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“"Estudos sespeciroscdpicos sobre as subsidncias aglaranjode de acridina e

deunomicing intercaladas com doideo desoxiribonuclelico (DNAS®

Autor : Reinalde Aparecido Bariccatti

Orientador : Prof. Dr. Francisco B. T. Peossine

Resumni

Este trabalho versa sobre o estude sspectroscédpico, na regifo VUV,
das substancias alaranjade de acridina e daunomicina conhecidas pela
capacidade de interagir com DNA via intercalag8c de suas moléculas
sntre os pares de bases.

Em soluclic agquosa o agente intercalador pods se sncontrar ligado ac
DNA por intercalacBo esou por interag8c com a superficie externa do
mesme., No primeirce caso, a moelécula € protegida do meio externce e
mantida via forgas hidrofdbicas e, no ssgunde, as interagles s3o
caracterizadas pela formag3c de agregados. Ocorrem modificagdes na
intensidade # posiclc dos especiros de absorg3c e de emiss3io as guais
permitem determinar as concentragBes das espécies intercalada, agregada
e monomérica. Para o alaranjade de acridina foram determinadas as
constantes de squilibrio snire ossas sspécies.

Ax mudangas espectrais observadas para a daunomicina foram mais
acentuadas gue aguelas para o alaranjado de acridina, © gque pode ser
atribuide, em parte, s diferentes interagfes envolvidas no fendmenc de
intercalagfo. Estas modificagBes s3o revertidas quando aumenta a forga
idnica da scluglc, pois os ions podem expulsar ¢ intercalador do local
em que ele se encontra alojade. Este processe se mostrou mais intenso
para © alaranjado de acridina que para a daunomicina, pois esta possul
outras interacBes com &a estrutura do DNA que lhe conferem maior

estabilidade quantoc & intercalagio.



"Specliroscopic siudies on acridine orange and daunomicine interactions

with deoxyribonucleic acid (DNAST

Author @ RKeinaldo Aparecido Bariccatti
Adviser 1 Prof. Dr. Francisco B. T. Pess=ine
Abstracts

This work is on V/UY speciroscopic investigation of acridine crange
and daunomicine that are known by the abiliiy of insert their aromatic
systoem belweesn base pairs of deoxyribonucleic acid CDNAS.

There are two possible interaciions between these substances and
DNA: by intercalation between base pairs andsor at the external surface
of the macromolecule. In the first case, the intercalator is protect
from the hydrophilic environment and hold by hydrofobic forces and, in
the second, the interaction is due the formastion of aggregates held by
slectrostatic forces. One can observe modifications in both the
intensity and position of the abscorption and emission specira which
allow to determine the concentration of intercalate, aggregate and
monomeric species. For acridine orange it was calculated the
equilibrium constani belwesen these species.

For daunomicine the speciral alterations were more pronounced than
for acridine orange. ¥When one increases the ionic strength of the
solution the intercalator can be expelled from the hydrofobic cavity
and the modifications are reverted. This process is more intense for
acridine orange, due to stronger interactions of daunomicine and DNA

that stabilizes Lhe complex.



I3 Introduc8c

1.1 Processos fotofisicos
S30o def inidos como agueles resulisnte da excitaglo weletrdénica de

uma ou de um sistema de moléculas por radiacgic ndo icnizante.

1.1.13 Processos unimoleculares
Ocorrem em moldculas iscladas na fase vapor ou om scluglo diluida

em meico Lransparente:

a) AbscorcBo: a molécula & excitada de um estadoe eletrdnice de menor
energia para outro de maior energia pela absorcic de um ou mais foétons.

b) Emiss8c: a molécula ¢ desexcitada do estado eletrdnice de maior
energia para © de menor energia pela emissBoc de um féton. Uma transiglo
radiativa @ntre sstados com igual multiplicidade de spin & chamada
flucrescéncia & fosforsscéneia qguande enire estades com difesrentes
multiplicidades.

£l TransicBes ndc radiativas enire niveis vibrdnicos isc-snergdlicos:
sHo precedidas por sbiivagfo ou desalivagBe do estade eletrdnico atraveés
de radiagic itérmica. Uma transigio entre estados com mesma
multiplicidade de spin & chamada de conversfSo interna e cruzamento
inter-sistemas guando entre estados com diferentes multiplicidades.

A Figura 1.1 resume o gque fol exposio.
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Figura 1.1 Diagrama de energia e possiveis transi¢fes sleirdnicas



1.2.13 Absorgio

A energia total (Ee de uma molécula no esstado sletrdénicoe
fundamental (excluindo a snergia translacional e a nuclear) & a soma de
Ltrés componentes: a ensrgia elestrénica (E.D » & vibracional ( EVD ® &
rotaciconal < E:r} :

E =E +EV+E £a.1.12

i & r

Analogamenie, a ensrgia itotsal (E’tZ} de uma moldécula no  estade

#letrdnico sxcilado & dada por:

E’ = E” + E° + E’ C2.1.2

3 £ W r

Ka absorgio:

AE = E’ ~ E £2.1.35
¥ k.4 "

onde x pods Ser i, e, v oOU r.

TransicBes envol vendo AEQ ® AE fornecem espectros vibrdnicos que

A
ocorrem na regifio do visivel e ultra-violeta, permitinde a obtencic de
informagBes sobre os niveis vibraciocnais do estade eleitrdnico excitado.

A equag8Be (2.1.40 fornece a absorbincia de uma espécie M em

solugido:
Absorbincia = log Ii/I = g-[M]-d £28.1.4>
onde I L I, & d & (Ml s8¢, respectivamente, as intensidades da

radiacdo incidente ® emergente da amostra, o coeficiente de extinsio

molar. o caminho dtico & a concentraclic do scoluto.

I.2.23 Fluorescéncia

Desde que o tempo de vida da espécie excitada ao estado S1 seja
suficientemente grande para gque ela alcance o© equilibrio térmico, a
emissdo ocorre primariamente do nivel v'=0 para © nivel v"=m do estado

o

S0 fornecendo informacdes sobre os niveis vibracionais deste.

I.2) InfluBncia do meic nos sspectros de flucrescéncia e absorcio
Se Cvf}V © {v{miv forem as frequéncias das transig¢des 0©-0 e de
Frank-Condon no espectiro de flucrescéncia da espécie na fase vapor o

Ce D e (v Dv as correspondentes para © espectro de absorgio podemos
L W TN



BECT SYBI IS

$w > = L2 [{w 2 +Lp 3 3 £2.12
am W fm

L "
Na fase wapor, as freguéncias das transicdes 0~0 de emissic e de
absorgio ooinciden:

(u{‘} = Cw 3 o= w2 £B2.22

W & W o v

Em soclugHo, v, & deslocada para menor energia:
Ay = p» o — W » 0 3,32

Além disso, a absorbincis aumenta e o© espescitre da ssepécie em
solucie apresenta bandas mais largas gque © correspondente eom fase
Wa DO .

Ha deis tipos de interagBes inter-moleculares responsévelis pela
mudanga especiral: 12 interag8c universal., devida & influéncia do
sclvente como um melo dielétrico, gue depende dz constante dislélrica &
e do indice de refrago n do mesmo, sendo descrita pela teoria de
Onsager e pelo principic de Franck~Condon ¢ 22 interacgdo especifica,
come formecBo de pontes de hidrogénio, complexes ou exciplexos.

A Figura 3.1 mostra esquematicamente oz niveis de energia envolvendo
as transi¢Be= 0~0 em uma moelécula na fase wvapor « em solugHo. Uma

molécula de solute com memente de dipelo g4 em uma cavidade esférica de

raic Ya" em um meio de constante dielédtrica estética ¢ polariza o meio

dielétrico produzinde um campe reacional:

2ule~1> _ 2u fled

a?c2e+1) a®

B {3, 4D
onde: el = Leg~10-Ce+ld

A energia da molécula no estado Sﬁ, com momento de dipolo p, em um
solvente, @ reduzida gquandc comparada A da molécula na fase vapor.

devido ao campoe reacional:

fCed (3.5
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Figura 3.1 Infludncia do solvente na energia da transiclo 0-0
Mo H S momentc de dipolo meolecular em So @ Sg
e = constante dielétrica estética

A transigio (-0 envelve o estadoe S; no gual a espécie tem momentio
de dipolo H, LFigura 2.12. 0 principie de Franck—-Condon menciona que &

transicEo sloalrdnica ¢ muito mais répida gque o tempe de relaxacEs

digelétrica T do selvenie, de mode gqus o campo reaciconal ne estadeo S;
&
2u_ £Cn®
B’z —— (3.0
i B
&

onde n° & a constante dielétrica para alta frequéncia. A freqguénciada

transig¢lc & ddada por:

< P‘s ——RODC M- ;403
heo

LR3.72

w ={p 3 -+
(=5 @R W

Se o tempo de vida T do scluto no estado excitado for meior gue o
tempo de relaxaglo dielétrica, M polariza estaticamente o solvente,

produzindc um campe resacional:

auifc &2

R = cz.82
1 ]
a

e & eonergis seri reduzida. A transicioc 0~0 ocorre de Si para S; cnde o©
campo rescicnal &:
R’ 2p £Cn

Om &
=,

{3.80



A relaxagdc dieléirica subsegusnie retornz a2 molécula a S )

emitinde luz com fregudncia:

v,o= Q;}Bg{* QRO~RlDC;a-yOB (3,102
hc

A diferenca de frequéncia enire as transicdes 0-0 dos especiros de

absorgdc e« flucrescéncis &:

z 2.2 2
- Eiyi yob g=1 - n -1

Ly = LR =T z 3,112
8 Z2n +1
hca
"Para solventes nic polares & o n® = O de mode que v_ = v
&

Se © tempo de relaxagio dielétrica do solventie T, for maior que T
K polarizard parcialmente o sclvente, ocorrende emissio do estado S:
intermedidrioc entre S; @ $£, produzindo um campoe reacicnal:

Bl £Cs70

B @ s C2.120
2 Z
=

2 o N
conde £ Z £ 2 n . Neste casce 2 frequéncia de emissic aumenta:

CRO-Rz 2 Cpa»goﬁ
he

2,122

o= {3 3 +
hY

I1.4) Dimeros

I.4.12 Tecoria exciton
Esta teoria possui ampla utilizacBo em cristais o compostos

moleculares come dimeros, trimercos e altos agregados formados através

de forgas de van der Waals e pontes de hidrégenio. Se as unidades
componentes destas espdcies apresentarem transicles eletrdnicas
suficientemente intensas poderi ocorrer separasio dos estados

eletrdnicos excitados, com deslocamentc ou desdebramente da banda de
abscrgdc & aumento da excitacic ac estado excitade triplste.

A fung3oe de onda do dimere no estade fundamental & dada por:
¥ o= oy oy ) C4.12

onde v e ¥, s8c as fungBes de onda das moléculas u e v no estado
W

fundamental.
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¢ operador Hamilioniano parsa o dimero &:
H=H+ H+ V¥V C4.25
4 4 bW

onde Hu @ Hv s8o os operadores para as moléculas iscladas e V;V & o

potencial de perturbacio intermolecular.
A energlsa do sstadeo fundamental do dimero ¢ dada por:

E
g

it

£ <y, -a;»v:x* H oy y, ot _ot_ 4.3

E

i

*»
. Eu e ﬁv + S {wu L QVUVB ¥, ¥, 3Tu BTV C4. 4D

O Glitimo termo represenia a energia de interacfo de van der Waals
sntre as moeldculas u e v no estado fundamsntal. Eu ® Ev =80 as energias
das componentes iscladas nesse sstado.

& fung8o de onda assocliada ao estado excitado do dimero pode seor
escrita como a combinagfo linsar:

e L
we = oay ¥ ot by v C4. 52

3 L . .
onde ¥, ' ¥, representam as funcdes de onds dos estados excitados de o
¢ v & @ & & s3c coelicientles a serem determinados.
Assim, a energia do sisitema seria:

+* LS L -
EE = Eu + Ev + ff(wh v;) CV;VJ ¥,¥, 8Tu67v

t socy’ wv-?‘ (v d oy ¥ arer 4B

O ditimo termo da equacEo (4,82 pode ser aproximade por:

£ =B -M % - 3l -PHelt D™ C4.7>
u A L} hd

@ repressnta & energia de interaglo devido a +troca de energia de
excitaclio entre as moléculas u @ . ﬁu ® ﬁv s3oc o respectivos momentos
de transicio e ? & o vetor posig¢io.

Indicando comec AD a diferenga enire as energias de interacidc de wvan
der Waals gue aparecem nas egquacdes 4.4 ¢ 4.6 obtemos a energia de
transigio para o dimero:

LE = AE + AD % E C4.85

dimeroc mendmeroe



i.4.2> Diagrams de energia para dimeros

Em um dimero, momentos de dipolos paralelos levam ac diagrama de
nivels de energia mostirade na Figura 4.1 (A, A direita dos niveis de
energia exciton E' @ E” estio os vetores que permitem estimar o momento
de transi¢fo entre os estados fundamental & exciton deo dinmero.

O arranjc de dipole fora de fase corresponde, aletrostaticamenie, 2
um abaixamentoc da energia de mode que E’ se torna menor que a snergia
de interacic enire as componentes devide ks forcas de van der Waals.
Quando o dipolos sstéo em fase E” é deslocado pars energiss msiores. O
momento de transiglo ¢ dade pela soma dos momentos de transicio
individuais das componentes gue interagem. Assim, @€ proibida -
transigio do estade fundamental a E’ mas permitida para E¥.

Dezte modo, no dimero CCOrTe deslocamento da transicio
singlete-singlets para o azul e aumenio da populaglo do estado triplete
acompanhado da supressioc de flucrescéncia.

Dipolos de transicEo Bipclos de transigfc Dipolos de transicgfo

paralelos CAD sm linha (BD obliguos (OO
] (] (=) (7] (=]
1] 1] A7) N
1 <
E* 111 e E* e — ET T
- g/" \
E* T E' —— ——— E /‘\i
Mondmeros Dimersocs Fase do Dimeros Fese do Dimercs Fase do
dipole dipelo dipeloe

Figura 4.1 Esquema dos niveis de energia de dimeros cujos dipolos

de transi¢dc sBo paralelos CAY, em linha CBY e obliquos CCO

A Figura 4.1 (B) mostra o diagrama de niveiz de snergia gquando o=
dipolos estio alinhados. Pode-se ver que © arranjo em fase dos mesmos
leva a uma atragl3oc eletrostética, produzinde um abaiwxamento de energia
para E’, a2 passo que o arranjc fora de fase causa repulsio produzindo
o estado E” e ocasionando deslocamentc para ¢ vermelho.

A Figura 4.1 (OO mostra o diagrama de energia guando os dipolos =80
obliquos. Neste caso, © arranjo em fase dos mesmos € atrativo o leva &
mencr energia @ © arranjo fora de fase & repulsive causando um aumento

de energia do estado excitado.



I.4.3) Caminhos de absorcio e emissio para dimeros

0= caminbos de excitacio & emissio om dimeros com momsnios dipolares
paralelos estfc esquematizados na Figurs 4.2, No mondmero a absorcde e
smiéséo s8o permitidas por dipolo elétrico. No dimerc a transicgio ao
gstade de menor ensrgia {S;D ¢ proibida enquante & permitida a
transicic para S;, Come a separagico enire esses estados depende do
momento de transiclo dos componentes do dimerc (Equaclo 4.83, gus &
praticament® nulc para a transicglo So¢ Ti, & de se esperar Jue oS
sstados T§ do monémerc e do dimerc tenham a mesma energia. Apds &
sxcltacio ao esitado S; ocorre conversioc inlerna a S; o gque impede a
emissis de flucrescéncia a partir de S;. Dade gue a iransicio de $; &
SD ¢ formalmente preoibida (mas pode existir com pegquena probabllidade
S < di mero tiver geometlria distorcidal oTOrre cruzamenlio
inter—-sistemas ac sstado TD, do gqual o dimero pode fosforescer. Em

consequéncia,. haversd ums diminuicBeo da intensidade de flucrescéncia do

mondmere com © aumenio da concentragio de dimeros.

’ S”
< Py j B
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et e guen e eom e o
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j B
Mondmer os Dimeros

Figura 4.2 Caminhos de excitagfo emissido do mondmerc e dimero

1.5 Acido desoxiribonucleico

I.5%.13 Esirvtura e definigfo de termos
O DNA possul dois tipos de bases nitrogenadas: as purinas (adenina
e guaninal que possuem um stome de hidrogénio na posigio 8 e as

pirimidinas {iimina & citosinal gue possuem um adtomo de hidrogénic na

posicie 1 (Figura ©.1 A, Nos nuclecsidecss correspondentes estes
hidrogénios s8c substituidos pela desoxiribose. Cada um deles, mais o©
agucar fosfatado na posigfo 3, forma © nuclectidec gue constitui  a

unidade bésica do DHNA. O nuclectideos se unem, em uma mesma cadela.
através de ligacBes didéster gque ligam © carbono B’ de uma desoxiribose

ao carbhono 27 de outra.
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O polinuclectidec formade por esta seguédncia de moléculas constitus
uma das fitas gue forma & dupla hélice do DNA Estas & wvoliade para a
direita, de modo gue as duas {itas enrcladas uma em torno da oculra
aprésentam dez pares de bases a cada passo. A dupla hélice tem diimetiro
de 20 A mostrando sulcos maiores C"major grooves™) e mencres (“minor

grooves' 2 gue $e caraclterizam por possuir larguras @ 2profundidadess

diferentes C(Figura 8.1 EBD.

wﬂ Hw’b m/ﬁy CHa
WA\g OJ\ﬁ G)\ﬁ ~.

citosina uracil gimina
(€} T
pirimidinas A
NHa O
£ §
N¥ C

N ,
LI LI
ST BTN N
adenina guanina

{(A) §G)

purinas

Sulco menor

Sulco maior

Figura 8.1 RepresentacBes das bases nitregenadas (A e dos sulcos (BD

existentes ne DNA

il




4s duas cadeias mantém-se unidas, em parite, por pontes du
hidrogénic, estando cada grupo amino de wuma base em uma das fitas
ligado a um grupc ceto de outra base na outra fita (adenina—-timina e
guanina-citosinad, conforme Figura 8.2, As ligagBes glicosidicas que
unem cada par de bases & cadeia de agUcar-fosfate possuem a mesma
disténcia entre si (10,888 & s¥c simetricas em relaclc 2 um eixo

bindrio locaslizado ne plano do par de bases.

Figura B.2 Representagdo das ligag®es de hidrogénic entre as bases do
DA

As duas fitas no DNA n3c s3c idénticas, mas complementares eom
termos de pareamento apropriado de bases. Assim, uma fita com ligaci3o
8"-3" @ sequéncia A, G, G, T, T, C, etc.. possui uma outra complementar
gque apresenta ligaglo 3-8’ e sequéncia T, C, C, A, &, G, etc.

Os plancs dos pares de bases adjacentes estBo afastados de 32,4 3,
cada par de bases faz um Angulc de 36° em relagdco a seus wvizinhos e
cada passo da dupla hélice tem um comprimento de 34 4. Estes valores
sdo para a esirutura "B" do sal sédice de DNA encontrade em fibras com
g2 de umidade. Em condigles fisioldgicas, o nUmerc de pares de bases

por passo aumsnia de 10,0 para 10, 4.
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Existem warias esiruturas do DNA, trés das quais sic semelhanites:
=AY, PR e CY. Aguela comumente sncontrada em solugfo e in vive € &
"B gque se converte em A" quando a umidade da fibra ¢ reduzida para
menos de 78%. A estrutura A" difers da “B"” na disposigioc dos pares de
bases, que nFo sfo pesrpendiculares ac gixe da hélice, mas inclinados de
~ 20°. Em consequéncia disto o passo da hélice & reduzide de 34 2 Dara
ze 2, existinde 11 parss de bases por passo, resu}taédc num
encurtamento de 2B%. A estrutura "C" se assemelha muito a "B"., possul
passc de I A, com nove parss de bases por passo. Aldm dessas., oulra
estrutura {denominada “Z%, por causa do percursc em zigue—zague da
cadeia de desoxiribose-fosfatol) foil cbser vada &m cristais do
hexanuclect L deo dCCpGJa @ em fibras de poelimeros alternados dCCG&n.

A respeititc dos sspectros eletrdnicos, Ltodos os 4dcidos nucleicos
apresentam forte absorcio no ultravioleta, com maximo em aZ60nm. Quando
o DNA native & aliersado, werifica-se um acsnibuado aumento da
absorbincia. Esta mudanga reflele uma diminuigSc nas ligagfes por
pontes de hidrogénio do DNA

Uma propriedade fisica importante do DNA € a sua densidade
super-helicoidal. Quando uma molécula de DNA apresenta exatamente um
passo da hélice para cada 10 pares de bases, diz-se que ela esta
“relaxada', sem nenhum passc super-heliccidal, Entretanto, se as duss
fitas da hélice estiverem muito enrcladas, de modo gque para cada 10
pares de bases exista mais de um passo da hélice, a molécula se torce
oem torne de si prépria e torna-se positivamente super-enrolada. Em
contraste, se © DNA estd insuficientemente enrclade com menos de um
passo para cada 10 pares de bases, a molécula torna-se negativamente
super —enrol ada.

O super —enrolamentc pode ser desfeito através da clivagem de uma
das fitas pela agZo de uma desoxiribonuclease. Qutra maneira de aliviar
o super—enrclamento consiste em intercalar uma molécula planar, como o©
bromete de etideo, enire pares de bases adjacentes. Essa intercalacgio
distorce a super—espiral de 12°, de modo gque para promover um
desenrclamentoc de ums wvolta sio necessarias 20 mol écul as do
intercalante. Quande ¢ enrolamento negative desta super-helice &
dosfeite, a adicio de mais moléculas de brometo de etidec resulta na
formac3e de noves enrolamentos super-heliccoidais mas na diregfo

positiva.
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I.8.2 Aspeclios dindmicos da estrutura do DMA

Qual € & natureza dindmica da estrutura do DNA que possibilita a
intercalag@o? Como esta estrutura provoca a ruptura das pontes de
hidrogénic <ios pares de bases em temperaturas bem absixe da temperatura
de fus3Zo?

Estas pe@rguntas podem ser respondidas pela teoria proposta  por
Sobell (83 : guande em solucio moléculas do solvente colidem
constantemente com DNA a0 longe de sua extensEo. Embora a2 maioria
destas moléculas {ransfira energia para o polimero, causando-lhe
cscilagBes desordenadas na estrutura, ssta nidc se propaga pele polimero
e & dissipada para a sciuglc em virtude da viscosidade., Ocasionalmente.
meléculas do sclvente com momento apropriadeo (istce &, orientadoe ao
longo do eixe do DNAY colidem com o DA, produzinde wum  movimento
harménice ne mesme o gual permanece localizado em um s=itio {C{causando
mudanga conformacional na estrutura agicar-fosfatol cu se propaga 20
longe da hélice., Quando este movimenio tem baixa amplitude ele faz com
que & estrutura do DNA varie entre a2 forma “B” e uma forma super
helicoidal ., para direita,. gue contém aproximadamente 10 pares de bases
por volta e passo de 344, de forma 2 criar a minima perturbagio no DHNA,
Movimentos  harmdnicos de grande amplitude origlinam estruturas
semelhantes mas gque contém mais de 10 pares de bases por volta., cada um
dos guais estd mais inclinade em relagSc ac eixe da hélice. Estes
movimentos poderiam contribuir para o aparente desenrclamento do DMNA e
para a inclinagdo dog pares de bases relativoes ac eixoe, obssrvados para
o poelimerce em solugio,

Quando oz movimenlos mencicnados sd¢ de pegquena amplitude, © DMA se
comporta coms um corpo @lastico gue acumula energis tensional através
de pequenas mudangsas nos dngulos de torgio que definem a gecmetria do
esqueleto agucar-fosfato. Estas mudangas sZo localizadas primariamente
nos anéis furanose dos residuocs desoxiribose alternadeos. Normalmente o
empacotament e do anel furanose no DNA "B ¢ (2’ endo e a introdugico da
energia tensional a hélice altera a magnitude e direcic deste
empacotamente. Quandoe as oscilagBes tem grande amplitude., ¢ aumentc da
energia tensional nas cadeias aglcar-fosfate faz com que o© anel
furanose tenda a ficar planc., Por fim, sm uma amplitude de oscilacgio
critica. os residucs de aglcar alternados se transformam bruscamente em
uma conformacdco com (2* endo ocorrendo um desempilhamento parcial dos

pares de bases parsados. Esta nova conformacio {denominada DNA 3
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torcided corresponde a uma distorgio inelédstica na esstruturs do DNA,
causada por uma oscilagdc ifransiente com alia energia localizads em um
sitio esspecificeo da hélice. Ela é bastante flexivel e podesria, durante
seu tempo de vida, apresentar aumento das flutuagcfes de energia as
quais podem ser usadas na separaclo dos pares de bases, de modo a
possibilitar a intercalag3c de moléculas de medicamentos e de corantes

ne DA,

1.5.2) 0 fendmeno da intercalagioc de algumas substancias em DNA
Substincias que intercalam entre parses de bases do DHA sdo,

geralmente, agenies citcléxicos e mutagénicos potentes, apresentandce um

grupe crom&fore formade por andis aromdticos, planares. Jgue podem S
inserir na cavidade hidrofdébica dessa macromclécula, causando-lhe
profundas alteracdes conformacionais. Al gumas apresentam acio
farmaccldgica importante sendo utilizadas., sozinhas ou combinadas, em

quimiocterapia de algumas neoplasias. Deste modo, torna-se extremamente
importante © estudo das interacdes entre DNA e essas substéncias com
vistas ac entendimente dos equilibrics envelvidos no processo de
intercalacio, a estrutura dos complexos formados,. as alteracdes
estruturais no DNA provocadas pela acomodagdo de moléculas entre os
peres de bases. 80 mecanismo ds intercalsgio, elo, Portanto. pode-oe
afirmar gus & investigscio desses complexos formados ¢ de inleresse eom
quimica, bicoguimica,., biofisica, farmacologia & medicina.

Uma evidéncia sobre a intercalacic de compostos aromédticos.
em gque © planoc molecular da espécie inserida se encontra paralelo as
bases pareadas, proveico de estudes hidrodinsmicos e de difraglc de
raic-% empregando derivados de acridina (8], O complexo formado fornece
um difratograma o gqual indica um aumento da separagio entre o pares de
bases do DNA. De acordo com este modelo, © DNA aumenta de comprimento,
a cadeis agucar-fosfato é distorcida & a estrutura regular helicoidal &
deformada 5 medida em gue a substéncia intercalante se aloja enire os
pares de bases. Em particular, quande a molécula de acridina s insere
entre pares de bases AT-AT, dobra a distincia entre estes. ocasionando
forts distorgdoe nos sitios vizinhos.

Hoje se conhece varias substéncias gque podem interagir., via
intercalagds, com o DNA: pscralenos, cloroguina, clorcpromazina,
brometo de etidec, lodeto de propidec, antibidlicos, corantes, sic, As

férmulas estruturais de algumas delas, relacionadas a este trabalho.
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estiEo mostradas na Figura 5.3

~ Ny
CHy NH:?\H;
Cg‘i; H CHy il

9-Amino geridina Alaranjado de acridina Proflavina

NH g

3,5,6,8~Tetrametil -H-metil
Eiipticina fenantrolinium

Daunomicina

S Crp—CHZOH

Z-Hidroxi-etanctiolato-2,2°%,2%"-
terpiridina de platinal{ll) Daunomicina Actinomicina

Figura 5.3 Fdrmulas estruturais de alguns compostos intercalantes

FPor causa do sistema cromdfore de agente intercalante, SUa
interacio com o DNA pode ser segulida por métodos sspeciroscdpicos os
@uais fornecem informagtes espectrals, cinéticas e termodinidmicas sobre
o processo de intercalag@o. Estudos cindticos mostram gue este
fendmenc, gue ocorre na escala temporal de milisegundos. ¢ precedido
por um processeo rapide de difusZc e interag3io com grupces fosfato
(carregados negativamentel existentes na superficie externa do DNA,
onde pode haver a formagdo de complexos oligoméricos,

Medidas de alongamenic do DNA em presengas de proflavina mostram que

apenss 44% dos sitics de intercalagic fLtecricamente disponiveis ostic

ocupados pelas moléculas desse compostio indicande gue, basicamente, um
sntre cada deis sitios tem a sua ocupagieo inviabilizada pela
intercalacfc gque ocorre noe sitic adjscente. Assim, pode-se dizer quS

nem todos os sitios disponivels & intercalacgdc podem ser usados e isto
provavelmente se deve a distorgfio dos nuclectideos vizinhos & agquele

que interage com o intercalader, como ¢ meosirado na Figura 5. 4.



Residuo 1

Residuo 2

Residuo 3

Figura B.4 Distorg3c dos sitios wvizinhos causada pela molécul a

intercaladeora

¢ aumento da separac3c snire as bases pareadas., gue oDoorre  em
virtude da intercalacio, pode ser vigualizade come wuma combinacico de
alongamente e desenrclamentc da conformacdc "B do DNA, sendo
preservada a ligacdo agucar~fosfate. Quande uma moléculs se insers
entre os pares de bases hé um desenrclamento, no local da intesracio.
que pode ser de 15° a 20° por molécula intercalada de modo que. se este
processe envolver um numere grande de moléculas. pode dar origem a uma
hélice cujos passos sBo velilados para a esqguerds, ¢ nfc para a direitsa
como & tipice da conformacie “B™.

As forgas atrativas snvelvidas no processe de intercalag3o s3o,
primariamente, de natureza hidrofdébica e surgem em virtude do
"empilhamento” dos anéis aromdtices da espécie intercaladora e dos
pares de bases do DNA, Entretanto, ¢ conhecido gue, em alguns casos, e
desnaturagsc do DNA nZo reduz substancialmente a ligagic da espécie a
ser intercalada, falc que tem levade & um outre modelec para esse
processe €@ dJue envolve a sobreposiclo dos andis aromaticos do
intercalader & das bases adjscentes na mesma fita polinuclectidea,. como
acontece para a acridina [7].

As propriedades espectroscépicas desta substincia ¢ de alguns de
seus derivados tem sido estudadas desde 1860, observando-se que s3o

alteradas quando sla interage com DHNA nativos ou polinuclectidecs



sintélticos. De modo geral., podem ocorrer modificacdes nas intensidades
¢ posicdes clas bandas de absorgido o de emisslo, no tempo de wida da
espécie excitada © na pelarizagdc especiral. Em particular, no casc de
proflavina, acriflavina, guinacrina e mostarda de guinacrina, o
rendimente guintico da flucrescénocia depende fortemente do local em gue
a molécula sSe insers, isto &, entre quais pares de bases ocorre a
intercalag8o,. ou seja, da composicio apresentads peloe DHA. Para essas
moldoulas, @sse parameiro aumenia guando a intercalacfc acontece enire
AT-AT o diminul guando pelce menos um dos pares for C6 Ne caso  de
proflavine @ guinacrina,. & supressdc de flucrescéncia por regides ricas
em UG foi atribulda a um complexc de transferéncia de cargas em gue o
corante atua comoe receptor & a guanina como doador de elétrons. Além
disse, observa-se gue h& um deslocamento do méximoe de absorcldo para A
maiores e diminuigcEc da absorbincia engquanto gque o espectro de
flucorescéncia desloca-se para comprimentos de onda menores. Para a
proflavina intercalada o rendimento guantico de flucrescénocia diminui
de um fator de irés o o tempo de vida permansce constante, guando
comparados aos valores obtides em soluclo agucsa.

A curva de relaxacio (isto &, intensidade de smissBc versus tLempod
da proflavina ligsada ao DNA (raz8o [fosfatol ~ lintercalantel = 4203
mostrou ser  uma fungdFoe niEo exponencial sende gus © desvio da
exponencialidade varia monotonicamente com ¢ conteldds de bases C&G. Fara
DHA de Micrococeus lyscodeiktticus (ML, que apresenta 7% de pares de
bases Q&2 fol chserwvade um componente muito répide (741ns2 na curva de
smissic Catribuide as moléculas intercaladas entre CG-C5 e outreo, com
tempo de vida maior (24,3ns) cujo responsavel € o complexe formado
entre o corante e os pares de bases AT-AT. Estas descobertas demonstiram
claramente & presenca de sitics de dintercalagio distintes. Enguanto
acridina se acomeda preferencialmente entre AT-AT. acriflavina e
proflaving mio exibem seletividade na intercalacic (8],

A substé&ncia antineoplésica daunomicina Cantibidtico pertencente &
classe das antraciclinas? € amplamente utilizada sozinha ou &m
combinacdco com cutras substancias (com as guals apresenta um efeito
cocperative facilitando a ligagdo das mesmas ao DNAY come agente
quimicterapico no tratamento de alguns tipos de leucemia e tlumcres
sélidos, Ela insere seus anéis aromiticos entre dols pares de bases
adjacentes no DNA., distorcendo a estrutura do mesmo, desenrclando-o de

i . .
= 127 e aumentande a disténcia entre os pares de bases para gquase o




dobro do valor original (3,442, Sua constante de associagfo estd na
faixa de 10° ¥ com parametros de exclusio 3.0 & 3.5 {gue corresponden
aos valores médios relativos aos nUmerocos de pares de bases obstruides
por apenas wma molécula intercaladal (8], A geomestria do complexco
daunomicina—hsxanuclesctider mostra gque © cromdfore & inseride com ©
@ixoe maior perpendicular e ligacdes por pontes de hidrogénic enire os
pares de bases adjacentes, em contraste com alguns complexos f{ormados
por outras substincias intercaladoras nos guais © eixo molecular maior
& paralelo Bs referidas ligagBes. 0 ansl D" da daunomicina projeta-se
sobre o sulcoe maior ("major groovel do DNA e o anel A" (ndo
aromdticel. juntamente com a dauncsamina (com a gqual estd ligadod,
ocupam o sulco menor {(“minor groove’™l, inviabilizando, no minimo, os
trés sitios de intercalacdoc mais préximos. Este complexc &€ estabilizado
por interacSes wvia pontes de hidrogénio envolvends os gruposs hidroxila
e carbonila de C8. © complexe formade faz com gue a daunomicins
provogue a supressio da sintese de DNA e RNA inibindo a multiplicagdo
celular. A& titulo de exemplo, a concentrac¥o minima dessa substancia
necesséria para a inibigic do crescimentc celular de Bacillus subiilis
e de Lscherichia coli & mostradsa na Tabela B.1 [10]. HNEo foi mencionade

s essa inibicio € devida & interferdéncia na sintese do RNA ocu se se

tratse de um efeite puramente bactericstatico.

fInibidor] (ug-mil
Inibidor E, subtilis E. coii
Actinomicina D G, 028 >BO
Cromomicinas Aa 0,01 »>100
Mitramicina 0,01 >20
0l ivomicina .8 >0
Cinerubicina e >80
Daunomicina = 15
Nogalamicina 1 =0
Proflavina 2 >80
Al aranjade de acridina >100 >100

Tabela 5.1 Concentragfc inibitdéria minima de alguns antibidticos e

acridinas

Além disso. alguns desses compostos apresentam atividade mutagénica

e carcinogénica. A Tabela 8.2 ({1130 mostra alguns tipos de tumores

is



desenvolvidos em ratos apds adminisiracieo de dauncmicine ¢ adriamicins.

Daunomicina Adriamicina
0,8% de

10mg-Kg C12/|Bmg-Kg (15 |Bmg-Kg (15-NaCl (S de

18 animalis 18 animais (17 animaisi20 animsais
desenvol ve- idesesnvol ve- [dessnivol ve-~ [ desenvel ve

ram tumor? iram tumor? iram tumor2 (ram Lumor

Tumores mamarlios

Fibroadencoma el ig ig 1
Carcinoms = = 2 2
Carcinoma asdrenal i
Carcinoma epidermoide 1
Liposarcoma 4

Tumores malignoes

n3Ic classificados =

Lipoma 1 i
Schwannoma 1

Pélipo cerwvical 1

Tabsla 5.2 Tipos de tumores desenvolvidos em ratos apds administrar

solucdo contendo daunomicina, adriamicina e sore fisicldgico

A uwtilizagdo de dauncomicina come agente guimiclerapicoe em humanos
provoca alguns efeitos colaterais indesejiveis como arritimia cardiaca,
cardiomiopatia e atividade imuno-supressiva, predisponde as pessocas &
infecgdes., Em razlo disto, tem side estudade o encapsulamentce desie
composto em um vetor come o préprio DNA, a concanavalina A, dextranas.
anticorpoes. etc. Ezxta substincia wuma vez administrada pode se
distribuir em outros sitios como membranas e proteinas, j& gque ela se
liga reversiwvelmente tanto ac carregador como ac DNA  Estudos via
irradiac¥e com luz UVWoV (A = 240-800nmd) no complexe DNA“daunomicina
indicam a formacio de uma ligagio irreversivel entre ambos (semelhante
a0 gue ocorre na f{oloadigio entre psoralencs e DNAY com peguenc
rendimentoe guintico. Fol verificadeo que este processo depende da Torga
idnica e da concentracgiZce de 02‘ Contudo, a inlensidade de luz
necessaria para formar o foloprodutlo causa alteragBes profundas no DNA,
come ruptura da cadeia no local em que ocorreu a reaclo, desnaturagZo e
enrolamente do acido nucleico, etc. [121.

As antraciclinas C(adriamicina & daunomicinald, guande em peguenas

quantidades., facilitam a ligac®o de actinomicina D ac poli(dAadID, um
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duplex ac gual esse antibidticce nBo se liga na auséncia dagquelas
substincias. Todavia, esse efeiic sinérgice nidc € geral & nic ocorre,
por exemplo . para © brometo de elideco (ocutro intercalador muito comum e
gque exibe agdc contra a ssguistossomnose) & ¢ alaranjado de acridina. A
interacio cooperativa entre os antibidtices fol interpretada como
resultante de uma distorgio induzida pela adriamicina na hélice do
polildAdT? . polildAdTy facilitando & ligaglio de actinomicina D, Ambas as
substéncias {adrismicina % daunomicinad mosiraram exibir ligagSes
cooperativas em sclucdes com forga idnica compardvel aguelas existents
em liquideos fisicldégiceos {(contendo O,8%, em massa. da MalCl), mas guando
o sal estid em conceniragdes iguais a2 0,01 e 1.0 M ambas as drogas
interagem com © DHA de maneira nSoc cooperativa. Este efeitc & contrério
ac observado na actinomicina D cujo grau de cooperaltividade parecs
aumentar c<com a reducidc da forga iénica. A interacic de outro
antibidtico,. a distamicina (gue também intercala ne DNAD ¢ insensivel a
concentracBEo de ions {131,

Fol wverificado gues adriamicing exibe maior grau de cooperatividads
que daunomicina, donde se especula gue a ligagSo de hidrogénic
adicional nmo grupe hidrexila do Cl4 da adriamicina establliza o©
complexo DMA-intercalador [131].

A Tabela B.2 sumariza as constantes de equilibric & o parametro de
exclus3o n (isto €, o nimerc de pares de bases inviabilizados pela
intercalaciod para a daunomicina guande € alterada a porcentagem de
pares de bases CF6, relalivas ac DNA de alguns microorganismos. Estes
resultados mostiram claramente gue a daunomicina apresenta maior
seletividade & intercalacdo entre pares de base C6. A razfo entre as
constantes de interac8c de daunomicina com DMNA do Microcococus
lysodetkticus (ML, que contém 728% de pares de bases T8 e Chlosiridium
perfringens (CP, gque contém 31% de pares 8 pode ser definida como o =

¥ » K = 3,8 {141,
ML et




DNA %CG K (x10% M n
poliCdG-dlo 100 37,0 =.8
M, lysodeilktrcus = 18,0 &,1
E., Colx 80 7.l 2.3
Timo de bezerro 42 &,.6 2.8
. perfringens 31 2.9 3;0

Tabela 8.3 Constantes de egullibric e parémeiros de exclusice de
daunomicina

O paramsiro o fornece LIT& medi da guantitativa sobre &

especificidade da interacic das substéncias mencionadas com as bases,

possibilitando descobrir qual € a composigdo do DNA no local da

intercalacio. Este parémetro & semelhanie a:

o = r P o
ML cF
onde T € Tep s8o as razBes entre as concentracdes das gEpacies
intercaladas e dos pares de bases para M iysodeikiicus @ .

perfringens. respesctivamente. A Tabela 5.4 apresenta os valores de o
previstos em varios modelos que descrevem a especificidade da interacioc

de daunomicina com DNA [141.

Sequéncias de sitios Probabilidade o

1T sitic CG 7 Z. 3
1 sitic AT 1=y O, 4
1 sitic CG-AT, AT/CG ou CGTG 2f-f° 1,75
2 sitios CG adjacentes I 5,4
3 sitios <G 2 12,8
3 sitios AT/ CG/CE, CG AT/ CG, CG/CG/AT 37%-37° 2,2
3 sitios AT/CG/CG, CG/CGAT, CBCE TG 2f%-4% 4.1

Tabela 5.4 Valores de o previstos em vérios modelos para interagic

especifica

f indica a probabilidade da espécie intercaladora interagir com um
par especifico de bases. Assim, se uma substédncia intercala unicamente
entre pares de bases GG « seria f f (O, 720,31 = 2,30, onds Ff

ML * CP ML

fe? s5e as porcentagens de bases (C& em M. lvsodetkticus e (.
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perfringens respectivamenie. Para uma espécie gue intercala snire dois
sitios CG adjacentes o seria f_*/ 7 % (0,71%/ 0,31 = 85,4>. Assim,
conhecende © valor de o pode-se ter uma idéia sobre entre que pares de
bases ocorre a intercalagio de uma dada molécula.

A estrutura do complexo daunomicina-cligonucieotides tem sido

resclvida, mediante difracic de raios ¥X. em wscala atdmica, fornecendo
algumas informagles scobre a ligagcEo especifics da dauncomicina. Duas
moldéculas desta subsiincis estfe wunidss & forma heliccoidal dos

hexmeros aulto-complementares dCCETACEY ., cada uma das gquals intercalada
enire o pares de bases (F existentes nas extremidades das fitas. Mo
sulce maior um ion sddic hidratado ¢ coordenado ao N7 da molécula de
guanina existente acima do intercalader & acs idtomos de oxigénio 04 e
0% da molécula de daunomicina., No sulco menor, o Atome de oxigénic do
grupe carbonila ligade ac carbone G123 da molécula de daunomicina
interage wvia ponte de hidrogénio com uma. molécula de dgusa
compartilhada, também, por essa ligac3o 2 molécula de citosina ¢olocada
acima do intercalador., O grupo hidroxila em C8 participa em duas ponies
de hidrogénio: uma delas com o &tomo de nitrogénioc N2 e a outra com N3
da guanina abaixce do intercalador. Quandoe a guanina for substituida por
adenina esta participa de apenas uma ponte de hidrogénic (Figura B.53
{=21.

Figura 8.8 Estrutura do complexo daunomicina » dOCGTACGD

¢ comportamento da substincia daunomicina tem side intensamsnte

investigado @m sistemas bicldgicos. Come exemple podsmos citar os



trapbalhos realizados por Frezard e Garnier-Suillerct [187 os quals
compararam & ligag3o de daunomicina com DNA purificade & com o© nucleo
celular, utilizando especiroscopia de f{lucrescéncia. Chaires & col.
{181 avaliaram o efeito gcausado pela interacdc elestrostidtica entre
intercalador & intercalante na snergia livre de ligagio do DNA com
algumas antraciclinas C(doxerubicina. hidroxirubicina ¢ daunomicinad
utilizande métodos de titul agSo flucrescente & didlise. A
caracterizacio termodinmics (isto &, a delerminacico de &Gop AHT & AS™
dos  complexos formados enire a dauncmicina =] varios duplexes
poliméricos Cpoli: [dUAT2] - peli [d{ATZ]; poli [J(CGE2Y - poli [dOCGD I,
poli [4CAY] - poll [d{TI23, etc.D foi feita por Remeta e col. {171},
através de ospeciroscopia de absorcio ¢ de emissdo o calorimetria.

Dada & sensibilidade da téonica, medidas espectroscdpicas baseadas
na absorgic . particularmente, na flucrescéncia mol ecul ar sEO
adeguadas ao estudo de moléculas bicldgicas. A emissido pode ser devida
ou & biomocldécula em si  (chamada de emissic primdriad ou a wuma
substincia ligads 3 biomelécula (2, neste caso, & chamads e emissio
secundarial. No primeiro caso € necessiric radiacio UV para excitar o
sistema e a informacio conseguida estd relacionada & prépria molécula
excitadsa. HNo segundo, as propriedades de emissdo (rendimente gquintico,
tempe de vida, alterascdes na intensidade e na posicio das bandas
espectrais. =tc.) dependem do mecanismo de interagdo da subst&ncia com

a biomclécul a.




112 Parte experimental
11.12 Reagentles

Alaranjado de acridina (2, €& -bis (dimetil amined acridina, British
Drug Housed

Cloridrato de daunomicina (Farmitalia Carle Erbal

DHA de Limo de bezerro (Sigmad

O alaranjsado de acridina, na forms de cloridrato, foi purificade
mediante dissolucio om uma mistura de &gua e etancl (1.1 wvvl e
precipitado pela adicdo de solucfc aguosa de NaOH O,1M. A seguir o
cblido foi lavado com igua destilada, seco a 70°C e armazenades sob
vacuo em um recipiente protegide da luz. A pureza do composte foi
verificada pele ponte de fusfo C181°C.

As demais substincias foram empregadas sem purificacio.
iI1.27 Equipamentos

Espectroflucrimetro marca SLM-AMINCO, modelo SPF-B00C

Espectrofoidmetros de absorgic V/UV marca Iniralab, modelc DMS100 e
Varian, modelo Cary 2300

Microbalanga marca Metltler, modelo MEZ22

Balanca analitica, marca Fisher Scientific, modeloc A-280

pHmetro marca Digimed, modelo DMPHE

I1.3) Purificacso da Agua

Todas as solugldes foram preparadag utilizando &gua bi ou tri

destilada,. segundo ¢ procedimentc normal de destilagio.
11.42 Preparacédc das soclugcdes
I11.4.1) Solucio estogue de alaranjado de acridina
Pesou-se © corante na microbsalanga € a massa fol gquantitativamente

transferida para um balfc volumédirico de S0ml e completade o volume com

Agua,
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11.4.27 Solugbes tamplio
Foram presparadas as seguintes solugBes tampio:
al) Kolthoff —Vieeschhouwsr (18]
Nazccs CO,05M + Na38‘07 CO,O8MD 2,2 ZpH< 11,0
NaaHPo4 €O, 1M> + MNaOH CO,1MD 11 ,C<pH= 12.0
B2 tamplo Fosfate (18]
39, 0ml KH PO (0,24 + 61,0ml K HPC_ (0,2M> pH=7,0
Parsa o aceric de pH entre 1 ¢ 10 foram empregadsas as solucSes

de Clark-lubs [i8]):

HCL CO,2M0 em KCL CO,.2MD 1.0 spH< 2.2
HCL (0,1M) <4 hidrogencftalato de poléssic (0,1M Z,2 2pHL 3,8
NaOH (0,1M> <+ hidrogenofialatc de poléssio (0,1M 4,0 SpH=< 8,0
NaOH (0,i1M> + dihidrogencofialato de potissio (0,1M 6,0 <pH< 8.0
MalH CO,1iM2 -+ HQBGa COiM eom KC1 G, 1M 7.8 SpHL 16,0

Foram retiradas aliquotas de 2,8ml da soluglo estogus de alaranjade
de acridina, transferidsas para balBes de 2Bml. complestado o wvolume de
cada um deles com as sclugdes Lampic o medides os valores de pH. Logo

em seguida foram registrados os especiros de absorgfo.

I1.4.32) Solugdes, com diferentes forgas idnicas, contendo alaranjado de
acridina
Foram retiradas aliquotas de 10ml da soluclo estogque de alaranjado

de acridina £ a cada uma delas adiciconada uma diferente massa de Nall.

II.4£. 4> SolucSes para estudos sobre o coeficiente de extinsic molar de
alaranjado de acridina

Foram preparadas solug@es com diversas concentracdes de alaranjiado
de acridina & regisirados os espectros de absorgio. A seguir, foi
adiciconade a cada uma delas NaOH sdlide de mode a obter a espécie
desprotonada do corante, sendo novamenie regisirades og espectiros de

absorgio,

11.4.5) Solucbes para estudos espectroscédpicos sobre as espécies
monomérica e dimérica de alaranjado de acridina
Foram preparadas scluces de concentracBes conhecidas Centre 107% a

107 e, em seguida,. oblidos o5 espectros de absorcdoc e de emissio.
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11.4.B3 Sol ugdes conlendo daunomicina

Fol comseguida uma solucBo aguoss desta substincia (empregada  em
tratamento guinioterdpico no Hespital de Clinicas da UNICAMPY = &
concentragho da mesma fol delerminada através de espectiro de absorcio
sende usado © coeficienie de extinsic mencionade no trabalho de Chaires
e col. [201. A seguir, esta sclugBc foi diluida para se obter a
concentracio desejadas & © acerto do pH (7,12 fei feitc com é Ltampio

fosfato.

I1.4.7) Sclwucdes utilizadas nos estudos scobre as interacdes entre
alaranjado de acridina ¢ as bases nitrogenadas

Volumes iguais de sclucBoc esstogue do c¢orantes foram colocados em
balBes de 10Oml. A cada um deles, separadamente, foi acrescentada
determinada massa de adenina, guanina, timina e ¢ nuclecsides de
citidina., As solugdes foram homogeneizadas € registrados os especiros

de absorcico & de emissio.

11.4.8) Solucdes ywitilizadas nos estudox =zobre a2z interacdes enlre
daunomicina —om 2¢ bases nitrogenadas

Fel preparada uma solugio de daunomicina por dilulclo da solugdo
sstogque a qual fol dividida em cinco partes iguais @ a cada uma delas
foi adiciconada uma gquantidade conhecida de cada uma das bases
nitrogenadas. A Ultima foi utilizada como referéncia na cobtencdc dos

ecpectros de abscorcBoc e emissio.

11.4.9) Solugdes, com diferentes forcas idnicas, contendo daunomicina
O procedimento adotade fol © mesme descrito para as seolucdes de

alaranjade de acridina, sendo usadas aliguotas de Bml.

I11.4.103 Solwcio estogue de DNA

O DNA foi pesado em microbalanca @ colocade em um tube de ensaio
com boca arr<lhivel. Em seguida fol adicionada determinada massa de
dgua iri-destilada (pesada em uma balanga analitical. 0 tubo foi
tapado, snvol vido em papel aluminico e colocade em um segunde tuboe de
ensaio maior adaptivel a um roia evaporador.

Este conjunte fol colocado em uma geladeira (& 57 por dois dias
apds © que © recipiente foi acoplade a um rota evaporador, colocade em

um banho de gelo ¢ movimsntade com uma rotagfo de 10 a 1S8rpm  durante
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Bhs., A segulr, © recipisnie fol retirade do aparelhe ¢ girado uma vez
mais pare homogenelizar a solugBo. Esta foi moniteorads oblendo-se os
espectros de absorgBc na regifico do UV das scolugbes coletadas na
superficie & no fundo do tubo. A concentrag3o do DNA foi determinada
espectroscoplicamente utilizando ¢ coeficiente de extingio fornecido por
Kubista e ci . [21].

I1.4.11i2 Splwucles pars sstudes schre o coeficiente de extinsio deo DHA

Foi preparada a solucBeo sstogque de DHA cujs concentragie ol
determinada airavés do espesciro UV utilizande uma cubeta ¢com O,icm de
caminho Stico. Preparou-se wvérias outras solugBes por diluiclo da
solucBe estogue wulllizando &gua tri-destilada., As diluiceBes foram
feitas am balles de 10ml através ds pesagem da massa de Agua ¢ da massa
da solugBo sstogue de DHA,

A segulr estlas solugBes foram delxadas em repouse por uma neiie =o
geladeira (lemperatura & 8°C) e, no dia seguinte, obtides os especlros

de sbsorcic =m cubelas com icm de caminho diico.

11.4.12> Soclwucdes para estudos sobre a influédnecia da forga idnica neo
cogficiente de sxtinsic molar de DMNA

Foi retirada uma aliguota da sclug8o estogque de DNA e feita a
diluicgio para cobter uma concentracgio de fosfato igual a 8,1x10"°M. Esta
solucio fol dividida em quatro volumes iguais a 10ml e a cada um deles
foli adicionada uma dada massa de NaCl.

Estas scolugles foram deixadas em repousc por uma noite e, a seguir.

obtidos os especliros de absorg¢do.

11.4.13> Solucdes para estudos sobre a intercalagsic de alaranjade de
acridina em DHA

. Com as sol ugdes estoque de DNA & de agente intercalante foram
preparadas varias solugBes do complexo DHNA“alaranjade de acridina
usande © seguinte procedimentoco:
1> Foram adicionados volumes constantes da sclugBo estogue do corante
em balSes de 10ml.
22 A cada um destes balles foram adicionadas massas difsrentes e
pré-estabelecidas de sclugZc de DNA.
32 As diferengas entre as massas totais (massa de solugSo de DNA  +

massa de sclugdo de alaranjade de acridinad em cada bkalBc foram
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igualadas pela adicio de égua tri-destilada (efeito de diluiciod. Os
bal@es foram snvolvidos em papel aluminio, colocades na geladeira por

uma noite & o especliros de absorgio ¢ enmissZco oblidos no dia seguinte.

11.4.14) Solucdes para estudos sobre a intercalacio de daunomicina em
DHA
O progedimento adotado no preparo das solucdes foi  idéntico ao

anteriormentes descrito,

11.4.15> Soluctes para estudos sobre a influéncia da forga idnica no
complexce DHA-agenie intercalante (azlaranjado de acridina e daunomicinal

As solugdes contendo DNA e © agenie intercalante foram divididas em
aligucolas iguasis ¢ a cada ums delas foi adicionada determinada massa de

Nall & obtidos os especiros de absorcic e de emissBo,
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I115 Objetiwvo

¢ objetivo deste trabalho € estudar » compreender as interagles,
via intercalagio, gue ocorrem entre duas substéncias gue apreseniam
atividade carcinogénica e mutagénica e o© 4cide desoxiribonuclsico
CDNAD . |

Para isto foram utilizadas as tiécnicas de especlirofclomsiria de
absorclc o emissfc na regific do UWVIE, pois tais substincias, sob
intercalacio, apresentam modificacPes em seus espectros. Fol necessério
estudar s caractsristicas sspectirais das espécies intercalantes sm
coluches com diversos wvalores de pH ¢ forga idnica para wverificar a
possivel formagac de agregados e complexes com o DNA.

No transcorrer dos estudos foram obtidas as constantes de
equilibric dos diverscos processos gque ocorrem entre a substincia

intercalante = o DHNA,




1Y) Resultados 2 Discussio

IV.13 InfluBncia do pH nos espectros de absorgféc o de omissioc de

solucdes contendoe alaranjado de acridins

Iv.1.12 Especiros de absorcéao

¢ corante alaranjado de acridina (44 pode apresentar diferentes

espécies em soluglo, dependendos de sua conceniracico, da natursza do
solvente ¢ da acidez da mesma. Em soluglc aguosa (1SpHSI02 & em
concentragcBes <107"M existe apenas o nondmeroc cuja molécula  se

encontra na forme mono-protonada CABH D, exibindo maxime de absorcio em
=40Znm. Em solugBes com pH2IO  forma-se & espécise neutra ¥\ qus
possul um méximoe de absorcio em  ~430nm existindo, ainda, uma oubras
sapdcie, di—protonada (A&H:*D, gue aparece em soluglSes exiremamente
dcidas (pH{12, & cujo especiro de abscrglic é semelhante ac da espécie
mono-protonada diferinde destie pelo aparecimento de oculras duas bandas
com madximos em 383 & I70nm.

A Figura IV.1 mostra a variagdo da intensidade relativa de absorcgi3c
em fungdo do pH, istc €, &4 medida em que ocorre inter-convers3o entre
as espécies neulra e mono-protonada do corante. Todas as intensidades
de absorgdc em 489Znm, para a espécie monoc-protonada, e em 430nm, para a
neutra, foram divididas pelo valor de intensidade de absorgic (0,407

em 48¥2nm da sclugBo cujoe pH=2, (.

1,25 +

9 AAH §
z \
- 1
{},;5{; i E
E
0,25 - &
Al . _wﬁﬁﬁ%ﬂﬂ
e - .
0,00 : ; . —
0,6 20 4,0 6,0 80 10,6 1290
pH
Figura IV.1 Irei de absorg¢ic das espécies neuira can® e monoprotonada

CAAHTD do corante alaranjado de acridina ve pH
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Moulic &« ool e sstudaram ezza interconverzio

ohiendo
constante oe equilibric igual a £3,1020,210x1 0%M"

(230

Y em um intervalo cde

de pH entre 10,0 o 11.8. Como pode ser visto na Figura IV.1 a virasgem

do corante CAAH I A" ocorre no referido intervalo, concordando com
og dados mencionados na literatura.

A Figura IV.2 mostrae o8 especiros de absorgfoc obtidos para as
solugBes com diferentess valores de pH. Observa-se gue, 2 medida em gue
a aclidez do melo aumenta, hid uma reduglio na intensidade da banda em
430nm {devida a uma transicfo n—w* associada & sespecie nsulral e

#
aumentoc daguela com méximo em 482nm {airibuida & transicfo #a-m e
associada a2 espdclie mone-prolonadal. Portanto, a protonagdo da molécula
de AA ocorre no adtome de nitrogénic localizado no anel central (sendo
responsavel pela transicgBo n-n o e gues possul caridter bisico maior gque
og  demais nitrogénics {(devide & hibridizacie spz dagquele & &
ressondncia dos sléirons 7 com o anel arcomiticod
. -
i
Pl i
; TN I
£ A [
= 4 ! / :
/ Voo ]
& ; i e §
e ;' a { i
ﬁ ! ‘x:’fj E:
= §
= LpH = 7
= | F
*;./ f ;',, 5
I ] %[ )
2}5 /,, I.?H—-— i1 ’/’ \.,: %\
Fl—" N
H T T K ".
350 400 450 BGO 550 600

Aoinm)

Figura IV.2 Especiros de absorgioc de Aa° em pH=11 e de

AAHT  em pH=7
{os fatores de multiplicac¢io para o esspectro da solucldo em
pH=1i1 e em pH=? sio,

respectivamente, 3.3 e
[AAT=6,2x107° M

i2

iv.2) Infludncia da conceniragfo nos espectiros de absorgfoc o de emissdo

Iv.2.17 Especiros de absorgéo

Em conceniragSes <1310°°M e pH neutro

a espécie

predominante do
corante alaranjado de acridina sm scluglo &

c mondmerc CAAHTD
cue,

sendo
predominam agregadoes

em concentracBes maiores,

{dimeros CAAH+)2,
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Lrimeros {ﬁuﬁﬂdﬁa @ agregados de malor ordenm>. A Figurs IV.3 ilustra o
gepeciros de absor¢idc para eslas espdcies, mostrando gus mondmeros @

dimeros possuem bandas com méximo em 2488nm & 2472nm, respectivamente.

4.01 Labs.(A> x 8 - D05 }‘emi{B} z 8

= E
fomad . v
Q;Q - ¥ Kl L] 1 g,g ¥ T ¥ e =
380 440 520 600 500 550 600D 850 700 750
A (nred A {nm)

Figura IV.2 Espesclros de absorgZo de AAHT CAD, do agregade (B2 e de
fluorescéncia kaw‘= 492nm> de AAHT () e do agregado (Do

Robinson e col. [23]1, estudaram a auto-agregsagio do ASHS em solugHo
agucsa verificande gque ¢ coeficiente de extincio melar (determinado  em
482nm> para © mondmero, dimerc e altos agregados &, respectivamente,
BOCO0, 18000 e BBOO M ‘cm*, quando em solucBies contende 10% C(v/vd de
metancl e dioxano., Em scoluglo agquosa. a 25°C, ha um ponto  isosbéstico
em concentragfes baixas C1-Bx10""M, correspondende a0 equilibrio AAHT
2 CAAH+32. Porém, guando a conceniragic de AAHT aumenta, modificam-se
continuaments a forma @ a intensidade das bandas espectrais, indicands
a existéncia de uma terceira espécie que corresponde a agregadoes de
maior ordem.

Evidentemente haveri uma dada concentraclco em gque existirdo, no
equilibrio, as Lirés espécies solvatadas: o mondmero, o dimerc e o
trimere ocu altos agregados, as quais s3o responsiveis pela continua
alteracic gue ocorre nos especiros de absorgic do alaranjado de
acridina.

Blears e Danyluk [24) estudaram, com especiroscopia na regido IV, o©

complexo formade pelo agregade, mostrande gque no dimero com estrutura

tipo sanduiche o prétons 1, 2 e os metilénicos dos mondmerocs sSe
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sncontram mais proximos do cesniro do anel adiacente gus os préions 4, B

e B (Figura 1IV.4D.

Figura IV.4 Estrutura do dimerco de AL

A diferenca cbhssrvada enire oz sspeciros de absorcfo do agregadoe =
do mondmerc pode ser explicada pela teoriasa do exciton [2]1; segundo
esta, © aparecimento da nova banda em A mencores & devide 2 combinagio
linear dos sslados eleirdnicos excitados das moléculas constituintes do
agregado, desdobrande o estade eletirédnico excitade em dois novos
estacose (chamados de estados exciidnicosl. HNeste caso, a energisa de

transicio & dada por:

AE = AE + AD = E

agr. mory

onde: éEagr & a energia de transicfc do agregado, AE & a ensrgia
N ™Moy,

de transicio do mondmerc, AD € a diferenca de snergia de van der Waals

em virtude da formagle do agregado ¢ £ é& a diferenca de energisa entrs

s estados excitdnicos

A transig¢fo ao estado excitdnico de menor energia ¢ proibida pelo
fato de que as interagfes entre os mondmercos ceonstituintes fornecem um
momento dipelar total nulo. © estado eletrdnico exciidnico de maior
snergia corresponde ao dimere com momente dipolar total n8c nulo. Nesle
caso, a transi¢dc ¢ permitida & ccorre em comprimente de onda menor gue

o da transig¢gBoc associada & espécie monomérica.
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IV.2.2) Especiros de emizssio

A Figura IV. 2 mostra, tambdm,. gue a presenca de dimsros enm  soluglc
influencis & intensidade & a largurs da banda de emissZc do mondmero,
sendo gue guandc os primeiros estioc em concentracBes muito altas
verifica~se a supressloc guase completa da fluorescédncia do mondmerc.
Este fendmer:o, @ © sumentc de intensidade de emissio da’ fosforescéncia
[28] guande em balxa tempsraturas, €& alribuldeo, segundo a iLlsoria
exciton [213, 2 conversie interna enitre os estados exciiton @ ac
cruzamento i nter-sistemas do sstado de menor energia exciton para o

estadoe Ltripl ele.

IV. 3> Infludncia da forga idnica nos especiros de absorgio o de emissio

de alaranjado de acridina

I¥.2.10 Especiros de absorgsio

Foi obtide o wvalor de B,88xi0% *en™? para o cosficliente de
extinsZc molar (£ de AAH em sol ugHo aguosa varisndo-se a concentrago
do mesmo em diferentess sclug@es (Figura IV.B)., Este coeficiente depende
de uma série de fatores, entre og gquais a forga idnica,., a concentragioe

de agregados e a natureza do sol vente.

0,67

]

000 02 04 08 08 1,0

[aan*] x10° Q)

Figura IV. O Im&x de absorgfc (em 482nmd da solugico de AMHT ves [AAHT)
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A Figua IV.0 mosire os gréaficos de lrel. ws LNalll relastives aos
maximos de intensidades de absorgfoc e de emissic dos espectros do
corante mermciocnado. As intensidades relativas desses especltros foram
obtidas diwvidinde-se as de absorg3c @ de emissZoc de cada solugl3co com
diferentes concenitragBes de NaCl, regpectivamente, pela intensidade de

absorcBo (O, 3412 & de smissio (0,0843daquela cuja [Nalll=0

1,19

1,0

l eni
/

0,9 -

A T~

()
0,8 - \
e

070% 0,3 08 09 1,2
[NaCl] (M)

Figura 1V.& I de absorgBo (A =492Znm> (A e emissio (A =48ZNm.
rel. aks. &HE -

A =B20nm> (B> de AAH  vs [NaCl] CLAAH 3 = 5,7XEG_6MD

&m.

Para [NaCll >0,iM feoi observada uma crescente diminuig¢Zo na
intensidade da banda de absorgZc em 482nm, mantendo-se constante a
intensidade em 470nm. Isto ccorre porgue o aumento e forga idnica
causa uma variag¢Eo na constante de equilibric das espécies
mond®merosdimers faveorecends a formagio do ultimo, Estudesz semelhantes
foram feitos por Barone [28] indicando que em scolugfes agquosas oCcorre &
formac3c de agregados de AAH” guande s¥o adicionades ac meio LiCl, NacCl
ou CeCl. 0s fons Cl causam um efelte de blindagem sobre a cargs
positiva de AsH®, favorecendc as interacBes de Van der Waals entre os

mondmeros formande, assim, o dimero.

IV.2.2) Espectros de emissdo
Verifica-se nestes espectros uma reduclo monotédnica de I sy, COm <
m .
aumento da forga iénica (Figura IV.8) a gual se deve exclusivaments &

formagio de agregados gus suprimem a flucrescéncia.
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IV.32. 3> Estwudos sobre a constante de equilibrio sntre o mondémerce & o©
dimero

Além dos coeflicienles de extinsSc molar das espéciss monoméricas e
agregadas, Robinson @ col. (23] obtiveram os espectros de absor¢ico das
irés especie®s de alaranjadoe de acridina presentes em equilibrico e as

respectivas constantes pera sclugdes com diferentes forgas idnicas

CFPigura 1IV. 73,

i . CAY ~ Mondmero
o P

¢ ' (B> - Dimero
sob €S2 - Cligémero

[

18- gl m=t em-¥

& T ) P 1e £33 13
Afnm

Figura IV.7 Espectros de absorgio de mondmeros, dimeros e oligdmeros

+ Pl
de AAH em sclucio aguosa

Comparandoe esses especiros @ oz oblidos neste trabalho, verifica-se
gue hé&, em realidade, apenas duas espécies presentes em equilibrio: <
mondmere @ dimerco, Sabes-se que a intensidade de smissio € nula para o

dimero, em razioc do que pode-se afirmar que a espédcie emissora & o©

mondmer o,
Utilizande a constante do egquilibric mondmero 2 dimere dada por
Robinson & <col. {831 e a conservagio de massa pode-se obter a

concentragico do mondmere parsa a scolucdo em gue a forga idnica & nula.
Em seguida, conhecendo as intensidades das bandas de emissSo para as
solugBes com forga idnica I=20 & possivel obter [AAHT1 para cada uma
delas & a constante de eguilibrio, conforme mostram as egquagcdes

seguintes:

K = tcm*szz PP VATAR K= 151 0% Mt

8
%

I-I, % {AAH*% = [AAHT] c, = [AAHT] + 2x zcm*jzs

onde K,chD £3c as constantes de eguilibrioc para & solugcio com forga
%

iénica ¢ @ U C% ¢ a concentragdc analitica de AA; [AAHT1 e {CAAH+323



250 as concentiragles do mondmero o dimers & 1 e EQ 50 as intensidades
%
de emissfo & forga idnica i & O, respectivamente.
Os resul tados oblidos., juntamente com os conseguidos por Robinson e

col., (221, estic mostrados na Tabela IV.1.

IMool 3} RBobinson Chiido
» K x 10 %M % K x 107 %"
0.0 1,0 e
0,10 1,4 1,42
0,28 z,2
0,30 — 2, 40
0,47 e 2,33
0,50 2.2 .
1,00 e 4,82

TabelaIV.1l Constanlies de eguilibric CAAHD 2 (Aﬁﬁ‘)z em melos com
diferentes [NaCll

A concordancia entre os resultados mosirados nesta Tabela, indica
gque a flucrimetria & uma L&écnica adequada 3 obilencfo de constantes de

equilibrico para sistemas semelhanies.

I¥.43 InfiuBdnocia da forga idnica nos especiros de absorgioc ¢ de emisssio

de daunomicina

IvV.4.1) Espectiros de absorgéo

Mg foi wverificada nenhuma alteracio acentuada no valor de Emaxk =
na posigfc da banda de absorgdo., com a forga idnica, comc pode ser
visto na Figura IV. 8, As inlensidades relativas foram cobtidas dividindo
as intensidades de absorg8o (0,318 em A=4098nm) e de emissBo (3.254 em
A=8095nn0 de cada solugdc pelos valores oblidos para solugdoc de

dauncomicina cuja [ NaClli=0.

€3]
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2.0 %
= s LA}
Hh \\K"\\\
0, - ——(B)
0.8 T ]
0,0 D,2 0,4 .6
[NaCl] (M)
Figurs IV.8 Zr$1 de abzorgio C(A) & de smiss3c Eléxc =4238nm> (B3 de

deunomicina wvs [NaCll CEdauﬁamiciﬁaBna,SixiOd%@

iv.4.2> Espeociros de emissio

A Figura IV.8 indica que existe supressic da {flucrescéncia, havendo
desativaclc da espécie excitada. Iste se deve & formagio de agregados
em sclugfo, em virtude do equilibrioc mencionado.

A literatura mostra varios experimentos feiios para wverificar o
comportamente do especire de absorgdc de daunomicina com sua
concentragio [20, 87, 281. Chaires & col. [20] obtiveram o walor de
11800M *em™t para o coeficiente de extinsio molar aparente do mondmer
o, através do grifico de £ vs [Daul, fol possivel obler a expressio gue

relaciona £ com [Daul em concentragBes suficientemente elevadas para

formar agregades:

e= -807,1 in [Daul + 1831
Menczzi e col. [28]1 obtiveram ¢ = 120680 * 80 e 8840 = 140MY em?

para o mondmero e o dimero, respectivamente, cuja diferenca & ==13%.

1V, 4.33 Estudos sobre a formagic de dimeros
Para comprovar se a supressdc de fluorescéncia se deve & formagio
de dimerces foram realizados estudos semelhantes ac efetuados com  ©

corante AA. Primeiro supuzemes gue o dimero de daunomicina ndce esmnite
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luz. A constante de dimerizagic fornecida por Menozzi e col. para
& smubstincia em tampdco fosfatoe {(forga idnica=0, 05, T &
Ci@,@Qii,?éD}dCﬁMﬁ'e em tampls fosfato + Nall (forga iénica=0,185; pH
7y & ClS,O?il,SBDxﬁOaM%. Com estes valores e of resuliados mostrados

na Tabels IV.2 calculamos a constanie do eguilibrio mondmero di mero

{para solucdo com forga idnica=0,202 como sendo igual a i?gﬁ?xiOaMﬂﬁ

{Nall 3 [Dawul T [ Monl [DEm]
M 10%4 sm. 16%M 10°M

0,00 2,81 2,254 1,88 0, 468

0,20 2,e1 2,018 1,74 0,535

Tabela IV.2 Intensidades de emissio e conceniragdes do mondmero e do
dimero para duas sclucgdes de daunomicina C&,Sixio_sﬁb COm

forgas idnicas diferenies

O erro observado & ad0% (praticamente © mesme oblido por Mencozzi
(2812, ou seja, o valor encontrado estd dentro do desvio padric da
medida e, portanto, & provavel gue a supressac de flucrescéncia se deva

& formaglio de dimeros = estes emitam muile fracamente.

Iv.5) Estudos espectiroscédpicos schre as interagdes entre bases

nitrogenadas e alaranjado de acridina

iv¥.5.1) Especiros de absorgdo

As intensidades especirais cblidas para as solucdes contendo as
bases nilrogenadas adenina, citidina e timina e o© corante AA nd3o
aguel as

mostraram variag@les acentuadas quando compar adas com

conseguidas para sclugldc aguosa contendo AAHT . Az mudangas mails
intensas ocorreram com as solucSes de guanina/AAH*, conforme mostra &
Figura IV.@. As intensidades relativas feram c¢alculadas diwvidindo as
intencidades de absorg¥o (0.858 em A=402nm) ¢ emissic ($,868 em A=E30
namd para varias solugBes pela respectivas intensidades da scolugle cuja

[ Guaninal=0.
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0.0 4,5 1,0 s 1.5 2,0
[Guanina] x 10°% {M)
Figura IV.8 I de absorgio (A e de smizsEe (A =48zZnma (B2 de

rel, eHC

£2H" s [guaninal CLAAH 1=1,0x10"° o

A Tabsla IV. 2 mosira a sclubilidade das bases mencionadas em Agua.

sSubestancia Tolubilidade gl
Adering o,.S

i tidinoe soluvel

Guohing insoldvel

TiLrning &, O

Tabsla IV.2 Solubilidade das bases nitrogenadas em agusa

A guanina € insoldvel em dgua & ao ser adicionada na scoluglo de
AsH” provoca a coprecipitagio do corante, diminuindo sua concentracifo
efetiva ¢ <causando as variagBSes observadas na Figura IV.9. Fara
[guaninal >107°M a2 scluclc deixa de ser transldcida, aumentandoc =

absorcioc & & intensidade de emissio.

I¥.63 Estudos espectroscdpicos sobre as interagfes entre bases

nitrogenadas e daunomicina

iv.6.12 Espectiros de absorgéoc
A Tabela 1IV.4 mostra gue houve pegusna mudanca (-4,8%0 nas
intensidades das bandas de absor¢do de todas as solucBes contendo bases

nitrogenadas . guandoe comparadas aquelas contendo apenas © corante.
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1
IDawl = B,025%40 »E
Boase {Bosel  1Dawul X I

abs, “sm.
Guaning 4,53 O ,436 ©,B801
Citidinag 2,05 Q,440 O,.385
Timing 1,00 o, 842 o,882
Adenina 2,04 D, oSS O, BES
ref o, o0 0,484 o, BEY

Tabela IV. 4 Intensidades de absorcBo ¢ de emissic de daunomicina em

pressnga @ auséncia de bases niirogensdas

Conforme veremcos adiante, as zlteragBes espectrais gus ocorrem
gquando AA ou daunomicina sic adicionadas a solucdes contende DHA n3o
podem ser atribuidas as interagSes com as respectivas bases
nitrogenadas, pois as mudancas agqui observadas sdoc despreziveis quando

comparadas Aguelas cocorridas durante a intercalacgdo.

I¥.7) Estudos sobre o cosficiente de extinsic molar de DNA

Foi realizado um estude para determinar © valor do cosficients de
extinsZc mol ar (&2 do DHNA nas condicBes wutilizadas nestes experimentos.
Para tal, foli alitesrada a concentragio de DNA, adotando o wvalor de e
mencionado na literatura para obter wuma concentragfe inicial e em
seguida foram feitas solugBes a partiir da solugic estogue e oblido,

graficamente, © coeficiente de extinsic, conforme mostra a Figura

IV.10. © valor obtido (6608 mol ‘cm *> difere muitc poucc (O,B83%0

dagquele apresentado na literatura (6680 = 8600 mol fem™ 121, 29I.

2,8 -
2,4 -

b
5 2,0 -
— 1,8 -
1,2
0,8 -
0,4 -
0,0

0,0 1,0 20 30 40
[DNA] x 10" (M)

Figura IV.10 I | de absorgic (A=280nm> de sclugic de DNA vs [DNAID

MG .
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Este estudo fol necessaric para verificar se o valor de &€ para as
soluches com LDHA, preparadas em melios culja forga idnica I # O (tLampic
focfato, tampic citrato, =ic.2 era difersnie daguele obtide em dgua
tri-destiladsa,. pois é conhecide que a forga idnica afeta o sspecire de
absorgZo do DHAL

Para as sclucles estogue de DNA & razso Iabs_CE@Onm}/IabB'(BQGan
fei ubllizsdas para verificar s pureza » integridade do DHA, O wvalores
shtidos 1, 858-1,832 foram comparados hgueles mencionados na litsratura
[3C] C1.,.8-2.00 & aceitos em estudos sobre interacBes entre subsléncias
guimicas @ © DNA. Fredericg e ceol. {311 & haviam utilizado esse
parimetro para determinar & porcentagem de bases no DNA, através de um
gréfico de porcentagem molar de adenina ou Limina em funcds de
IabaiaﬁOan/EabBCESOan para a scluc8oc com pH 2,0 concerdando com oS

dados conseguldos por andlise guimica do DNA.

I¥.8) InfluBnecia da forca ibdnica nos especiros de absorgioc de DHA

A diminuicico dog valores de & para as solucdes contende DHNA  guande
aumenta [NaCl)] (Figura IV.113 & ocasionada pelo aumento das interages
via ponites de hidrogénio enire os pares de bases. Este efeitioc se deve,
em parte, a blindagem dos grupos fosfato pelo ions Na®, o gue diminui a
repulsdc fosfato-fosfato e aproxima as fitas complementares. Este
resultado & oposto ac obtide na desnaturagio desse 4&cidoe nucleico

quande ocorre aumento da intensidade de absorgXo do DNA.

3
? 65400

' 66004

= 6200
“ 80004
5800 -

5600 f - = —
BO00 55 0,05 010 015 0,20

[NaCl] (M)

Figura IV.11 Coeflicientes de extinsic mclar (em A=ZB0nm> de DNA wvs
{Nalll




Iv.90 Estudos especliroscdpicos sobre inleragdes de slaranjado de

acridins com DHA

A cada par de bases existente no DNA corresponde um par de grupe
fogfate e, poritanto, um sitio passivel de ser ocupado por uma espécie
intercalante. Assim, calculando a razio E entre a2 concentragfe do grupo
fosfato (obltida especiroscopicameniel & a da substincis intercalantie sm
sclucBo, & possivel conhecer gquantos sitios disponivels para

intercalacio existen em uma determinads amostira.

I¥.9.10 Especiros de absorcio

A principal modificaglc observada nesiss especiros fol uma redugio
na largura da banda de absorg@co com méximos em 4892nm ® um deslocamento
(i Onm> da mesma em direcio aoc wvermelho (Figura IV.125. Este
deslocamento estéd associado & intercalacfc da espécie ASH' , que sai de
um meioc hidrofilice (sclucdc aguosal para uma cavidade hidrofébica
{interior do DNAY. Deste modo, como a absorgdo de luz € devida a uma
transicio n*ﬂﬁg o estado sxcitado € mais estabilizado que o fundamental
&, portanic, ocorre o deslocamento mencionado.

A reducdo na largura da bands se deve i protecio da espécie

intercalada pelo microambiente hidrofdébico existentie na cavidade do

DpA,
1,01 i
re
i o
@
"
- ol
) o~
— =
-
L —
é
5
F—
Q;a t T T T ] 50 ¥ T ¥ T 1
350 400 450 500 550 800 0 550 600 650 VYO0 THO
A (am} A (om)
Figura IV.12 Especiros de absorgdc (A5 e de emissZc (Bl de AAHT  n3o
intercaladso CAal, Bi, A =BO0nmD , intercalado
[ £ 2 .
CAZ, B2, A =5B00nmd ¢ do agregado (AZ, B3, A =4 F Enmo
[ o L. 4 =38

em DNA (falores de multiplicacB3s para o8 especiros de

emissic: Bl=E, BZ=1 e B2=103
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Az intensidades relativas de absorglc dos especiros moslrados nessa
foram cbhiidas admitinde gue o méximo da intsnsidade de absorgfce do
espectro AZ & 1.

A intercalagic ocorre de mode que & molécula de corante fica
paralela ac planc definide pelas bases pargadas € © grupo NH"
(existente mo anel aromético ceniral da molécula de corantel esti
dirsciconade ac grupc fosfaio.

Sobell [8], em estudos snvolvendo complsxos de aaH” e proflavins
intesrcslados om guasnosina (F~-80 iodocitidil notou, via difracico de
R-¥%X, algumas difsrengas na estrutura formada por estes dois agentes
intercalantes:

12 a proflavina intercala com © eixo molecular maior paraleloc ac par de
bases pareadc, formande pontes de hidrogénic enire seu grupo amine € ©s
itomos de oxigénic dos grupos fosfato. Entretanto, isso n3c € possivel
para a espécie AAHT visto gue ela possui oz Atomos de hidrogénic dos
grupcos amino substituidos por radicais metilsa.

2) og pares de bases acims e abaixo da malééuia de proflavina fazem um
dngulo igual a 265 enguanto qus com AsH este valor &€ reduzido para 10°.
I os stomos de oxigénio em fitas diferentes do DNA tem uma separacdo
de 15,23 A quande o corante & proflavina e 17,38 no casoc de aaE",  de
modo que a formaglc de pontes de hidrogénioc & favorecida no primeiro

caso (Figura IV.133.

Figura IV.13 Vista superior da gesomeiria de intercalacfo de AMHTCAY

de proflavina (B> em guanosina (3-8 icdocitidil

£ possivel, espectroscopicamente, wverificar a existencia de
agregades de AAMHT em diferentes meios, quer exista intercalagdoc ou nao.
Para valores de Rad verifica-se o aparecimento de uma banda de absorgdo
em 472nm, © gQue sugere a formagfc de agregados de AAHT CFigurs IV.1E3.

Nota-se que esta estrutura n3o se mantém quando R varia, sendo que para
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15R<E & banda € mais largs, m®nos intensa = deslocada parsa o 2 vermslho
guando comparada aquela guando R4 (Figure IV.123. Segunde Robinson e
col. [22) este fato & atribuide & diferenga especiral gue sxiste snire

o dimero ¢ outros agregados de ALHT.

IVv.8.22 Especiros de emissio

A Figura IV.i4 mestra a intsnsidade relativa de emissio em S20nm de
AdHY vs R, calculada dividindoe todas as intensidades de esmissZo nesse
comprimento de onds pela intensidade de emissio, NessSe mMEEmS A da
solucio de HA sem o DMA. A concentragic do corante ol mantida ffixa

(6,0x10"°M) em todas solucBes.

G 1 1 [ i i H
O 3 6 _9 12 15 18 21 24 27
[Fost] / [AAH

Figura IV.14 I de emissioc Ch =B00nm> de AAH® wve R

rel, & e

Ohservamos uma intensidade minima de emiss8c para 1,0SRs3.0,
valores estes caracteristicos da formagSe de agregados, conforme j&
verificade no espectro de absorgfo. Além disso apareceu uma nova banda
de emissZoc em »840nm (Figurs IV.112, o gqual nic existe em sclugioc
aguosa, e gue pode ser atribuida a um excimero [321. Quande R>3,0

verificamos um aumenic de Er de aité 24,0 quando comparade com &  da

substéncia em solugio aquosa?1

Comc © sitio disponivel para intercalagdo (isto &, © wespace entre
dois pares de bases adjacentes) possui altura média de 2,48 e a
molécula intercalante tem espessura igual a 3,88, nZc & possivel a
intercalacfo do dimero ou do agregade. Deste modo, admitimos gque esta
espécie se encontra na parte externa do DNA interaginde com ©f grupos
fosfato. Istoc ocorre para guinacrina e mostarda de quinacrina (321, que
também exibem dois modos de interacic com o DNA.

A intensidade de emiss3o & minima para R=1,0, correspondends a uma

sSpécie AAH‘para cada grupoe fosfato., Isto indica que esta pode formar
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sgregados na superficie extesrna do DNA com estequiomstris de 1 AAH

pars 1 grups fosfatc. De scorde com o© especire de absorglo, tais
agregados sZo predominantemente oligémercs. O valor R=3,0 implica gque
para cada Lr&s grupos fosfato existe I molécula de intercalante = o
agregado predominante € o© dimero {(conforme wiste no especiro de
absorg3ol. Assim, o DNA permite a existéncia de agregados cujas
estequiomstrias s8c 171, 2871 e 31 (fosfatorssld’ ) & a in@xisténcia do
agregado relative & estequicmetria 4£-1 talvez seja devida &
intercalacEo de AAHT guando esta ssiequiomeiria # alcangada pols, nesle
caso, cada AAH  inviabiliza, em média, dois sitios de intercalagio,
deixando um mitic n¥c obsiruido {(isto &, livred acima e cuiroc abaixc da
estrutura dimérica formada. Portanto, se uma terceira molécula de AAH
Cmondmere? “ligar-se” a wun grupo fosfateo logo acima deste sitic livre,
formard uma estirutura contende 2 pares de grupos fosfato para estia
molécula do  corante, relagio esta necessaria para que haia
intercalagio.

A banda <de smissio observadsa em »840nm ¢ atribuida, segundo Motoda
& Kubota [32] & emissBo fluorescente do excimero, pois a intensidade da
mesma ¢ fungio da Lemperatura. Deste modo. esses autores concluiram gue
o dimero cu oligdmero no estado triplete ¢ excitade vibracionalmente
atd o estede do excimero, © qual flucresce,

0 aumentoc da intensidade de emnissic gquande RX3 & devido as
meléculas do corante intercaladas, iscladas do melico aguosoe ¢ protegidas
contra colisBes desativadoras.

Para cada sitic ocupadoc ocorre distorgioc nos seus vizinhos
incapacitando-os & intercalacio de modo que existem mais de dois pares
de grupos fosfatos distorcidos.

Cbservando o resuliados mostrados na Figura IV.14 vemos um aumenio
da intensidade de eomiss8o que ¢ constante até E=g sendo gque, para
valores maicres, a variacioc nessa intensidade decresce. Iste estsas
asscociado & estrutura meoleculsr empregada na intercalacfe. Noe primeiro
case (R<BY, @sia ocorre as custas de moléculas de AA agregadas na
superficie externa do DNA, wvariandce bruscamente a intensidade de
emissio (lembrando gue © agregads n3o emited 3 medida gque estas =3o
destruidas e intercaladas. No segunde case (KR{E5), a intercalacgic
snvolve os mondmeros (AAH D existentes em solucdo ¢ na superficie do
DNA, Como estes emitem, a variag¢So nz intensidade de emissio, &2 medida

gque ocorre a intercalacdo, nio & LEo acentuada gquanio aguela que ocorre
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he custas de moldculas do agregado.
A intercalacic de moléculas arométicas em DHA & um procssso
contrelado termodinamicamente &, neste casxo, podemos considerar oS

seguintes mecanismos [2863:

.4
4
ABHY + S = CARD CARD ASH" agregado em DNA
CABH D : AAH intercalade em DNA
¥s “‘\\ !f//’;i ¥z o +
. Al &AM livre sm scolugio
¢ 1 s : sitio de intercalag3o
ou [234]3:
im*}x
.b"‘/’)“‘ cAsH®Y ¢+ aaHT int i nd + 4
+ + < “3 C 3 i E:o iNleradlindd exiernaman =]
Y & na superficie do DMNA
-3 \\ 2
C A
Zx

A seguir, iremos discutir e verificar gual dos dois processos &

mais compativel com os dados mostrados na Figura IV.14.

I¥.9.3) Obtencic das constantes des equilibric
Para a obltengZc das constantes de equilibrice foram wutilizadas as

seguintes eguagles:

ad AsH em solucBo aguosa:r A = BO0nm A = B30nm A e, = 489Znm

SR . em. G08 .
B8O00O0 [AAH 1 -+ 18000 E{AAH*)zz; = 00,3213
1 x 10% = zcm*:az} ~ LAAH1®

Dai:
[AAHY] = 5,448 x 10 °M e {CAAH‘)ZA = 2.064 x 107'M

B> AAH T em solucio aguosa com DNA:

LAART] + ncw‘:zz + 2 x [CAA%—;HZ} =

BOOO0 [AAHT] + 18000 zcw*szz + 42000 zcm*:xn =I_

c, = [AAHT] + 2 = ccm“’:}zj Cem sclugBo aguosa sem DNAD
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Como o dimero nBo smites temos:

F LCAAHTD 3 + F [AAH] =1_
onde
CT & a concentracEo total de AA
§£AAH+DKE & = conceniragdoc de AAH intercalado
5} =l FM s8c as intensidades de {luorsscéncia de AAH" intercalade e do
monémere livre diwvidido pesla concentragio total de cada espédcie.
respectivamente.

A intensidade de emissic da espécie intercalada fol obtida através

da exirapol agloc do gréficeo de I | de emissZo ve 1R (Figura IV.1iBD3.
max .,

0,3 7

4
w§,2 = Ty
0,1 ] T “ ‘
0,00 0,03 0,06 0,00 0,12
1R
Figura IV.1i8 I de emissSo de AAH ws 1R CA =500nm, A  =530nmd
méax. exRc., @

A intensidade de emissio méxima obtida por extrapolagdo fol igual a
0,20858, correspondende a um aumentio de 4,12 vezes gquandoe comparado com
s intensidade de emiss3c do AAH livre. Este valor & satisfatdric, peis
para uma soluglo trds vezes mais diluida (com R>402 a mesma relagioc foi
igual a 3,98. A diferencas enire esses valores é 4% e pode ser atribuida
As concentragdes de dimeros que exXistem em ambsass scolugles aguosas sem
DNA.

Dividindo o valor da intensidade méxima de emissioc obtida no

+

paragrafo anterior (0,2865) pela concentragdo total de AAH e a

intensidade de emissio de AAH em solugio aquosa pela concentragfo da
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espécie monemérica, obtemos F = 49100M * & F.= 13200M ", que
correspondem as intensidades de emissic das espécies intercalada e
livre por mol de substéncia, respectivamente.

Nestas equagles fol admitido gue o monSmero livre em scolugHo possui
o mesmo especire de absorgdc e de emisslo dagquele “ligado” externamsnte
ao DMNA (sem formar dimeres); com isso & usando as equacBes antericores,
& o8 valores mostrados Tabela IV.5, foram obtidos [AAH T, KCAAH¢323 =
ECA@H¢DIE para valorez de RXS, mostrados na Tabsla IV.S, Para val ores
de RE a concentragio de cligdmero se torns aprecidwvel & os valores de
concentracBes oblidos possuem grande erro devide & inexisténcia de

equagles que levem em considerag8o a presenga desta espécie.

{ Fosf) [
No = = |24 Iabs. IEm.
I0™M 10™M
Q O, 000 G, 00 0,00 G,3278 C. 0726
i o, 58 O, 2a8 0,802 00,1401 00,0198
z i.2082 0,804 2,000 0,1802 o.0188
C 1.758 o, 878 Z,808 o,ig78 G, 0175
& =, 427 1,214 £.,018 O, z286 O, 0422
g 3,482 1,728 5,718 O, 2568 O,11i1@
& 4,461 2,231 7,385 O, 2688 G,1o80
7 =, 084 2,832 2,282 G, 2688 C,1893
2 &,084 2,008 16,038 O, 2682 0,2112
& 7. 088 2,704 18,8682 D.28681 O, 2258
i0 2,827 4,484 14,779 0, 2640 O, 2387
11 10,4490 5,220 17,883 0. 2632 0, 2440
i2 12,382 5,181 =20, 488 G, 2862 0, =2Bos
13 18,142 7, BT 28,088 o,2575 o,=2B1g
Tabela IV.B8 [Fosfl, [E], R, IAbs, & IEm
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Ne §A§H+J igmi*:;z) icm:f)a} {Sﬁs EPLBS
10°M 10°M 10%M 10%M 10%M
5 3,074 1,483 o, 757 1,200 2,301
& 2,811 2,561 0, 484 1,462 4,364
7 2,070 3, 206 0,332 1,543 4,008
2 1,722 3,841 0,233 1,856 5,088
S 1,441 4,207 0,196 2,532 7,549
10 1,228 4,470 0,171 2,122 2, 803
11 1,073 4,881 0,143 3,818 10,411
12 0,928 4,85¢ 0,129 4,735 12,386
13 ©,743 5,134 0,082 6,031 18,126

Tabela IV.6 [AAH 1, ECAAH":»IL {CAAH‘;ZE, (S 3 e [P 1]

Usando as sguacdes seguintes e o valores de [AAHT T, {(ﬁ@ﬁ*)I}
££AAH*323 podencss obier as concentracBes de sitios C{Sij e de fosfato
CEPLED disponiveis para intsrcalacio o dimerizagfo, respectivamenis. Us

resulisdos ostEe na Tabsla 1IV.8.

#

[S 3 CIPY 2> = 2 [CAAMH™D 1 - [CAAH"Y 3
1 “-* E 2

[P ] = [P] - 2 [CAAHTD 3
. T Z

O egquilibric mais provavel de estar correto & o primeire [28].
Neste a intercalaglo envelve um ciclo associado a trés equilibrios trés
constantes: K: {constante de intercalagfocd, KD {constante de dimerigiod

& ¥ {constanie de inter—converszsZo intercalado-sdimesrizadol:
o

K
P
AaH s S + P+ AAHT + S+ CAMHD P
K = » K + . . + .
3 B o] CAAH DZP indica CAAH Dzilgado
CAADI + P + AAHT a2 superficie externa do DNA

Assim, ¢ possivel obler essas constantes atlravés de graficos de
chAH*JIJ s [AAHT1 vs [S 3 Cad, {CAAH+32] s 1AAHTI? s [P 3 (B> e
ICAAH+)13 [AAHTY o~ ECAAH‘">23 vs (S 1/[P ] (C>, mostrades na Figura
IV.18. 0s valores oblidos =sEo: mei,ioaxioﬁm—g, KD=1,G?BX 109 M_z =

K_=1,070x1 o %M,

g1




;'—"s B,Q 3 A

as

3 -

\

o 4.0 -

P -y

br 2.0 4 ‘

4 &

= .

b Q.Q S S ] i

0,0 2.0 4,0 8.0 B,0
[Sp] x 10°
£ B "o c
1,81 T 50
e T -~
ot a ﬁ E |
i ‘ e
— 1.2 T D I
e T e
P oo
< =
i""'& 8,0-— » . - .
g —
2 T
= =
N 0,4 0.8, 12 16 = 0,30 0,35 0,40
[Pl x 107 (M) Nt [SL E [P1]

Figura IV.186 (A zcw":lz s [TAAH'1 vs (s 3, (B {cm*azj PR V-V
vs [P 1 & CO tcm‘;xs [AAHTT ~ rcm*nzz vs [S 3 ~ [P]

Para gue o© equilibrioc seja mantido & necesséric gqgue Kx/Kp = Kc=
1,028 107* Mi, concordandoe com © valor de Kc calcul adeo Cl,O?xiO”4MD.
Ecsta discussio fol feita considerandoe gus:

al CAAH*DZ interage na proporclc de um AAH" por grupo fosfato.
b) asoc se formar o dimero, © sitio de intercalagfo & cbstruido

impedindo a intercalagfico da espécis AAHT.

. b . o . , .
45 uma vaz intercalado AAH distorce o3 sitios vizinhos,

inviabilizando-os.
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Azsim, =xistem duss possibilidasdes pars interacio de AsH com  DNA:
a primeira guando Lrés sitios est8e livres e a segunda gquando um
mondmers AAH  interage eletrostaticamente com um Gr upo fosfato,
permanecendo na parte externa do DHNA o possibilitando a formagcio de um
dimero.

Verificamss Jqus © mecanismo ciclico proposto anteriormentes s& &
vilido para ©CR{20 , conforme pode ser wistlo na Figurse IV.18. HNic foi
possivel obiter as concentragBes das espécies presentes no meioc para R(B
por  causa da  formagdc de complexos oligoméricos U nio =Xo
considerados no sistema de esguagBes ulilizade para & obtengBoe dos
valores de conceniragfo das diversaz egspécies preszenites no meio.

Observamos Jue, aos gqualreos primeiros ponftos do grafico corresponde
uma raz3o {cm‘zza s 1asHTI® = 7,86 10*°M™ (Figura IV.18 (B>>. Este
valor valor consiantie pode ser atribuide zo fate de gue para RIS a
agregasio ¢ dominantie 2 a intercalaglo ¢ reduzida. Assim, o conjuntic de
2 squilibrios mosirado anleriormente pode ser aproximade por wum Unico
equilibric cujs constanie & Ka' Situacieo semelhante ocorre para RE>28
guando © unico eguilibric exiztente se refere & intercalagio.

Foi utilizado outre métode para calcular o valor de Kx’ ocbhtido
através do grafice de Bcatchard [28] (rCf v r onde r & o valor médio
do ntimeroe de moles de moléculas intercaladas/nimero de moles de sitios
de intercalagioc @ OFf & a concentragio de moléculas nio intercaladas),
mostrade na Figura IV.17. Obtemos Kx = 2,53x10° M' e n=0,3225 que nos
fornece um valor médico de 2 sitios obstruides por melécula de  Ab

intercalada.

8,04 0,08 0,12 0,16

Figura IV.17 rsCf vs r
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A Tabels IVW.7 sumarizas o valorss de Kx snhcontradoes ma literatura.

zo”ig“* Meio Método Referéncia
30 0,002 M (NaCl> | Diilise Abs. 32
12 0,020 M CNaCl> | Didlise-Abs. 3z
1,3 0,200 M CNaCl> | Diilise Abs. a3z
1,4 0,200 M (NaCl> | Diilise Abs. =6
1,8 0,200 M (NaCl> | Diilise~ Abs.
Isot, Lig. } =5

Tabela IV.7 Valores para KI obtido através da técnica de didlize e

absorg8o (DidliserAbs.) e por iscterma de ligaglo (Isot. Lig.D>.

Como pode ser visio, para as solucdes com menor [HaClll, nfc ha
concordiéncia snire os valores de K& obtidos por oulros mélodos com o
calculado neste trabalhoe. Em realidade essa comparacieo & prejudicada
pelo fatc de n¥oc existirem valores publicados para sistemas em gque a
forga idnica do meic se deve unicamente & I[DNA] e [AAH ] e mara

pegusnos val orss de R (R{2B).

IV.10) Estudos espectroscdépicos sobre interacdes entre daunomicina e

DNA

IV,10.10 Especiros de absorcéo

Observamos um deslocamento do méximo de absorgdo para a regic do
vermelho, semelhante ac verificade para AA e uma acentuada diminuicfo
na intensidade de absorgdo (Figura IV.18J, diferente do observado com o
Ak,

Estes fatos parecem indicar que a interagfo do grupe croméfore de
dauncmicina com © DNA é mais acentuada gque no casc do AAH. De acordo
com Chaires & col. {371 ocorre. para daunomicina intercalada, Im&

diminui¢io do coeficiente de extinsic molar de 11500M ‘em™? para

i i

TOOOM “cm .
Outras possiveis razdes para os fendmenos cbhservados & a
desprotonagdoc do cloridrato de daunomicina, formagiico de pontes de

hidrogénioc (através dos grupos fendis) ou de complexo de transferéncia

de carga. E precisoc lembrar que a cavidade existente no interior da
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dupla hélice do DMA constitul um ambiente hidrofdbico, tornande-c mais
propicic a ser ocupado por espécies Jque n¥Ec se snocontram protonadas.

As intensidades relativas dos especiros mostrados Figura IV.1E
foram obtidas admitinde gue as intensidades méximas de absorgio e
emizedo dos respectivos espectros da substéncia daunomicina sem DNA

eram unitérias.

1,04 1,04
E 2
/ (82) .
o, 0,0 1

Figura IV.18 Espectros de absorgdo (A e de smissiEo (A =4 O8nmD LB
- & .

T
de daunomicina n3o intercalada (AL, Bi> e intercaladsa

CAz, B2 ([daunomicinal=3,0xl oMo

IV.10.2)Especiros de emissio

Como pode ser wvisto na Figura IV.19, a intercalagfo de dauncmicina
reduz a intensidade de fluorescéncia que atinge um valor minime guande
EasS,5. Neste caso, & intercalagfo ocorre com sestegquiometria de uma
molécula do composto para 2,0 pares de base. Segunde Saenger [381, &
parte aromética da molécula intercala entre pares de bases CG & a parte
n3Ze aromitica pode interagir com pares AT a uma disténcia de dois pares
de bases do local de intercalagfo, impedinde que uma segunda molécula
intercale noe sitico vizinho da posig¢g8oc cocupada pela primeira.

A Figura IV.18 mostra gue a supressdc da fluorescéncia ocorre
continuamente, mas podemos admitir que hé dois processos responsavels
por isso: ad intercalagfo de daunomicina em sitios com diferentes parss
de bases (CG~CG, AT-AT e CG-ATI, sendo gque estes levam a supressico de
flucreccéncia em intensidades difsrentes (CE-CG=R54, AT-AT=8020 & b
agregagio. Esta &€ evidenciada nos ciélculos de concentragio de

substancia que teve sua emissSc suprimida CE{}S}D, que, dividida pela
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concentragio total de sitios disponiveis & intercalagloc ([E12, fornecs
os valores de 171, 171 » 271 para o 17, 27 e 37 pontos da curva
mostrada na Figura IV.18, respectivamentes. Esies valores s38c diferentes
de de 371 ou 471 caracterigsticos da intercalagdo. Assim, & de 1=
esperar que outra interag¢3oc nZo intercalativa esteja ocorrendoc entre o
DHA & a daunomicina. £ necessarioc dizer gque o célcules foram feitos
admitindo-se gue a supressic da flucrescénecia da daunomicina & i 00%
guandc & EesSma intercala entre pares O6-0G6G, conforme wisio na
introducic, em virtude da seletividads exibida por esta substéncia na
intercalacico = av fato de que se este ccorresse enire pares de  bDases
AT-AT a referida supressic seria de apesnas 80%,

Em qual guer caso verificamos gue o equilibric de intercalagio ¢
deslocade em direcic & formaclo do complexe DNA/Dau, pois a intensidade
de emisslec (Figura IV.18) praticamente se estabiliza em R=7. Este
comportamento € oposto ao cobservado para anH’

1.8 -
1,0 -+

5 0.8
B
- 0,86~

0,4
0,2 -

. —

0,0

0,0 30 6,0 90 120 150 18,0
R " ([P]/[DAU])

Figura IV.189 Ir@i‘ de emissio {}\exc. =498nm> de daunomicina vs E

Na Figura IV.18 as intensidades relativas foram cbhtidas
dividindo—-se a intensidade de emiss3c em A=S588nm pela intensidade de
emiceSo, nesse mesmoe A, de uma scluglo sem DHA o com a2 mesma
concentragic de daunomicina.

A diminuigio de Irelncom R poderia seor atribuida a um Cou mais? dos
processos seguintes:

a) tranmferéncia de energia entre os estados S de DNA e da
daunomicina.

b) cruzamento inter-sistemas do estade singlete para o estado
triplete da daunomicina, gquande esta forma complexo ou ponte de

hidrogénio com o DNA.
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¢ diferentes espédcies em solucio,

A primeira pode ser descartads pelo fato de gue hé uma grande
diferenga sntire as energias dos estados §1 de DNA & de daunomicina, o
que torma improvavel & referida transferéncia de energia. Para a
verificac8o da segunda seria precisc resfriar a amostra a 77K e
registrar © especirce de fosforescéncia, o© gue serd invesiigado no
futuro. Finalmente, para verificar se a hipdiese ¢ esté correta foram
registrados of especiros de sbzorgie ¢ emissZc de Jdaunomicina, &m
solucdes aguosas neutra (pH 77 e basica (pH 112.

A Figura IV.20 mostira que a espécie desprotonada de daunomicina nio
apresenta emissiEo intensa, o que pode sstar associade & desprotonacio
dos grupos fendlicos CpKG%Q,SQD que fazem parte do sistema croméforoe

dessa molécula.

7 fﬁfi‘! ;_:"' \,\‘
2 o i
/o -~ T
- }{E,} ’% "i:a j QB\) 4
'{2 ;‘I T E‘r @ { ’ 21%
s e R
AU — i T,
" {A) {’/’\:—\\ j;’; ;,\ S \ C:} ™ __,-’{ ,WX.E%‘
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Figura IV.20 Especiros de daunomicina ndo intercalada em pH=7 CA=absz. ,
B=Em. > me =4Q0nm; ndc intercalada em pH=11 CO=Abs ., ,
D=Em. 3 me =420nm; intercalada em pH=7 (E=bAbs., F=Em. 2

A}xc_xéggnm.Cfator@s de multiplicacfo =13
Estudos realizados por Patel utilisando RMN (28] indicam gue os
prétons do anel D" da molécula de daunomicina sofrem um pequenc
deslocamente gquando comparados com a mesma livre om solugio aguosa. <
qual n3c & suficiente para indicar a scbreposicic deste anel com O
pares de bases do DNA. Assim, os autores concluem gque os anéis gque
sofrem sobreposigdo com as bases do DNA sZc os andis “C" ou "B" (os

quais contém o grupos celdnicos & fendlicos, respectivamentsd.
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Come pode zer verificade nos resultados sobre a influéncia da forga
idnica o intercalante nio sofre desprotonagio, pois ac ser expulse da
cavidade em wirtude do aumsnto da forga idnica, apresenta espsciros de
absorcic e de emissic originais. Asszim, ndc é& possivel gue apenas a
variaciZo da forga idnica seja responsavel pela protonagdo do croméforo.

Em viesta do exposto, & explicacBc mais plausivel para estas
modificacBes ¢ a interagloc entre os grupes fendlicos, via ponte de
hidrogénic, com os grupos fosfatc ou com as bases nitrogenadas de ambas
as fitas. Esta interagfc seria favorecida pela intercalaglic gue coloca
o sixo maior do cromdéfore ortogonal ac planc das bases pareadas,
erientando ambos os grupos OH om posigfc adequado Aaguela interacio.
Esgta poderia explicar a supress8o da sintese de DNA bem como a do RMA
associade, pois a2z pontes de hidrogénio sxistenles enire a molécula de
daunomicing @ o DNA dificultam a separacic de ambas asg fites da dupls
hélice, causando erros ou impedindo & sua transcrigfo quando separadas.
£ provavel gue os grupamentos OH fendlicos interajam com as bases do
DN&, j& que & observado variag3o na intensidade de fluorescéncia EY
medida gue ocorre a intercalag8o em sitios com diferentes combinagBes
de bazes purinas & pirimidinas.

Segundo Saenger [40], o valor de qu para os varios nucleosideos
moeno—fosfatados situa-se entre 6,862 ¢ 6,87. Portanto, o grupo fosfato &
uma base mais fraca que o grupo fenol, que nZo é desprotonado mas pods
interagir via pontes de hidrogénic. Esta interagloc deve ser favorecida
pelas forgas hidrofdbicas gque facilitam a aproximag®c dos grupes
fendlicos da daunomicina aos grupos fosfato ou bases do DNA ocasiocnando
as alteragBes especirais.

O grifico mostradeo na Figura IV.19 permitiria cbter a constante de
equilibric da daunomicina analogamenie ac gque foi feito com AAHT.
Entretanto, isto ndc foi possivel devido & grande divergéncia entre as
constantes de dimerizagio fornecidas pela literatura CEE,BX&OSMd [207.
13,98x10%{4 28] o B70M ' (27310 o aocs valores de & (118500, 12980 e
10000 Miem ™. Contudeo, se a constante KD, os wvalores de intensidade
de emissZfoc da daunomicina intercalada em diferentes sitics (L6066 =
AT-£T> & os respecltivos valores de & forem conhecidos, podemos obler as
concentracBSes de subsifncia intercalada nos diferentes sitios, de forma
semelhante a0 realizado para AAH*, desde gque nioc consideremos oS
agregados que se formam gquando a concentreacdc de daunomicina &

slavada.
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Admitinmds gue o dliime ponto da curva mostrada na Figura IV.18 &
devido & deunomicina toltalmente intercalsda calculamos %’{I-‘:l ,8@%3061‘4*1.
Este wvalor concorda  com agusles mencionados na literatura (entire
1,3x106 e 1 ,Exlﬁ?ﬁbi, gquando a concentraclo do sal estéd entre 0,08 e
0,01 M [271.

Pars a obtengio de um valor mals apurado seria necessario conssgulr
os walores corretos de KD em scolugdo aguosa, de £ 2 para o éampi@xas
formados nos siticog AT-AT e CG-06 & conhecer a estruiura < a

estequiomnetris dos mesmos.
I¥.13) Inflwuénecia da forca idnica no complexo DHASAAH

Iv.11.1> Especiros de absorcio

Heste experimente foi utilizade R=1,7E = gus permitiu =]
aparecimento do dimerce ligado ac DNA, Quando foli adicionade Nadl
verificou-se a destruicio do agregado através do desaparecimento da
banda com méxime em 472nm. Além disso, a banda de absorgio deo mondmero
se desloca para comprimentos de onds maicores. até A=488nm. Isto mosira
que intercal agio ocorre & medida em que o agregado vai sendo destruide,
atd gue [Nalli=0,1M.

Utilizando o mesmo cédlocule antesrior ¢ o dados da Figura IV. 231,
obtivemos 2% concentracles das espécies presentes no melo para algumas

concentragcBes de NaCl (Tabela IV.8).

[ NaCl1 [ AAH" ) ECAAH*Dzz [CAR ] K,

M 10° M 10%° M 10° M 10”* Mt
0,027 2,58 0,74 0,49 1,87
o, 081 4,11 0, 42 0,57 1,88
6,083 4,49 0,28 0, 48 1,43
0,104 4,74 0,17 0,44 1,24
o, 280 4,86 o, 26 0,18 0,38
0,807 4,06 o,28 0,01 0,02

Tabela IV.2 [AAH 3, E{A@ﬁéDZE, [{ﬁﬁﬁ*lxj e K_em diferentes [NaCl]

Assim, 3 medida gus aumenta a concentragdoc de sal, o mesmo ocorre

-~ b d P - :
com a concentragdioc do mondmers AAH enquanto a do dimerc é reduzida atlé
um valor minimo a partir do gual comsga novamenie a aumentar, Este

comportamente estd associade & destruig3e do compl exo dimérico
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exictents na supsrficie do DNA & a um aumento de monGmeros em solugdo,
para em [(NaClJ >0.1M aparecsm, em solucio, dimeros de AAH .

A constante de egquilibric de intercalagBo wvaria com a forga idnica
CFigura IV.212. A diminuig8o da [AAHT] intercalados e da constante de
eguilibric de intercalagic se deve 2 blindagem dos grupos fosfateos. Com
iste occorre destruiclc de complexo intercalador formade entre DHa e
aaH’ pois est® & mantido, em parte, por alracioc eletrostitica entre a

carga positiwva do grupe aminc e a negativa dos grupes fosfato.

I1v¥.11.2) Especiros de emisséo
4,5 - . A

4,0 - |

3,5
3,0
2,5 -
2,0 -
1,8 -
1,0 -

I rel

1 T T T 1 i T 7
02 03 04 05 08 00 01 02 03 04
Necl] (M) [Nac1]  (b)
Figura 1V.21 AD Er de smissio Cléxﬁ =B00nmD vs [Nalll BD Constants
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de eqzziibrio de intercalacio vs [Na{ll

Ne Figura IV.21 as intensidades relativas de emigssio foram cobtidas
através da divis¥e da intensidade de emissfo das solug@es contendo Nall
pela intsnsidade de emissic da solucBo sem Nall, todas elas em A=520nm.

Tendo em vista a reduclfc na voltagem da fotomultiplicadora {de
1000V para 930V), necesséiria a obtengBc de um bom sinal dgquando a
concentragic de dimeros é peguena, os valores de FI =) FM foram
recalcul ados da seguinte maneira:

al FM foi calculade fazendo-se a divis¥e da intensidade de
fluorescéncia. obtida nas novas condig@es, pela concentragdo da scpécie
monomérica AsH.

b} & seguir foi calculada a porcentagem de variag¥o dividindo o©
valor de PM anterior pele nove valor de FM.

c) o nove valor de Fz foi obtido multiplicando-se o wvalor anterior
pela porcentagem conseguida em bJ.

Os wvalores de KICTAbela IV.8) diminuem com o aumente da forga
idnica. NEo s& os valores abscolutos, mas também & variacio nos valores

de Kx gic mencres gue agqueles menciconados na Tabela IV.7, embor & &

&0

0,6




tendéncia observada seja a mesma. Essa discrepancia pode, em parie, ser

devida aos diferentes méitodos empregados, R diferente, Lemperatura.
I¥.122 Infilwuéncia da forca idnica no complexo DMASdaunomicina

IV.12.1> Especiros de absorgso

A absoriéncis de daunomicina wvaria monclonicamente com a forga
idnica (Figuras IV.22 e 1‘%?,.833, mas ?tméxnse mantém constante
contrariamente aoc gue ocorre para o complexo DNA-AAH em solucdes Com
forca idnica zemelhante.

Na Figureae IV.22 as intensidades de ambos os especiroes foram

divididas pela intensidade de absorgic (0,2483 do espectiro B em S04nm.
1,01 (B)

/N

i

| rel,

Q,G T T T 3 =i
350 400 450 600 550 600

Al{nm)

Figura I1V.22 Espectros de absorgfo de daunomicina intercalasda (A sem

NaCl e (B com [Halll =0,40M

Empregamos, neste caso, a2 mesma sclugfo utilizada para a obleng3o
do espectiro mencionads no item II.4.14 e gue corresponde a R=8,81.
Entretante, © espectro de absorg¢3o da soluglc contendo ([NaCll =0,8M
possui contorno de banda e deslocamento semelhantes aos de uma scolugdo
de DNA daunomicina com 3,0<¢R{4,2 indicando assim, que esté& ccorrendoc a
degintercala¢io. Este fendmeno nde & 1Eo intenso quanto aguele
verificade para o complexo formado entre DNA e ASH', o gqual exibe
completa desintercalaglo (88 %0 gquands a concentragio de Nall & t3o

peduena quanto 0,zZBM,



iv.12.23 Especiros de emissdo
Verificamos um asumento na intensidade de emissfo (Figura IV.230
quando foi feita a primeira adigie do sal indicando gue a substlncia

ests sendo desalojada da cavidade hidrofdébica do DNA.

0 ; :
% 0,0 0, 03 04 05

1 02
[NaCl] (M)

Figura IV.23 I de emissioc Ckmw =498nm e A =B25nmd para

maH . @m

daunomicinag intercalada vs [HNalil

Comparando os resultados apresentados neste Iitem com aqueles
relstivos & intercalacfce de daunomicina em DNA, wverificamos que o
espectro de emissio do complexe daunomicina-DNA em solugdo contendo
[NaCl]l 0,5M possui intensidade intermediaria entre agquela da solugge
de DNA daunocmicina com um R=3,0 e aquela com R=4,2.

A adicBo de Nall desintercala meléculas de daunomicina mas este
processo n¥c ¢ tHo eficaz quanto agquele gque ocorre para o comnpl exo
AA/DNA porgue as forcas envolvidas s3o de natureza e intensidade
diferente das forcas respensiveis pela intercalacdc de daunomicina.
Neste caso, 2 intercalacZo ocorre com o© eixe maior da molécula de
daunomicina ortogonal ac planc das bases. Existem duas pontes de
hidrogénic adicionais: uma delas entre o grupo CH de C8 e o residuc
guanina abaixo da molécula de daunomicina ¢ 2 outra envolvendo © grupo
-C=0, também de CO,uma molécula de dgua e a base citosina acima da
molécula intercalada [38]. Ambas forialecem a interacdo com o DNA
enquantc, conforme vimos, © complexo AA/DNA & estabilizado por forgas
eletrostaticas. Assim, © efeito causado pela forga idnica sera menos
pronunciado no caso do complexo DausDNA. Em realidade, existéncia de
pontes de hidrogénio em complexos deste tipo ja tinha sido observada

para a proflavina [41]1. Assim, a interaglo via pontes de hidrogénio

82




entre as bases niitrogenadas do DNA = o grupos OH fendlicos da
daunomicina deve depender das bases entre as gquais a intercalacic
ocorre. Estes grupos formam uma ponte de hidrogénic intramclecular
quando a molécula se encontra livre em solucdo mas, quando ela se
intercala e=stes grupos podem formar uma ponte de hidrogénio

intermolecul ar com o sléirons n das bases C6 ou com o dtomo Na ou OB

de guanina & 02 de citosina. Este &, talvez, um dos molivos que confere

seletividade de daunomicina por pares de bases 6, 2o contrario de AsHT

gue apresenta pouca seletividade na intercalaclc [14, 421.
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W Conclus8o

As pequenas mudancas ocorridas nos espectros de absorgio ® emisslo
das solugBes contendo as bases nitrogenadas = a substancia
intercaladora (AA e daunomicina) indicam que nZo ¢ a interagio direta
entre a base e a molécula intercaladora a responsavel pelas
modificagBes espectrais. Na verdade & a estrutura em dupla hélice do
DNA que possibilita, em virtude de interacfes hidrofdébicas, a
setabilizagcio do complexe formado.

Estudandeo o composto AA em solugBoc aquosa verificamos gue a sspécie
intercaladora é o mondmerc AaH" pois as alteracdes nos especiros de
absorgfc & emissio desta molécula, guande intercalada, podem ser
explicadas pela interag8c enire sclutc e sclvente. A cavidade do DNA se
comporta como se fosse um meio hidrofébice, a intensidade de emissic
aumenta e o méximo de absorgfo se desloca para o© vermelhe devido a
maior estabilizacle do sstads excitado guando comparade ac fundamenial.

Estudos alterando & forga idnica mosiram que, em solucdo agquosa sem
DNA, as moléculas a serem intercaladas se agregam 3 medida que aumenta
a concentracfo de ions. A variacBc dos valores das constantes de
equilibrio CKx, KD & KCD sfc fortemente dependentes da concentragio de
ions em sclucdoe e concordam com agueles obtidos por outros
pesquisadores. [28, 34]

Para a daunomicina foi possivel obter apenas o valor da constante
KI pois esta substéncia ndc apresenta flucrescéncia quando intercalada
ou agregada. ©O wvalor encontrado Ci,axiodﬂﬁd concorda com o=
conseguidos em outros trabalhos nos quais a forga idnica € diferente.
Isto indica gue a concentragfc de sal pouco influencia o valer de Kx
devido & caracteristica n3o eletrostatica da interagio.

Os agregados de AAHT existentes na superficie do DNA sZc desfeitos
quande aumenta a forga idnica, indicande a interagZoc eletrostatica
entre o AAH® e o DNA., Estes sais podem impedir a intercalag3o guando em
alta concentragZo, O efeito predominante, para desintercalar, € a
repulsic eletrostitica enire a superficie carregada de conira ions do
DNA & & carga de mesmo sinal da substincia intercaladora.

A supressZo da fluorescéncia da daunomicina quando esta se enconira
em meio basico (pHXl1D se deve & desprotonagifio dos grupos fendlicos do
seu croméfore originande uma espécie cujas caracteristicas espectrais

c&o diferentes daguelas em pH neutro. Isto indica gque as interagfes

B4




entre esta substincia e o DNA s3o diferentes daguelas existentes snire
PV Enquanto © complexco AAZDNA & ectabilizado por interacdes
eletrostiticas, o complexc DausDNA tem a sua estabilidade reforgada por

pontes de hidrogénio.
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