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ELECTROCHEMICAL AND CALORIMETRIC INVESTIGATION OF INTERACTION OF NOVEL BISCATIONIC
ANTICANCER AGENTS WITH DNA. Biscationic amidines bind in the DNA minor groove and present biological activity against
arange of infectious diseases. Two new biscationic compounds (bis-o,®-S-thioureido, amino and sulfide analogues) were synthesized
in good yields and fully characterized, and their interaction with DNA was also investigated. Isothermal titration calorimetry (I7C)
was used to measure the thermodynamic properties of binding interactions between DNA and these ligands. A double stranded calf
thymus DNA immobilized on an electrode surface was used to study the possible DNA-interacting abilities of these compounds
towards dsDNA in situ. A remarkable interaction of these compounds with DNA was demonstrated and their potential application

as anticancer agents was furthered.
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INTRODUCAO

O cancer € uma das doengas que mais causam temor na sociedade,
por ter se tornado estigma de mortalidade e dor.'*Na verdade, a pala-
vra cancer refere-se ao termo neoplasia, especificamente aos tumores
malignos, doenga caracterizada pelo crescimento descontrolado de
células transformadas;' o termo cancer € utilizado genericamente
para representar um conjunto de mais de 100 doengas.'*> Na verdade,
quase todos os organismos multicelulares podem ser afetados pelo
céncer, inclusive lesdes cancerosas foram encontradas em fosseis de
dinossauros e em mumias do Egito Antigo.*?

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), o cancer € a
segunda maior causa de mortalidade em todo mundo, atrds apenas das
doengas de origem cardiovascular.*Em 2008, a Agéncia Internacional
para Pesquisa em Céancer (IARC/OMS) estimou que ocorreram 12,4
milhdes de casos novos e 7,6 milhdes de 6bitos por cancer no mundo,
e a OMS prevé que 84 milhdes de pessoas devem morrer de cancer
entre 2005 e 2015.” Cerca de 1,5 milhdo de casos de cancer sao diag-
nosticados anualmente s6 nos EUA, e os médicos e pesquisadores do
pais estdo engajados numa “guerra contra o cancer”.%’

No Brasil, o cincer apresenta-se como a segunda maior causa
de morte nos dltimos anos; as estimativas do Instituto Nacional de
Cancer (INCA) apontam que, até o final de 2008, ocorreram mais de
470 mil novos casos de cancer, nimero maior do que o de pessoas

*e-mail: cdonnici@terra.com.br

infectadas pelo virus da AIDS nos dltimos 25 anos, por exemplo. As
estimativas para 2010 sdo vélidas, também, para 2011 e apontam a
ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer. Os tipos mais incidentes
de cancer, a excegdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo
os de préstata e de pulmao, no sexo masculino, e os de mama e colo
do ttero, no sexo feminino."?

Embora nenhum medicamento ou tratamento definitivo contra o
cancer tenha ainda sido encontrado, tem-se obtido grande progresso
na compreensdo das causas do cancer, no desenvolvimento de tra-
tamentos efetivos e de novos quimioterdpicos, na area de Medicina
Oncoldgica.’ O tratamento do cincer varia de acordo com o tipo e
a gravidade da doenca, podendo ser usado cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou, ainda, a combinacdo dessas técnicas. A quimio-
terapia antineopldsica ou antibldstica € o método (geralmente por
via oral ou intravenosa) que utiliza compostos quimicos (agentes
quimioterdpicos). O objetivo primdrio da quimioterapia € destruir
as células neopldsicas, preservando as normais, porém a maioria
dos agentes quimioterdpicos atua de forma ndo especifica, lesando
tanto células malignas quanto normais, particularmente as células
de rdpido crescimento como as gastrointestinais, capilares e as do
sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais
da quimioterapia: nduseas, perda de cabelo e suscetibilidade maior
as infeccdes,”!! todavia, o corpo recupera-se destes inconvenientes
apds o tratamento e o uso clinico desses farmacos exige que os
beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de um
indice terapéutico favordvel.”!? Foram descritos vdrios alvos de agao
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Figura 1. Classes de agentes DNA-interativos e suas interacoes moleculares com DNA. a) Linha do tempo para a descoberta e evolugdo de agentes DNA-

-interativos até o presente. b) Ilustracdo dos tipos de modificacdo que podem se formar no DNA, incluindo ligagdes cruzadas, intercalagado, clivagem da fita

do DNA e moléculas leitoras de codigos genéticos. A hélice do DNA é também mostrada associada com proteinas, como a topoisomerase II, e com estruturas

secunddrias do DNA (guanina-quddrupla). c) Detalhes dos modelos, mostrando os diferentes tipos de modifica¢do do DNA. Adaptada da ref. 14

para os agentes antineopldsicos e, em muitos deles, 0 mecanismo de
acdo estd relacionado ao DNA (Figura 1).31215

O DNA continua sendo considerado um alvo importante na busca
de agentes quimioterdpicos, desde que compostos mais seletivos
e menos toxicos vém sendo preparados e investigados visando os
receptores moleculares, como moléculas DNA-reativas.>'> Dentre os
agentes antineopldsicos que apresentam interagdo com o DNA (Figura
1), destacam-se os agentes alquilantes, principalmente as mostardas
nitrogenadas, como a mecloretamina (Mustargen®) (Figura 2) que sdo
antineopldsicos pioneiros,'® os mais estudados e ainda usados na atu-
alidade, como os farmacos Melphalan®, Bendamustina (Ribomustin®,
Treanda®), a ciclofosfamida (ou Cytofosfan, Endoxan®, Cytoxan®,
Neosar®, Procytox®, Revimmune®) e o clorambucil (Leukeran®),
também derivados da mecloretamina.>8!415
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Figura 2. Estruturas de mostardas nitrogenadas usadas como agentes qui-
mioterdpicos antineopldsicos

E digno de nota que estes agentes serviram de compostos-modelo
para o planejamento racional de andlogos com potencial atividade
antineopldsica, como realizado por Cohen e colaboradores e por
Stark e Meadows,'”!® que estudaram derivados mistos espermidina-
-clorambucil (Figura 1Sa, material suplementar). Prakash e colabora-
dores também estudaram derivados mistos intercalantes-clorambucil

(Figura 1Sb, material suplementar)," todos com alta potencialidade
como agentes antineoplasicos. Pode-se notar que nestes casos
ocorre o efeito sinérgico da parte alquilante (N-CH,-CH,Cl) com
a outra parte adicionada: no primeiro caso (Figura 1Sa) os grupos
amino da parte espermidinica estdo protonados e geram interacdes
eletrostdticas com o DNA; no segundo caso (Figura 1Sb) os anéis
heteroarométicos devem adentrar na fenda do DNA por intercalagdo,
gerando interagdes lipofilicas secunddrias, que acentuam a atividade
farmacoldgica potencial. Cabe ressaltar que o DNA apresenta dois
alvos principais para interacido com outras moléculas: a fenda maior
e a fenda menor. Enquanto a fenda maior possui maior chance de
interacd@o com moléculas proteicas através de ligacdes de hidrogénio
ou interagdes hidrofébicas, a fenda menor (10 A), com a metade da
largura da fenda maior, geralmente pode interagir com moléculas de
menor tamanho (< 1000 Da). Os ligantes da fenda menor podem inibir
acondensacdo de cromatina e alterar a expressdo génica, modificando
o ciclo celular. Vdrios destes ligantes sdo derivados amidinicos que
reconhecem sequéncias A/T na fenda menor (berenil e neptrosina
(Figura 2S, material suplementar), DAPI, estilbamidina, pentamidina,
distamicina e outras). Algumas poliamidas e diamidinas sintéticas
que se ligam a fenda menor interferem com a interag@o de proteinas
em regides ricas em sequéncias A/T do DNA satelital. Alguns destes
ligantes se ligam de modo reversivel ao DNA, enquanto outros indu-
zem alteragdes irreversiveis (como, por exemplo, alquilacio do N3 da
adenina).? Destaca-se que podem surgir fendmenos de resisténcia ao
tratamento de neoplasias com uso de agentes antineopldsicos comuns
na clinica médica oncoldgica e que sdo ligantes da fenda maior, como
a cisplatina; para atenuar esta resisténcia pode-se entdo usar um se-
gundo tratamento, que pode ser feito com ligantes na fenda menor.?!

Estudos tém mostrado que alguns farmacos, como compostos
biscationicos conhecidos como bis-amidinas, sdo conformacional-
mente concavos e apresentam conformacdes, ditas iso-hélicas, com a
complementaridade adequada para a ocorréncia de interagdes (isohe-
licity concept) e interagem com a forma convexa do DNA,**levando
ainteragdes seletivas, possibilitando o desenvolvimento de fairmacos
de alta poténcia. Incluem-se nessa classe de ligantes a fenda menor do
DNA algumas moléculas pequenas, que apresentam seletividade por
regides A/T, como o berenil e o Hoechst 33258 (Figura 2S, material
suplementar).”? Existem diversos estudos sobre a interagdo com
o DNA e atividades biolégicas de farmacos, como a distamicina
e netropsina (Figura 2S, material suplementar). A netropsina foi o
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primeiro composto identificado como ligante da fenda menor (minor
groove binders, MGBs) e sua energia de intera¢do com o DNA € da
ordem de 10-12 Kcal mol"'. Apresenta uma elevada especificidade
na interacdo com o DNA, em especial na ligacdo com o B-DNA, a
conformag¢@o mais comum do DNA e que apresenta a hélice mais
alongada.>*?6?7

Cabe ressaltar que moléculas que apresentam interagdes es-
pecificas com a fenda menor do DNA t€m despertado interesse
como potenciais agentes terapéuticos em uma variedade de doencas
humanas, além de cincer, como se pode verificar em artigos de
revisdo importantes.!'*?222326 Porém, verifica-se na literatura que
ainda nao foram estudados agentes antineopldsicos mistos do tipo
alquilantes-bisamidinas, que apresentam interagdo eletrostética forte
e especifica com o DNA, sem o efeito colateral da acio ndo seletiva
dos agentes alquilantes. Este artigo focou especificamente da inves-
tigac@o da interagdo com o DNA de grupos funcionais dicatidnicos
(S-tioureidos) andlogos a amidina, derivados que foram planejados
com base em modifica¢des estruturais de antitumorais conhecidos
e usados clinicamente, como a mecloretamina, visando gerar novos
farmacos antineopldsicos mais potentes € menos toxicos.

PARTE EXPERIMENTAL

Os espectros de absor¢do na regio do infravermelho foram
obtidos num espectrdmetro interferométrico Mattson Instruments
Galaxy 3000, na faixa de 400 a 4000 cm™'. Os espectros em filme
liquido foram obtidos utilizando-se janelas de NaCl ou celas de NaCl
de 0,025 mm de espessura e para sélidos os espectros foram obtidos
na forma de pastilhas de KBr.

A determinagdo dos espectros de ressonincia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono-13 (RMN de "*C) foi rea-
lizada nos espectrofotometros Bruker 200 e 400 MHz. Os desloca-
mentos quimicos sio relatados em partes por milhdo (8) em relagéo
ao tetrametilsilano (TMS), usado como padrdo interno. Os solventes
utilizados foram 4dgua deuterada, deuterocloroférmio (CDCl,) e o
dimetilsulféxido (DMSO). Os pontos de fusdo foram determinados
em aparelho Fisher-Jons, sem correcao.

As andlises por espectrometria de massas (EM) foram realizadas
em cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC-17-A acoplado a espectrd-
metro de massas Shimadzu GCMS-QP5050A, do Departamento de
Quimica da UFMG; coluna DB-1 (J & W Scientific), comprimento
30 m, DI: 0,25 mm; espessura do filme 0,25 wm, série 75131128.
Temperaturas de injetor e detector: 250 e 280 °C, respectivamente;
temperatura inicial 80 °C por 5 min e aquecimento de 10 °C min™ até
250 °C; impacto de 70 eV.

Procedimentos para preparaciao dos compostos

Os compostos 2 e 3 foram preparados a partir dos di-haletos
correspondentes 1 (preparado como descrito a seguir) (Figura 3) e
mecloretamina (obtida comercialmente através da Sigma-Aldrich®).
Todos os compostos foram caracterizados em alta pureza e analisados
pelas técnicas espectrométricas usuais.

1,7-di-cloro-4-tia-heptano (1)*

A um baldo de fundo redondo, sob agitagdo magnética a tem-
peratura ambiente, adicionou-se 1-bromo-3-cloropropano (20,0 g;
127,0 mmol) e etanol (110 mL). A esta solucdo, adicionou-se uma
solucdo de sulfeto de sédio nona-hidratado (18,3 g; 76,0 mmol em 40
mL de dgua), adaptou-se um condensador de refluxo e a mistura foi
aquecida em banho de 6leo, sob agitacdo magnética e aquecimento
a 60 °C, por 5 h. Apds restriamento, o solvente foi removido sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo e realizada a extracio desse
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Figura 3. Estruturas dos compostos 1,7-di-cloro-4-tia-heptano (1), 1,7-bis-(2-
-isotioureido)-4-tia-heptano (2) e N-metil-1,5-bis-(2-isotioureido)-3-aza-
-pentano (3)

produto com cloroférmio (3 x 50,0 mL) e secagem com sulfato de
sddio anidro obtendo-se, apds filtragdo e evaporagao do solvente, 8,5
g de um liquido amarelo; os dados do espectro de massas revelaram
que se tratava de uma mistura de cerca de 10% (andlise das alturas
relativas e dos picos referentes a 8'Br*’Cl/ ”Br*Cl) de 1-bromo-7-
-cloro-4-tia-heptano (1a) e 90% (andlise das alturas relativas e dos
picos referentes a ’CI¥’C1/3CI1*Cl) de 1,7-dicloro-4-tia-heptano (1).
Ap6s destilacdo sob pressdo reduzida (108-109 °C/3 mm de Hg),
obteve-se 7,65 g de 1 (41 mmol; 65% de rendimento; 2:1 mol/mol
dihaleto-sulfeto de sddio, respectivamente). IV (filme NaCl, cm™)
Vow 2930, 1440, 1270, 840, 770; RMN de 'H (200 MHz, CDCl,)
83,78 (t,4H, J = 6,8 Hz); 3,51 (t, 4H, J = 6,8 Hz); 2,62 (m, 4H, J =
6,8 Hz); RMN de "*C (50 MHz, CDCl,) § 43,3 (C-1); 32,1 (C-3);
28,7 (C-2); EM m/z: [M*]: 186 (8,0%, *C1*Cl)/ 188 (5,3%, *’CI**Cl),
[M*- C;H,CIS]:110 (25%, *>C1)/112 (8,3%; *'Cl).

1,7-bis-(2-isotioureido)-4-tia-heptano (2)

A um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,7-di-halo-tio-hepta-
no 1 (2,00 g; 11 mmol), etanol (15 mL) e tiouréia (1,60 g; 22 mmol),
adaptou-se um condensador de refluxo fechado com tubo dessecador
contendo cloreto de célcio. Essa mistura foi aquecida em banho de
6leo e mantida sob agitagcido magnética e aquecimento a 60 °C por 24
h. Apés resfriamento, com um bastdo de vidro, fez-se uma pequena
friccdo no fundo do baldo, para iniciar a cristalizagdo de tiouréia
residual que, usualmente, se precipita por completo, apds 15 min no
freezer. Formaram-se, assim, duas fases: uma sélida e uma liquida,
ambas analisadas por CCD (eluente metanol a 40% (v/v) em acetato
de etila, e revelador iodo; o produto desejado estava na fase liquida.
Em seguida, fez-se uma filtragio, o liquido foi levado ao evaporador
rotatdrio sob pressdo reduzida para retirada da maior parte do solvente
e, apos cristalizagdo no freezer por uma noite, filtragdo e secagem sob
baixa pressdo, obteve-se um sélido rosa 2 (2,87 g, 8,5 mmol; 79% de
rendimento). P.F. = 155,0-157,0 °C. IV (filme KBr, cm™) v 3000,
1630, 1530, 1400, 1250; RMN de 'H (200 MHz, D,0): 8 8,4 (s, NH,
8H); 3,1 (t,4H, J = 7,0 Hz); 2,6 (t, 4H, J = 6,4 Hz); 1,9 (m, 4H, J =
6,7 Hz); RMN de “C (50 MHz, D,0): 8 171,6 (C-1"); 29,8 (C-1);
29,5 (C-3); 27,9 (C-2).

N-metil-1,5-bis-(2-isotioureido)-3-aza-pentano (3)%

O composto 3 foi sintetizado empregando-se 0 mesmo proce-
dimento descrito para a sintese de 2. Fez-se reagir mecloretamina
(0,5 g; 2,6 mmol), tiouréia (0,4 g; 5,2 mmol) em etanol (40 mL).
Houve precipitacdo de um sélido amarelado cristalino, que foi
filtrado sob baixa pressdo e secado no dessecador, obtendo-se 0,72
g de 3 (2,0 mmol; 80% de rendimento). PF.= 166,0-168,0 °C. IV
(filme KBr, cm™) v 3000, 1630, 1520, 1420, 1250; 910; RMN de
'H (400 MHz, DMSO): 6 9,4 (s, NH, 8H); 3,7 (s, 4H); 3,4 (s, 4H);
2,8 (s, 4H); RMN de "*C (100 MHz, DMSO): & 168,8 (C-1°); 53,5
(C-1); 40,1 (C-2e C-2").
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Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlises por DSC foram realizadas no microcalorimetro VP-
DSC Microcal. Usou-se o programa Origin-DSC 5.0 (Microcal) para
tratamento matemdtico dos dados. As solugdes do DNA (dodecamero
d(CGCGAATTCGCG) do DNA (0,3 mM) (Oswel 2979) e dos res-
pectivos ligantes foram preparadas em dgua desionizada em pH 7,0,
contendo 10 mM de cacodilato de sodio, 5 mM de NaCl e 0.1 mM
EDTA; a concentragdo final de DNA, medida espectroscopicamente,
foi 0,33mM.

As amostras foram degaseadas por 40 min em equipamento
conectado a bomba de vicuo e, a seguir, introduzidas no microcalo-
rimetro e adicionou-se 0,7 mL da solucdo a ser analisada na célula
do DSC. Estas amostras foram, entdo, submetidas a varredura de
temperatura, utilizando a solucéio tampao como referéncia, na faixa
de temperatura de 25-100 °C, com taxa de varredura 30,0 = 0,1 °C/h
e pressao de 25,0 + 0,5 psi. A solugdo tampdo foi escaneada para
obtengdo da linha base e para posterior subtragdo da linha base das
amostras.

Titulacao calorimétrica isotérmica (ITC - Isothermal Titration
Calorimetry)

As analises por ITC foram feitas a 22 °C em aparato de microcalo-
rimetria MycroCal VPITC (Microcal, Northampton, MA). Usou-se o
programa Origin-DSC 5.0 (Microcal) para tratamento matematico dos
dados. Foram titulados 1,5 mL de dodecamero d(CGCGAATTCGCG)
do DNA (0,3 mM) (Oswel 2979), rotag¢ao de 400 rpm e adicdo das
amostras a serem analisadas nas concentragdes de 2 a3 mM (50 inje-
¢des de 5 uL). Estas solucdes foram preparadas em dgua desionizada
em pH 7,0, contendo 10 mM de cacodilato e 5 mM de NaCl. O tempo
de injegdo foi 12 s e o tempo de decaimento ajustado em 4 min. Os
picos produzidos durante a titulagdo foram convertidos em calor pela
inje¢do e integracdo, a corre¢do do volume da célula e concentracio
da amostra. Através da técnica de ITC podem-se obter diretamente
os parametros de afinidade de interacdo (Kj), entalpia (AH) e este-
quiometria (n) da interagd@o entre as espécies em solucdo. A partir
destas medidas iniciais obtém-se dados de variagdes de energia de
Gibbs (AG) e de entropia (AS), que podem ser determinadas através
da equacdo AG = -RTInK, = AH-TAS (R: constante dos gases e T:
temperatura absoluta, K).

Eletrodo modificado de DNA

Os voltamogramas e os experimentos de voltametria ciclica
foram realizados utilizando um potenciostato Autolab PGSTAT 20,
em meio prético (tampao acetato pH 4,5), em sistema de trés eletro-
dos: de carbono vitreo (BAS, didmetro 3,0 mm) como eletrodo de
trabalho; de platina, como auxiliar e como eletrodo de referéncia Ag/
AgCL,CI' (0,1 mol L"), em um tubo capilar de Luggin com vycor na
extremidade. A andlise e o tratamento dos dados foram realizados a
partir de graficos obtidos nos experimentos e tratados com o auxilio
do programa Origin 6.0.

Preparo do gel de DNA: o gel de dsDNA (timo de terneiro) foi
preparado pela dissolugdo de 18,75 mg do mesmo em 1 mL de tampao
acetato (pH 4,5) em um tubo eppendorf. O gel foi armazenado a 4 °C
por 24 h para homogeneizagao e para evitar a degradagao pelo calor.

Incorporaram-se, na superficie do eletrodo de trabalho, 50 uL
do gel de DNA, recobrindo toda a superficie do eletrodo de carbono
vitreo. Apds 24 h de secagem do gel, adicionaram-se 50 UL da so-
lugdo a ser analisada mais tampao pH 4,5 (canalyte = 1 g L), por
cima do gel seco, deixando-se secar por mais 24 h. Esse eletrodo
modificado foi entdo imerso na cela eletroquimica contendo 5 mL
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do tampao pH 4,5, para realiza¢do de experimentos de voltametria
de pulso diferencial (VPD), utilizado um potenciostato Autolab
PGSTAT-30 da Echo Chemie acoplado a um computador operando
com o programa GPES 4.9.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Com os derivados 1, 2 e 3 (Figura 3), obtidos por via sintética,
utilizou-se primeiramente a técnica de calorimetria diferencial de var-
redura (DSC) como uma investiga¢do preliminar da possivel interacdo
com o DNA e posterior aplicabilidade como agentes antitumorais.
Estudou-se a interacio dos compostos 1, 2 ¢ 3 com o DNA e a capa-
cidade calorifica dessa intera¢@o. Na Figura 4, estdo representados
os termogramas das interacdes dos compostos com o DNA, e seus
respectivos Tm (temperatura na qual metade das moléculas DNA estda
50% desenovelada, ou desnaturada, e 50% nativa). Os trés derivados
apresentaram interagdes irreversiveis caracteristicas com o DNA: o
sistema DNA mais derivados amidinicos, bioisostéricos ao grupo
S-tioureido apresentam transformacdes térmicas irreversiveis. Os
compostos 1, 2 e 3 aumentaram o Tm do DNA (Figura4), indicando a
estabilizacdo da forma enovelada do DNA. Dentre os trés compostos
estudados, o derivado di-haleto 1 foi o que apresentou maior interacio
com o DNA, dado o maior valor de Tm obtido.
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Figura 4. Termogramas do DNA e da interagdo dos compostos 1,2 e 3 com
0 DNA; do lado esquerdo de cada termograma o respectivo Tm (temperatura
na qual metade das moléculas se encontra 50% desenovelada e 50% nativa)

Titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC)

A titulac@o calorimétrica isotérmica (ITC) € uma técnica utili-
zada para estudar as interacdes proteina-DNA, DNA-surfactante,
antigeno-anticorpo, enzima-substrato e o efeito transcricional de
pequenas moléculas reguladoras.*3' E muito utilizada no estudo de
processos por complexometria, tendo como fundamento a medida
do fluxo de calor envolvido na reagdo.’>** Efetua-se uma titulacdo
microcalorimétrica para medir a extensao da interagdo (ou ligagdo)
de uma molécula (componente A) que € adicionada em quantida-
des e concentragdes definidas a outra molécula (componente B),
medindo-se o calor gerado.3**E uma técnica em que a constante de
ligacdo (Kb), energia livre de ligagdo de Gibbs (AG), entalpia (AH)
e entropia (AS) podem ser determinadas diretamente e com alta pre-
cisdo, a partir de um unico experimento. ITC tem encontrado ampla
aplicacdo no estudo de sistemas bioldgicos, devido a caracterizacio
termodindmica completa.’*3
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Os parametros termodinamicos da ligacdo dos compostos
amidinicos com o DNA foram investigados por meio da titulacio
calorimétrica isotérmica. Na Figura 3S (material suplementar) estdo
representados os graficos dos estudos microcalorimétricos por ITC
da interagdo entre 2 e 3 com o dodecamero sintético do DNA —
d(CGCGAATTCGCQG); os resultados dos estudos da interagio de 1
com o DNA, todavia, ndo foram conclusivos. Cada pico associado
ao calor de uma tnica injegdo e os calores de injecio foram corrigi-
dos pela subtrag@o das dilui¢des. Nos grificos inferiores da Figura
3S (material suplementar), as inje¢des corrigidas foram analisadas
juntamente com as taxas molares e, nos graficos superiores, tém-se os
dados experimentais dos calores de injecdo. Algumas caracteristicas
importantes das amidinas estudadas foram obtidas a partir dos dados
de ITC, assim como os parametros termodindmicos da ligacdo da
amidina-DNA. Os dois compostos estudados apresentavam grupos
funcionais amidinicos, bioisostéricos ligados ao grupo S-tioureido; 2
¢ um derivado S-tioureido e o composto 3, andlogo da mecloretamina,
apresentou N-Me no lugar do 4tomo de enxofre. Os dois derivados
biscationicos apresentaram uma intera¢ao exotérmica. O composto 3
apresentou estequiometria 1:1 para um sitio do DNA, o que evidencia
a interagdo com uma fita do DNA, com alta constante de formacdo
Ky (47 £1,7) x 10°. Os pardmetros termodinamicos obtidos para
esta interagdo foram: constantes de formagao (K;): (4,7 £1,7) x 105
entalpia (AH): - (1286 = 75) cal mol™! e entropia (AS): 21,6 cal molK™'.
Entretanto, para o composto 2, os resultados foram muito dispersos e
nota-se uma intera¢do muito fraca (Figura 3S, material suplementar),
no caso do composto 1, estes resultados foram ainda mais dispersos
e inconclusivos. Comparativamente, pode-se concluir que a presenca
da parte N-Me, em 3, foi fundamental para a interagdo com o DNA. O
outro derivado S-tioureido sulfeto 2 apresenta trés grupos metilénicos
entre os grupos S-tioureido, conferindo maior liberdade rotacional
e certamente menor seletividade para interagdo com o DNA. Os
resultados obtidos com esses compostos sdo compativeis com o es-
perado para interacdo eletrostdtica de ligantes aminicos com DNA %
Contudo, € necessario o uso de outra técnica para melhor avaliagdo
da interagdo do composto 2 com o DNA.

A partir da andlise dos termogramas da interacdo entre os
compostos estudados e o DNA (Figura 4), nota-se que todos os
compostos apresentaram transig¢des tipicas, porém, em nenhum dos
casos testados observou-se reversibilidade do processo, mostrando
assim que os sistemas DNA + compostos passam por uma transi¢ao
térmica irreversivel. Também se pode dizer que a adi¢io de qualquer
um dos compostos aumentou o Tm do DNA controle, podendo-se
concluir-se que as moléculas-teste estabilizam a forma enovelada do
DNA, como se pode observar no seguinte esquema:

(F)- fold - dobrada, enovelada ou estado ordenado

(U) - unfold - desdobrada, desenovelada ou estado desordenado

L - Ligante (compostos 1, 2 e 3)

DNA — DNA Transi¢do de um estado ordenado para um
desordenado

DNA;, +L — DNA; - L Aumento no Tm

DNA , +L — DNA ;- L Diminui¢do do Tm

Observa-se que o composto que interagiu melhor com o DNA,
estabilizando melhor sua forma nativa (ordenada) foi o di-haleto 1,
pois apresentou um maior ATm (diferenca da temperatura de dese-
novelamento do DNA e da temperatura do desenovelamento do DNA
com o composto em estudo) em comparacio com as outras moléculas,
destacando-se que o composto derivado da mecloretamina 3 foi o que
apresentou maior interagdo entre os derivados biscationicos estuda-
dos. Adicionalmente, pode-se investigar o indice de cooperatividade
da transicdo entre estados nativos e desenovelados do DNA e DNA +
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ligantes, pois este indice reflete qualitativamente a variagdo do AH
durante a transi¢ao do estado enovelado e desenovelado do DNA e
DNA + ligante; quanto maior for o valor AT(1/2H), menor serd o
indice de cooperatividade. Analogamente, como esperado e observado
na Tabela 1, o composto que associado ao DNA fez a transicao tér-
mica ficar mais cooperativa foi o di-haleto 1, seguido do derivado 3.

Tabela 1. Dados dos valores de ATm e de AT(1/2H) obtidos dos termogramas
da interac@o entre os compostos estudados e do DNA

Moléculas ATm AT(1/2H)*
DNA - 1.8
DNA +1 16,4 0.8
DNA +2 5.8 1.0
DNA +3 79 2.0
DNA + padrao 6,6 0.5

*AT(1/2H)= diferenca de temperatura (°C) na altura média do pico de tran-
sicdo do termograma.

A partir da andlise dos valores de Tm e do indice de cooperativi-
dade, conclui-se que o derivado 1 apresenta, termodinamicamente, o
melhor perfil de ligagdo ao DNA. Devido ao fato do efeito entrépico
ser dominante, provavelmente a for¢a motriz da interagdo estd associa-
da ao efeito de dessolvatacdo do ligante e do DNA (ambos carregados)
durante a interac@o. A variagdo de Tm observada (entre 7-13 °C) indica
que os complexos sido formados com o DNA por interagdes fortes e
provocam altera¢des na estrutura tercidria do polimero, embora em
grau menor, analogamente ao Berenil que é o composto utilizado
como referéncia nesse estudo.” De fato, estes dados de variagéo de
Tm sdo similares ao esperado para forte interacio eletrostdtica de
ligantes biscatidonicos com DNA.¥-4

Estudo eletroquimico com eletrodo modificado de dsDNA

Em 1993, Millani e Mikkelsen introduziram o conceito de
biossensor eletroquimico com DNA hibridizado.* Atualmente, os
eletrodos modificados com DNA, que podem ser até chamados em
alguns casos de biossensores de DNA, tém sido utilizados em diver-
sas aplicagdes, tais como, testes de dgua, comida, solo, amostras de
plantas com analitos (carcinogénicos e poluentes mutagénicos).*>+?
Os biossensores aplicdveis no reconhecimento de dcidos nucleicos
foram desenvolvidos com o objetivo de se efetuar testes rapidos,
simples e de baixo custo para diagndstico preciso de agentes infec-
ciosos em vdrios ambientes, para monitorar diretamente sequéncias
de hibridizagdes especificas, ou por intercaladores que complexam
as bases nitrogenadas do DNA #4348

Os biossensores sdo dispositivos simples, porém rapidos e preci-
sos, dotados de um componente bioldgico - geralmente uma enzima
- reconhecedor de fons ou moléculas através de reagdes quimicas.
Cada tipo de biossensor reconhece uma espécie quimica, permitindo
afirmar se a substancia em questdo estd presente ou ndo e qual a sua
concentragdo. O sensor baseia-se na imobilizacao de oligonucleotide-
os e emprega métodos eletroquimicos altamente sensiveis (voltametria
ciclica, de pulso diferencial, de onda quadrada etc).****> Quando as
interacdes do agente em estudo com a macromolécula de DNA nio
sdo especificas, € preferivel empregar os termos eletrodos modificados
de dsDNA ou ssDNA.

O eletrodo modificado de dsDNA € uma ferramenta valiosa na
observagdo qualitativa da interagio DNA/farmacos e compostos
toxicos. Nossos estudos eletroquimicos com os compostos bisca-
tiénicos bis-S-tioureido foram realizados em eletrodo modificado
de dsDNA, com o intuito de avaliar a diferenca de comportamento
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entre os derivados S-tioureido contendo o grupo sulfeto (2), bioisos-
tericamente modificado para N-Me (3), e o correspondente di-haleto
do S-tioureido (1). Um estudo preliminar do composto 2, no meio
trabalhado (pH = 4,5) apresentou um pico de oxida¢do em Ep = 0,989
V vs. Ag/AgCL,CI 0,1 mol L' e eletrodo de carbono vitreo, enquanto
o eletrodo modificado de dsDNA (fita dupla) ¢ caracterizado pela
auséncia de picos de oxidagdo, devido as bases estarem protegidas
por ligacdes de hidrogénio, dificultando a sua oxidag¢do. Quando o
eletrodo modificado foi colocado no eletrdlito de suporte contendo o
derivado S-tioureido 2, pdde-se perceber, apds 24 h de contato, que
o pico de oxidagdo foi deslocado para valores de potencial menos
positivos (Ep = 0,880 V) (Figura 5). Esse resultado demonstra que
o DNA nio sofreu qualquer degradagio, mas, que ocorreu interagcao
com o DNA, provavelmente eletrostatica, pela atragdo entre os grupos
fosfatos do DNA negativamente carregados e 0s grupos catidnicos
dos grupos S-tioureido de 2.

O derivado 3 apresentou inicialmente no meio trabalhado (pH =
4,5) um pico de oxidagéo em Ep = 1,234 V vs. Ag/AgC1,CI- 0,1mol
L, em eletrodo de carbono vitreo. Quando o eletrodo modificado
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Figura 5. VPD do estudo da interagdo do eletrodo modificado de dsDNA
em eletrodo de carbono vitreo com: a) bis-S-tioureido-sulfeto 2; b) bis-S-
-tioureido-N-metil-amino 3; c) di-haleto-sulfeto 1.v = 0,010 V s
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foi imerso no eletrélito de suporte contendo 3, observou-se apés 24
h de contato, Figura 5, uma mudanca do comportamento voltamé-
trico. Houve o aparecimento do sinal de oxidac¢@o das nucleobases
guanina (= 0,8 V) e adenina (= 1,0 V), devido a interagdo com o
derivado amidinico 3, e dois picos de oxidagdo do préprio derivado
amidinico. Isto demonstra que 3 interage com o dsDNA, promovendo
uma mudanca conformacional da fita dupla com maior exposigdo
das bases, que podem ser mais facilmente oxidadas na superficie do
eletrodo. Estudou-se, também, o comportamento do correspondente
tio-di-haleto 1 frente ao DNA, utilizando-se o eletrodo modificado.
Observou-se que o derivado di-haleto 1 nas mesmas condigdes (pH
=45, eletrodo de referéncia Ag/AgCLCl 0,1 mol L' e eletrodo de
carbono vitreo) ndo apresentou qualquer pico de oxidagdo. Apés 24
h de contato do di-haleto 1 com o eletrodo modificado de dsDNA,
pdde-se perceber o aparecimento de picos de oxidacdo nos poten-
ciais: +0,765 e +1,076 V (Figura 5). Esses picos sdo caracteristicos
da oxidacdo das nucleobases guanina (= 0,8 V) e adenina (= 1,0 V),
respectivamente, o que demonstra que 1 interage com a molécula do
DNA, provocando mudanga conformacional do dsDNA e/ou abertura
das fitas. Como esperado o composto 1 , um di-haleto de alquila,
revela-se mais eletrofilico.

CONCLUSOES

Os dois compostos planejados, derivados bis-S-tioureido subs-
tituidos 2 e 3, como novos potenciais agentes antineoplasicos, apre-
sentam interacdo eletrostdtica com o DNA mas, de acordo com os
resultados obtidos com a técnica de ITC, a interagdo € mais eficiente
com o derivado N-metilamino-bis-tioureido 3. Isto deve ocorrer,
provavelmente, pelo fato de que no composto 3 ha menor distancia
entre os grupos biscatidnicos S-tioureidos responsaveis pela interagdo
eletrostatica com o DNA, levando a uma intera¢do mais eficiente,
como na mecloretamina. A técnica de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) foi utilizada na investigagao preliminar da possivel
interag@o dos compostos sintetizados com o DNA e para confirmar
que a interagdo com o DNA mais forte € a do di-haleto 1, mas que os
derivados biscationicos 2 e 3 apresentam interagdes com o DNA com-
pardveis (sulfeto 2) ao composto conhecido como padrio, o Berenil,
ou ainda melhores que o padrdo (derivado amino 3). A metodologia
de titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC) mostrou-se confidvel e
reprodutivel para a avaliag@o da interacdo efetiva com o DNA e a
técnica de eletrodo modificado/biossensor de DNA foi importante e
complementar, permitindo, com isto, uma compreensao mais ampla
e profunda do mecanismo de interacdo com o DNA. Pode-se concluir
também que os novos derivados biscatidnicos-o.,®-funcionalizados
por grupos S-tioureidos 2 (sulfeto) e 3 (N-metilamino) apresentam
interacdes eletrostaticas com o DNA e que o derivado di-haleto 1
apresenta interacdo eletrofilica com o DNA, um agente alquilante
que deve provocar a degradagdo do DNA. Desta forma, comprovou-
-se a grande potencialidade e possivel aplicacio farmacoldgica dos
compostos biscatidnicos, em especial do derivado 3, andlogo da
mecloretamina, como novos agentes antineopldsicos. Estudos comple-
mentares da atividade antineopldsica vém sendo feitos e os resultados
promissores levaram ao patenteamento de todos estes compostos.*

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 1S a 3S estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.
org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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Figura 18. Estruturas de mostardas nitrogenadas mistas: a) tipo espermidina-clorambucil; b) intercalante-clorambucil
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Figura 3S. Dados de ITC: titulagdo dos derivados amidinicos 2 e 3 com o dodecamero do DNA; cada pico associado ao calor de inje¢do corresponde a uma
tinica inje¢do com os calores de inje¢do corrigidos pela subtragdo das diluigées; grdficos inferiores: as injegdes corrigidas sdo analisadas junto com as taxas
molares; grdficos superiores: dados experimentais dos calores de inje¢do



