.1.2.2.1.1 Brometo de Etidio

O brometo de etidio é um corante fluorescente ndo-radioativo muito utilizado
na biologia molecular por ser um agente intercalador do DNA, Fig 12. A eletroforese
€ uma técnica bastante conhecida na utilizagédo do brometo de etidio (BAIRD et. al,
1996). Atraveés da imersdo do gel de agarose em solucdo diluida de brometo de

etidio é possivel a visualizacdo do deslocamento dos fragmentos do DNA sob



condicdo de luz UV que transmite cor vermelho-alaranjado (CARNIELLO et. al,
2008).

NH,

Figura 12: Estrutura molecular do brometo de etidio.

Ao se intercalar, o brometo de etidio desenrola 0 DNA em cerca de 26° e
causa o0 impedimento dos processos de replicacdo e transcricdo, Fig. 13
(VARDEVANYAN, et. al, 2003).

Figura 13: Intercalagdo do brometo de etidio entre as bases do DNA (BARRA, 2015).

Por ser um potente agente intercalador do DNA torna-se muito perigoso 0 uso
dessa substancia que apresenta alto poder mutagénico e possivel poder
carcinogénico e teratogénico (SILVA, 2014). O contato através da inalacéo,
ingestdo, contato com a pele, contato com os olhos e exposi¢cdo crénica podem

causar diversos efeitos colaterais (BARROS, 2003).



Estudos realizados com ratos e camundongos demonstraram que o brometo
de etidio ndo € um potencial mutagénico, mas que seus metabdlitos possuem essa
caracteristica. O brometo de etidio vem sendo investigado como possivel
quimioterapico antitumoral devido a sua agcdo como veneno de topoisomerase |,
além disso esses estudos apontam que essa substancia pode ser toxica em
concentragbes elevadas (OUCHI, 2011). Entretanto, ndo h& estudos sobre a
toxicidade do brometo de etidio em humanos (ROCHA, 2014).

4.1.2.2.2 Ligagao no sulco menor

Algumas moléculas ligam-se ao sulco menor do DNA e formam ligacdes de
Van der Waals e ligacdo de hidrogénio. Geralmente, os ligantes que interagem
nessa regido do DNA apresentam diversos anéis aromaticos em sua estrutura tais
como pirrol, furano e benzeno, Fig. 14 (MEI & BARTON, 1986; SALVIA, 2013).
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Figura 14: Moléculas que interagem preferencialmente nos sulcos dupla hélice do DNA.

A ligacdo nessa regido da molécula do DNA é facilitada pela curva do sulco
menor que promove uma interacdo com ligantes na forma de curvas estreitas,
possibilitando interagcbes como a de Van der Waals, Fig. 15. As sequéncias de
Adenina-Timina (AT) se encontram nas regides mais estreitas nos sulcos em relagéo
as regioes onde a Guanina-Citosina estdo mais presentes, assim ha uma propensao
formacao de ligagGes nas curvas ricas em AT (MElI & BARTON, 1986). As forcas
hidrofébicas e/ou ligacdo de hidrogénio proporcionam a estabilidade do ligante-DNA,
além disso, os ligantes que interagem com o DNA nessa regido provocam pouca ou
nenhuma mudanca na estrutura da dupla hélice (KOPKA et. al, 1985; AMBROSEK
et. al, 2010).



Figura 15: Molécula da procarbazina interagindo no sulco menor do DNA (ANWER, 2016).

4.1.2.2.3 Ligacao Externa (eletrostatica)

As ligacdes externas sao ligacdes eletrostaticas entre os grupos fosfatos
carregados negativamente, em condicdes fisiologicas (pH 7,2), e espécies catidnicas
como Na* e Mg?* que interagem com o DNA e fazem parte de mecanismos celulares
(CAMPBELL & FARREL, 2007). Entretanto, cations metalicos como Pb?*, Ni** e Cd?*
sdo considerados carcinogénicos uma vez que suas interacbes com o DNA se
iniciam geralmente pela afinidade eletrostatica favorecendo outros tipos de
interacbes como danos oxidativos nas bases (OLIVEIRA & BRETT, 2007).

4.1.3 Técnicas usadas no estudo da interacdo do DNA com agentes
carcinogénicos e antineoplasicos

Com o desenvolvimento da biotecnologia e biomedicina, diversas técnicas
foram utilizadas para o estudo das interacdes de espécies com o DNA, os seus
métodos de analise também se tornaram mais sensiveis e seletivos. Algumas
técnicas com destaque sdo a espectrometria UV-Vis, infravermelho e Raman,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de massa,
microscopia de forca atdmica (AFM) e de varredura por tunelamento (STM), técnicas
eletroquimicas como a voltametria de pulso diferencial (DPV), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), eletroforese em gel, técnicas de modelagem molecular e
DNA Frootprinting (OLIVEIRA & BRETT, 2010). Dentre essas técnicas, a
espectrometria de absor¢céo molecular no UV-Vis tem se destacado por ser a técnica

instrumental mais simples e frequentemente empregada para o estudo das



interagces droga-DNA e sua influéncia na estabilidade da dupla hélice (SUN et. al,
2011).
4.1.3.1 Espectrometria de absorcédo molecular UV-Vis

A espectrometria de absor¢cdo molecular utiliza a radiacdo eletromagnética de
uma fonte externa para estabelecer a absorbancia da espécie quimica analisada.
Através da espectrometria de absorcdo molecular inUmeros estudos reacionais e
cinéticos, analiticos qualitativos e quantitativos podem ser realizados para
caracterizacao e quantificacdo de compostos organicos e inorganicos.

A radiacdo eletromagnética interage com a matéria devido sua dualidade
onda-particula, com propriedades de onda (frequéncia, amplitude e comprimento de
onda) e de particula (pacotes discretos de energia denominados fotons). A energia
de um foton é inversamente proporcional ao comprimento de onda e diretamente

proporcional a frequéncia, de acordo com a Equacéo 1 (SKOOG, 2006).

E=hv =hc
¥

(Eq. 1)

Dessa forma, nas faixas espectrais, Fig. 16, com o aumento do comprimento
de onda espera-se a diminuicdo da energia. Por exemplo, a faixa de comprimento de
onda da regido do ultravioleta de 200 a 400 nm € mais energética quando
comparada a faixa do visivel de 400 a 750 nm. A espectrometria que utiliza a regiao
entre 200-750 é denominada de espectrometria no UV-Vis, sendo essa faixa
amplamente explorada em estudos reacionais, cinéticos e analiticos qualitativos e
guantitativos (SKOOG, 2006).
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Figura 16: Espectro da radiac&o eletromagnética



(http://knoow.net/cienciasexactas/fisica/espectroeletromagnetico/, acessado em 2019).

Na espectrometria no visivel a selecdo do comprimento de onda possibilita
que um feixe incidente de determinada energia interaja com a espécie, dessa forma
a substancia em andlise absorve uma coloragdo especifica. A cor observada é
conhecida como sendo a cor complementar da absorvida. Por exemplo, se a
substancia absorve na regido azul no espectro visivel (480 a 490 nm) a solucéo

apresentara coloragdo alaranjado, que por sua vez é a cor complementar, Tabela 2.

Tabela 2: Cor absorvida e observada no espectro eletromagnético.

Comprimento de onda da Cor absorvida Cor observada
luz (nm)
380 a 435 Violeta Verde-amarelado
435 a 480 Azul Amarelo
480 a 490 Azul-esverdeado Alaranjado
490 a 500 Verde-azulado Vermelho
500 a 560 Verde Parpura
560 a 580 Verde-amarelado Violeta
580 a 595 Amarelo Azul
595 a 650 Alaranjado Azul-esverdeado
650 a 780 Vermelho Verde-azulado

Quando a radiacao eletromagnética incidente interage com moléculas de uma
substancia, parte dessa energia é absorvida. Neste processo 0s elétrons transitam
de um menor nivel energético para um maior nivel energético, porém apenas por um
instante, logo retornando ao nivel fundamental liberando calor para o sistema. Como
uma quantidade dessa radiacdo incidente ¢é absorvida, a energia é
consequentemente atenuada apds a interacdo. A partir da medicdo da radiacdo
eletromagnética emitida (quando o elétron volta ao seu nivel de menor energia) ou
absorvida obtém-se informacdes sobre a espécie quimica em estudo (PARRON,
2011).

A interacdo da energia eletromagnética com a matéria promove a excitagdo
dos elétrons causando transicfes eletrdnicas, vibracionais e rotacionais. Essas

transicbes ocorrem conforme a aplicacdo de quantidade especifica de energia nas


http://knoow.net/cienciasexactas/fisica/espectroeletromagnetico/

moléculas. Em algumas moléculas, a luz UV é capaz de alterar sua distribuicdo
eletrdnica, entretanto, certas moléculas requerem uma energia mais alta para que a
transicdo eletrébnica ocorra. Os grupos funcionais com absorcdo caracteristica na
regido do ultravioleta e visivel, sdo denominados cromoéforos. S8o nesses grupos
gue ocorrem a absor¢cdo da radiacdo e consequente mudanca dos estados
eletrOnicos, vibracionais e rotacionais. A Tabela 3 mostra exemplos de alguns
grupos cromoéforos e o comprimento de onda que absorvem radiacdo (SKOOG,
2006).

Tabela 3: Caracteristicas de absor¢éo de alguns cromdéforos organicos comuns.

Cromaoforos Exemplo Solvente Amax (Nm)
Alceno CH3CH»>=CH> n-Heptano 177
Alceno conjugado CH,=CHCH=CH; n-Heptano 217
Carbonila (CH3),CO n-Hexano 186-280
Carboxila CH3COOH Etanol 204
Amina (CH3)>,CHNH, Agua 214
Amido CH3CONH; Agua 214
Nitro CH3NO» Isooctano 280
Nitrato C4H9NO Eter etilico 270
Aromaético Benzeno n-Hexano 204-256

Fonte: SKOOG, 2006 (Adaptado).

4.1.3.1.1 O Espectrofotdmetro

O espectrofotbmetro é o instrumento utilizado nas analises espectroscopicas
de absorcdo molecular e consiste na combinacdo de cinco constituintes que em
ordem sdéo: fonte continua de radiacdo (1), seletor de comprimento de onda (2),
cubeta para a amostra -(3), detector de radiacdo (4) e processador de sinal e leitor
(5), Fig. 17. A fonte externa de energia utilizada na espetrometria UV-Vis é
geralmente a lampada de tungsténio para a regiao do visivel e de deutério, para a
regido do ultravioleta. Nos equipamentos modernos, o seletor de comprimento de
onda € um monocromador gue isola um comprimento de onda especifico. Apds ser
isolada, a banda estreita passa por uma fenda de saida para interagir com a
amostra. O recipiente para analise das amostras é a cubeta que pode ser de vidro

ou quartzo, a primeira € utilizada em experimentos na regiao do visivel e a segunda,



na regido do ultravioleta. Em seguida, a radiacéo incidente atenuada passa pelo
detector, este possui um transdutor que converte grandezas nado elétricas em sinais
elétricos. Por fim, esses sinais sdo expandidos por processador e direcionados ao

aparelho digital de leitura (SKOOG, 2006).
(5)
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( > (2) (4) 50
- (3) Amostra 0 100)
Seletor de /\/r /é\
_>
=
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Fonte

Processador e leitor
de saida do sinal

Figura 17:Componentes do espectrofotdbmetro (SKOOG, 2006).

A absorbancia de uma espécie é a diferenca entre a radiacdo incidida e a
radiacdo transmitida, uma vez que apOs interagir ocorre um decréscimo na
guantidade de energia. A figura 18 demonstra este processo, em que a intensidade
da radiacéo incidida P, diminui apos sua passagem pela cubeta com caminho 6tico
especifico (b) e transmite a radiacédo P (SKOOG, 2006).

Solucio

absorvente de
concentragao ¢

—

-~

Figura 18: Atenuacédo de um feixe de radiagcdo ap6s ainteragdo com a espécie absorvente
(SKOOG, 2006).

A transmitancia (T) € determinada a partir da razdo entre das radiagbes, ou
seja, a quantidade de luz que atravessa 0 meio e porcado de luz incidente. O
aumento da absorbéancia (A) acarreta na diminuicdo da transmitancia, assim, estao

relacionadas de forma logaritmica, Eq. 2 (SKOOG, 2006).

A :;-IogT:-Iogi:Iogﬁ (Eq. 2)

Po P



A partir da concentracdo de uma espécie, a absorbancia também pode ser
determinada utilizando a lei de Beer-Lambert, Eq. 3. Assim, absorbancia é uma
grandeza unidimensional que esta relacionada com o aumento ou diminuicdo da
concentracdo (c) e do caminho 6tico (b). A absortividade (a) € uma constante de
proporcionalidade que difere em cada espécie (SKOOG, 2006).

A = abc (Eq. 3)

Quando a concentracdo € expressa em molaridade e o caminho 6tico em
centimetros, obtém-se a absortividade molar (€) da espécie com unidades de L mol™
cm™, Eq. 4 (SKOOG, 2006).

A = ¢ebc (Eq. 4)

Na espectrometria UV-Vis € de extrema importancia, antes de analisar uma
espécie, a execucdo de uma prova em branco que consiste na passagem da
radiacao incidente através de uma amostra que contém apenas o solvente ou agua
destilada. Isto é feito para descontar a interferéncia do fenédmeno de reflexdo
decorrente da interacédo do feixe incidente com as interfaces da célula que contém a
amostra. Além disso, o processo de espalhamento também ocorre pela interacdo da
luz com particulas presentes no solvente, que acrescenta uma atenuacdo a radiacao
gue chega ao detector. A comparacdo da poténcia transmitida com e sem a
presenca do analito e nas mesmas condicdes experimentais, permite que estes

interferentes ndo sejam evidenciados (SKOOG, 2006).

4.1.3.2 InteracOes ligante-DNA por espectrometria UV-Vis

A espectrometria de absorcdo UV-Visivel é talvez a técnica instrumental mais
comumente utilizada para o estudo da interacdo entre pequenas moléculas com o
DNA (SUN et. al, 2011; BHADRA & KUMAR; JAUMONT & GARGALLO 2012).
Diversos estudos de diferentes espécies com o DNA tém sido realizados utilizando

esta técnica, Tabela 4.



Tabela 4: Estudos de espécies e suas interacdes com o DNA utilizando

espectrometria UV-Vis.

Espécie

Referéncia

Lapatinib

DOGAN-TOPAL et. al, 2014

Complexo de Europio (l1I)

ZHANG et. al, 2009

Pazufloxacina

LING et. al, 2008

Levetiracetam

SHAHABADI & HADIDI, 2012

Mitoxantrona

AGARWAL et. al, 2013

Amsacrina

JANGIR et. al, 2012

Berberina

TIAN et al, 2008

Ractopamina

NI, WANG & KOKOT, 2010

Hesperidina e Naringerina

ASHWINI et. al, 2012

Aminocarbe

ZHANG et al, 2010

Isoprenalina

NI, WEI & KOKOT, 2011

Brometo de etidio

BARANOVSKY et. al, 2009

Ratiltrexato

QUEIROZ et. al, 2018

Talidomida

OLIVEIRA et. al, 2009

O estudo das interacfes droga-DNA por espectrometria de absor¢do UV-Vis é
realizado pela observacdo das mudancas das propriedades de absorcdo do ligante
ou do DNA (SUN et. al, 2011; BHADRA & KUMAR; JAUMONT & GARGALLO 2012).
Entretanto, uma desvantagem dessa técnica decorre do fato de ndo fornecer
informacgdes relevantes quando o ligante apresenta banda de absor¢cdo na mesma
regido que o DNA. Ao interagir com a espécie absorvente, a radiacdo
eletromagnética é atenuada, dessa forma, a absorcdo do ligante e do DNA em
comprimentos de ondas proximos resulta na interferéncia espectral pela influéncia
do sinal proveniente de um em outro (SILVA, 2016). Uma vez que as moléculas
usadas como ligantes apresentam uma banda de absorcao distinguivel na regido do
visivel, a analise do deslocamento e alteracdo da absorbancia de quando a espécie
esta livre em solucéo para quando estéa ligado ao DNA evidencia a interacdo entre a
droga e o DNA. A forca de interacdo entre a estrutura do DNA e do ligante esta
associado a magnitude desse deslocamento (SUN et. al, 2011; BHADRA & KUMAR;
JAUMONT & GARGALLO 2012).



Existem dois tipos de descolamentos que podem ser identificados na
interacdo ligante-DNA. O primeiro € o deslocamento batocrédmico (deslocamento
vermelho) que consiste no aumento do comprimento de onda de maxima absorcéo.
O segundo deslocamento é o hipsocromico (deslocamento azul) referente a
diminuicdo do comprimento de onda de maxima absorcdo. Além disso, os efeitos
hipercrémico ou hipocrémico, responsaveis pelo aumento e diminuicdo da
absorbéancia da banda, respectivamente, também podem ser observados.

Geralmente, a intercalagcdo dos compostos aromaticos na estrutura do DNA
resulta no hipocromismo e batocromismo (deslocamento vermelho). O hipocromismo
ocorre pela proximidade entre o composto intercalado e as bases nitrogenadas do
DNA nas interagcdes por empilhamento entre os elétrons 1 dos grupos aromaticos do
intercalador e os elétrons 1 das bases do DNA. O efeito batocrémico contribui para o
hipocromismo e esta associado a diminuicdo do nivel de energia da transicdo do
elétron m-m*. O deslocamento para o vermelho também pode ser identificado nas
interacBes de moléculas no sulco menor do DNA, entretanto, esse efeito ndo ocorre
de forma significativa como na intercalacao (LIU et. al, 2002).

O hipercromismo é observado no caso de ligacdo externa (eletrostatica) de
espécies catibnicas com os grupos fosfato na espinha dorsal do DNA que resulta na
compressdo da estrutura complexo-DNA causando danos na estrutura da dupla
hélice. Além disso, algumas espécies provocam o efeito hipsocrdbmico como na
interacdo do complexo de zinco (Il) com a molécula de DNA. A dupla hélice é
mantida pelas interacdes por empilhamento, ligacdes de hidrogénio e efeito
hidrofobico entre as bases (ARJMAND & JAMSHEERA, 2011; SIRAJUDDIN et. al,
2013).

O efeito hipercrébmico também é verificado na desnaturacdo da estrutura
secundéaria do DNA, uma vez que as bases vao estar nas suas formas livres em
solucédo, sem estabelecer ligagcdes de hidrogénio com suas bases complementares
(LEHNINGER, 2014).

4.2 PARTE EXPERIMENTAL



4.2.1 Espectrometria UV-Vis da interacao entre brometo de etidio e dsDNA

Para analisar a interacdo do BE com a molécula do dsDNA, primeiramente
foram obtidos os espectros de absor¢cdo molecular individuais dessas espécies na
regidao do UV-Vis.

Espectros de absorcdo molecular de solu¢des aquosas 10, 25, 50 e 100 umol
L™ de BE foram registrados na regido de 200-700 nm e apresentaram trés bandas de
absorcdo caracteristicas bem definidas, com comprimentos de onda de maxima
absorcdo em 211 nm, 286 nm e 480 nm, Fig. 19B. Considerando a teoria das cores
complementares da espectrometria no visivel, Tabela 2, a terceira banda em 480 nm
corresponde a luz absorvida azul-esverdeado com a cor complementar transmitida
laranja, como observado na solucéo de BE, Fig. 19A. A absorcao molecular do BE,
tanto na regido espectral ultravioleta quanto na regido visivel, era esperada devido a
presenca de varios grupos cromoforos em sua estrutura, Fig. 12 e Tabela 3, com
orbitais 1 conjugados que permitem as respectivas transi¢des eletronicas entre os
niveis de energia. Além disso, o BE possui elétrons ndo-ligantes que sao capazes de
serem excitados a outros niveis energéticos (ROCHA, 2014). Observou-se também
que a absorbéancia do BE aumentou linearmente com o0 aumento de sua
concentracéo nas trés bandas de absorcao, Fig. 19B, como discutido a seguir para

a banda da regido do espectro visivel.
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Figura 19: (A) Solucédo do BE 100 pmol Lt em tampéao fosfato pH = 7.0 e (B) Espectros
de absorcéo do BE em tampé&o fosfato, pH = 7,0, em 10, 25, 50 e 100 pumol L™



Uma curva analitica para o BE foi levantada utilizando a banda do visivel com
méaxima absorcdo em 480 nm. Como esperado, considerando a Lei de Lambert-
Beer, a curva analitica demonstrou uma excelente linearidade entre os valores de
absorbéancia e a concentracdo do BE, com coeficiente de correlacdo (r) de 0,999
(Fig. 20). Esses resultados demonstram a possibilidade da andlise qualitativa e

quantitativa do BE utilizando espectrometria UV-Vis.
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Figura 20: Curva analitiva do BE em concentracdes de 10, 25, 50 e 100 pmol L™ por

espectrometria. Apax = 480 nm.

A partir dos dados experimentais da Fig. 20 e utilizando a expresséo da lei
Lambert-Beer, Equacédo 4, foi calculada a absortividade molar do BE, como

apresentado a sequir.
Calculo da absortividade molar do BE

Considerando a concentracdo de 25 umol L™ para o BE, a célula de 1 cm de
comprimento e a absorbéancia detectada de 0,1244 a absortividade molar calculada
foi:

e=A/b.c

£=0,1244 /1,00 cm x 25 x 10° mol L™

£=4,97 x10°L mol* cm™



SolucBes aquosas de dsDNA 10, 50 e 100 pg mL™ (incolores) foram
preparadas e seus espectros de absorcéo registrados numa faixa de comprimento
de onda de 230-400 nm, Fig. 21. Uma unica banda larga foi detectada, com
comprimento de onda de maxima absor¢cdo em 260 nm, em concordancia com a
literatura (LEHNINGER, 2014). As caracteristicas espectrais no UV detectadas para
o DNA se devem a interacdo da radiacdo eletromagnética com os residuos das
bases nitrogenadas guanina, adenina, timina e citosina, uma vez que seus aneéis
aromaticos possuem alta probabilidade de transicfes eletronicas (GONZALEZ-RUIZ
et. al, 2011). A molécula do DNA, devido a presenca de varias bases nitrogenadas
aromaticas, apresenta uma elevada absortividade molar da ordem de 10* L mol™ cm
! (GONZALEZ-RUIZ et. al, 2011). Um aumento da absorbancia do DNA com o
aumento da sua concentracdo, foi também observado (Fig. 21), como discutido a

seqguir.
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Figura 21: Espectros de absor¢cao do dsDNA em tampao fosfato, pH = 7,0, em 10, 50 e 100 ug

mL™.

Uma curva analitica para o DNA foi elaborada utilizando os dados da Fig. 21.

A curva demonstrou uma excelente linearidade de resposta entre os valores de



absorbéancia e a concentracdo do DNA, com coeficiente de correlacao (r) de 0.999,
Fig. 22.
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Figura 22: Curva analitiva (Absorbancia vs. [dsDNA]) em concentrac8es de 10, 50 e 100 pgmL'l.

Para investigar a interacdo do BE com a molécula do DNA de hélice dupla,
varios espectros de absorcdo na regidao UV-Vis foram registrados para diferentes
misturas de BE com DNA em pH 7,0 (Fig. 23, 24 e 25). No primeiro experimento
manteve-se a concentracdo do BE em 25 umol L™, variando-se as concentragées do
DNA (12, 24, 36 e 48 pug mL™Y) Fig. 23. Comparando-se 0s espectros na regio
visivel de 350-650 nm para as misturas BE-DNA com o espectro de absor¢édo do BE
(controle), Fig. 23, observa-se claramente que o aumento da concentracdo do DNA
resultou numa diminuicdo significativa da absorbancia do BE em 480 nm
(hipocromismo), além do seu deslocamento para valores comprimentos de onda
maiores (batocromismo), em pleno acordo com a literatura (BARANOVSKY, 2009).
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Figura 23: Espectros de absorgdo do BE em 25 pmol mL™ (=) e misturas do BE 25 pmol L
com dsDNA em diferentes concentraces (==) 12 pg mL™, (==) 24 pg mL™, (=) 36 pg mL™" e
(==) 48 ug mL™.

O experimento acima foi repetido dobrando-se a concentracdo do BE (de 25
para 50 pmol L), Fig. 24. Os resultados foram bem concordantes com os da Fig.
23, reafirmando claramente a ocorréncia do hipocromismo e do batocromismo para
a banda do BE com o aumento da concentracdo do DNA, um comportamento tipico
de uma interacao via intercalacdo de uma molécula com o DNA (LIU et. al, 2002).
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Figura 24: Espectros de absor¢do do BE em 50 pumol L™t (==) e misturas do BE 50 pymol L com

o dsDNA em diferentes concentracdes (==) 12 pg mL™, (=) 24 pg mL™, (=) 36 ug mL™ e (==) 48
Mg mL™.



Por fim misturas foram realizadas em tampéo fosfato pH = 7,0 mantendo-se
sempre a concentracdo do BE 100 pmol L™ e variando as concentracées do DNA
(25, 50, 75, 100, 125 e 150 ug mL™), totalizando 6 amostras, Fig. 25, Os resultados
demonstraram claramente a intercalacdo do BE na dupla hélice do DNA,
considerando a comparacgao dos espectros de absor¢cdo das misturas com o controle
do BE, o qual demonstraram o hipocromismo e o batocromismo para a banda do

intercalante BE.
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Figura 25: Espectros de absor¢do do BE 100 pmol Lt (==) e misturas do BE 100 pmol L? com
dSDNA (==) 25 ug mL™, (==) 50 pg mL™, (=) 75 pg mL™ e (==) 100 pg mL™?, (=) 125 pg mL" e
(==) 150 pg mL™.

A mistura da solucdo de dsDNA 150 pg mL™ (incolor) com a solucdo de
BE 100 pmol L™ (alaranjado) mostra claramente uma mudanca de coloracdo de
laranja para rosa, Fig. 26, em concordancia com o deslocamento da banda para o
vermelho (red shift) apresentado nos resultados espectrais das Figs. 23, 24 e 25.



Figura 26: Solucéo de BE 100 umol mL™ (A) e sua mistura com uma solucdo de dsDNA 150 pg
mL™ (B) em tampéo fosfato, pH = 7,0.

Assim, considerando todos os resultados das Figs. 23, 24, 25 e 26, bem
como a literatura (BARANOVSKY, 2009) a intercalacdo do BE no dsDNA foi
detectada e ocorreu devido ao empilhamento 1T dos anéis aromaticos da estrutura do
BE, Fig. 12, e os grupos heterociclicos aromaticos presentes nos pares de bases do
DNA, Fig. 2. Além disso, através da interacdo entre os elétrons 11 do BE e os
elétrons 11 do dsDNA houve uma diminui¢cdo no nivel de energia da transicéo 1r-1*

que resultou no deslocamento para o vermelho (red shift) (LIU et. al, 2002).

5 CONCLUSAO

Este trabalho procurou apresentar de forma clara e didatica a importancia da
espectrometria de absor¢cdo molecular UV-Vis nos estudos das interacbes de
diferentes espécies com o DNA e sua aplicacdo nas investigacfes da estabilidade
do DNA. O trabalho foi divido em duas partes principais, onde na primeira foi uma
revisdo bibliografica sobre o tema sugerido estabelecendo tépicos como, estrutura
do DNA, suas propriedades, conformacbes e funcdes, modos de interacbes
covalente e nao-covalente de drogas com o DNA, técnicas usadas no estudo da
interacbes do DNA com agentes carcinogénicos e antineoplasicos, espectrometria
de absorcdo molecular no ultravioleta e visivel, interacdes ligantes-DNA utilizando
espectrometria UV-Vis. Na segunda parte do trabalho um estudo experimental foi
realizado para demonstrar 0 uso da técnica de espectrometria de absorcéo
molecular nas interagdes intercalador-DNA, na qual o intercalante usado foi o

brometo de etidio.



Na revisdo bibliografica, os topicos associados ao tema abordado foram
descritos didaticamente e discutidos, como a estrutura, propriedades, conformacoes
e funcbes do DNA, modos de interacdo covalente de espécies com o DNA como
ligacdes intra-inter hélices e agentes alquilantes, modos de interacdo néo-covalente
como intercalacgédo, ligagdo no sulco menor e ligagcdo externa, técnicas utilizadas nas
investigacdes ligante-DNA, espectrometria de absor¢édo molecular, seus conceitos e
aplicacoes, espectrofotbmetro e seus componentes, funcdes e determinacdes
experimentais, a espectrometria UV-Vis nos estudos de espécies com o DNA, sua
limitacdo, efeitos observados nas analises como hipocromismo, hipercromismo,
batocromismo, hipsocromismo e sua relacdo com os modos de ligagdo néo-
covalente com o DNA.

Na parte experimental, o comportamento do brometo de etidio e do DNA
foram investigados por espectrometria UV-Vis e seus espectros foram estabelecidos
em diferentes concentragdes. Uma curva analitica foi levantada com os espectros
registrados e a absortividade molar para o brometo de etidio foi calculada. A
interacdo BE-DNA foi investigada em pH fisiologico e em diferentes misturas numa
faixa de 350-650 nm. Como esperado, foi observado uma diminuicdo e
deslocamento vermelho significativo da banda do BE na regido do visivel, em 480
nm, com o aumento da concentracdo do DNA, que esta associada a intercalacéo do
BE na dupla hélice do DNA, estando em pleno acordo com a literatura.

Esses experimentos realizados foram importantes para demonstrar a
aplicacdo da espectrometria UV-Vis nos estudos de interagbes de diferentes
espécies quimicas com a molécula do DNA, demonstrando a potencialidade desta
técnica neste campo de investigacdo. Além disso, 0s experimentos realizados
podem ser propostos para aulas de disciplinas experimentais focando a
espectrometria no UV-Vis, uma vez que demonstra na pratica varios conceitos

importantes facilitando e contextualizando a aprendizagem do tema.
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