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RESUMO

Neste trabalho investigamos o papel da 4gua na interacdo da
actinomicina D e daunomicina com DNA variando a atividade de 4dgua da
solugdo, através da adi¢d@o de sacarose a solucdo, pelo método de estresse
osmético. Constantes de ligacdo no equilibrio quimico foram obtidas,
através dos ajustes das isotermas, com o modelo de ligacdo de ligantes de
Scatchard e McGhee & von-Hippel. Isotermas foram obtidas através de
titulacdo direta e reversa na presenga e auséncia de sacarose. Andlise de
obtencdo das constantes de ligacdo que independem de modelo e
decomposicao de valor singular, também foram empregadas. A interacdo da
actinomicina e daunomicina com DNA € melhor interpretada pelo modelo de
McGhee & von-Hippel. O nimero de pares de bases ocupadas ou excluidas
independe da atividade de dgua da solug@o. Variacdes de hidratacio positiva
foram encontradas para os dois sistemas em estudo, indicando que os
complexos sdo mais hidratados em relacado a droga e DNA livres em
solugao.




ABSTRACT

In this work, the function of water through the interaction betwen
actinomycin D and daunomycin with DNA changing water activity from the
solution by means of adding sucrose through osmotic stress method is
investigated.Binding constants in the chemical equilibrium were obtained,
adjusting the isotherms, with models of Scatchard and McGhee & von-
Hippel ligand binding. Isotherms were obtained through direct and reverse
titration on the presence and absence of sucrose.Binding constants
independent of models and singular value decomposition analysis were also
applied.Actinomycin D and daunomycin interaction with DNA was adjsuted
in a better way with McGhee & von-Hippel model. The number of base pairs
occupied and excluded don’t depend on water activity. Positive hydration
variations were obtained for the two systems in study, suggesting that the
complexes are more hydrated concerning the drug and DNA wich are free in
solution.
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I. INTRODUCAO

Grande parte dos efeitos de solutos sobre as
caracteristicas de ligacdo de ligantes a proteinas, de drogas ao DNA e
da cinética de diversas enzimas, publicados ao longo dos tltimos
anos, foram atribuidos: a) a mudancas da constante dielétrica do
meio; b) a ligagdo preferencial do soluto a proteina e, ¢) a variacio da,
atividade de dgua.

No entanto, estudos recentes realizados por Colombo e

1 . -
colaboradores'® sobre o efeito de solutos neutros e concentracao

salina'' sobre a oxigenagdo da Hemoglobina, forneceram evidéncias
de que a afinidade desta proteina ao oxigénio € sensivel a variagdo da
atividade de 4dgua do meio. Estes autores apresentaram, também,
evidéncias que descartam a possibilidade de que o efeito desta reagio
se deva a mudancas da constante dielétrica ou da ligacdo preferencial
do soluto 2 proteina e da forca i6nica da solugéo."’

Colombo e colaboradores atribuiram esta dependéncia da
afinidade da hemoglobina por oxigénio, a diferenca de hidratacao

entre estruturas da oxi e desoxihemoglobina, cujo equilibrio é




responsdvel pelo controle alostérico da ligacdo cooperativa do
oxigénio a hemoglobina.

Uma série de estudos realizados principalmente por Lee

& Timasheff,”® tém demonstrado que a maioria dos solutos neutros,

como agucares e polidis, sdo excluidos preferencialmente da
superficie protéica e promovem a hidratag¢ao preferencial de proteinas
nativas. Estes estudos, sugerem que que a ligacdo preferencial destes
solutos s6 ocorre no caso de haver algum sitio especifico para o soluto
na proteina e, ainda, que a constante dielétrica junto a superficie
protéica deve ser pouco afetada pela presenca dos solutos na solugao.
Os resultados também indicam a possibilidade de se interpretar
mudancas conformacionais, mudancas de afinidade por ligantes e de
caracteristicas cinéticas, como reflexo das mudangas de atividade de
dgua.'’

Como, provavelmente, as reagdes bioquimicas s@o
sensiveis a pequenas variagOes de atividade de agua, que podem
ocorrer ao nivel fisiolégico, hd a possibilidade de que determinadas
reacOes possam ser controladas por édgua in vivo. Portanto, na

tentativa de se encontrar um provével efeito de dgua em sistemas




biolégicos, escolhemos um sistema dindmico, como sao 0s sistemas
de interacao da droga a DNA.

Procuramos, neste trabalho, investigar o papel da dgua na
ligacdo de drogas antitumorais a DNA variando a atividade de dgua da
solucdo através do acréscimo de solutos neutros, em particular
sacarose, buscando quantificar a variagdo de hidratagdo envolvidas na
interacdo da actinomicina e daunomicina com DNA, bem como
discriminar qual dos modelos de ligacao de ligante: a) de uma classe

proposto por Scatchard;* b) de duas classes de sitios ou c) o modelo

de ligagdo anticooperativa, proposto por McGhee & von-Hippel,”

melhor ajusta os dados experimentais da ligacdo da actinomicina e
daunomicina por DNA, na regido de alta saturacdo de droga-DNA,
obtidos por titulagao espectrofotométrica direta e reversa.

Mais recentemente, Ruggiero-Neto e Colombo®’
mostraram, nos seus estudos sobre o papel da hidratacdo na energética
de interacdo da actinomicina com DNA, que a presenca de solutos
neutros aumenta a afinidade da actinomicina por sitios fortes
indicando uma diminui¢ao de afinidade por sitios fracos do DNA. Isto

sugere que a ligacdo aos sitios fracos do DNA € acompanhada pelo




aumento de hidratacdo do complexo droga-DNA em relagdo a droga e

DNA livres.

I.1 Sobre a Contribuicao da Agua para a ligacao de Drogas

e Proteinas a DNA.

A hidratagdao tem um papel importante na afinidade de
ligacdao e especificidade de interagcdo entre proteina-DNA e droga-
DNA.”

E notavelmente reconhecido que 4gua tem um papel
importante na estrutura e funcao de proteina. Além da dgua do ‘bulk’
da solugao, que € crucial ao efeito hidrofébico e ao enovelamento de
proteina, tem sido mostrado que moléculas de dgua ligadas a proteina
sdo importantes no reconhecimento de substratos.*’

Quando um ligante se liga a uma proteina, cada molécula
de dgua no sitio de ligacdo ou serd deslocada pelo ligante ou
permanecerd ligada, em ambos os casos influenciando a conformacio
e energética da interacdo. Moléculas de 4gua conservada na estrutura

do ligante ligado, geralmente participa nas pontes de hidrogénio,

mediada pela dgua, entre a proteina e o li gante.40




A hidratagdo de DNA ¢é de fundamental importancia no

reconhecimento seletivo de pequenas moléculas tais como drogas

antitumorais.”* A influéncia da hidratagdo na conformacio e interagio

de DNA com ligantes tem sido assunto de muitas investigacOes
usando técnicas de ressondncia magnética nuclear (NMR), dindmica
molecular, cristalograficas por raios-x e termodinamicas.”

Na interface entre proteinas e DNA, moléculas de dgua na
primeira camada de hidratacio do DNA designam as posi¢des das
pontes de hidrogénio entre os residuos da proteina e o DNA.*

A hidratacdo no sulco menor de uma dupla hélice de
DNA na forma B, tem um papel tnico e fundamental na ligacdo de
drogas. Uma investigacao cristalografica com raios-x seguida por um
estudo de NMR em solu¢dao, usando um modelo de dupla hélice
dodecamero na forma B, mostrou que o sulco menor € hidratado de
maneira extensiva e regular, com saliéncias entre a primeira e segunda
camada de hidratacdo ao longo da extensdo do sulco. De maneira
contraria, a hidratacdo dentro do sulco maior € principalmente
confinada a uma monocamada de moléculas de a’gua.34 Estes arranjos
da 4gua de hidratacdo na dupla hélice do DNA € considerado ser

fundamental tanto para sua estabilidade quanto para o mecanismo de




reconhecimento molecular de sitios de ligacdo especifico por proteinas

e outros ligantes.

I.2 Sobre os Modos de Ligacao das Drogas Antitumorais

com DNA.

Muitas drogas antitumorais, antibiticas e antivirais
exercem seus efeitos bioldgicos interagindo reversivelmente com
acidos nucléicos. Portanto, estas biomoléculas representam um alvo
principal nas estratégias de desenvolvimento de drogas a serem usadas
em novas terapias em doencas tais como cancer, infec¢des, etc. De
modo a aprimorar a eficdcia clinica das drogas existentes e também
desenvolver novas drogas, € necessdrio entender as bases moleculares
da interacao droga-DNA em termos estruturais, termodindmicos e
cinéticos.”

Existem dois modos principais pelos quais as drogas

podem se ligar ndo-covalentemente ao DNA: a) ligacdo no sulco

menor e b) intercalagao.
Os ligantes do sulco menor sdo tipicamente drogas

compostas de anéis tais como pirrélico, furano ou benzeno que sao




conectados por ligagdes com liberdade torsional. Netropsina e
distamicina, sao exemplos destes ligantes.

O outro modo, a intercalacdo, compreende as drogas
intercalantes que possuem sistemas de anéis heteroaromaticos que
podem inserir-se entre dois pares de base adjascentes da dupla hélice

do DNA. Como exemplo destas drogas podemos citar o brometo de

etidio, proflavina, daunomicina e actinomicina D.*> A especificidade e

efetividade terapéutica da actinomicina contra tumores celulares
sOlidos especificos, tem despertado uma intensiva examinagdao da

atividade farmacolégica deste antibiético antitumoral.”

1.3 Sobre a Actinomicina D (actD)

A actD é um antibitico antitumoral que contém um
croméforo planar 2-aminofenoxazona-3 e duas volumosas lactonas
pentapeptidicas ciclicas.” Estudos que atravessaram mais de duas
décadas tém demonstrado que a interacdo da actD com DNA se
processa através de uma intercalacao do croméforo fenoxazone planar
entre os pares de base adjascentes da dupla fita do DNA contendo

57,52
C.

seqiiéncias dG-d A ligagdo €, entretanto, muito especifica e tem




sido mostrado haver uma grande preferéncia por seqiiéncias GpC. Esta
especificidade por seqiiéncias de base deriva principalmente da
formacao de pontes de hidrogénio no sulco menor entre o nitrogénio 2
do grupo amino e o nitrogénio 3 do anel dos residuos de guanina, bem
como também de pontes de hidrogénio entre o dtomo de oxigénio da
carbonila e grupos amida dos residuos de treonina dos anéis

ata s 21 24
pentapeptidicos ciclicos.’*?

A ligacao de uma unica molécula de actD
abrange da ordem de 4 pares de base do DNA.**

Sar Sar
H’Me_‘v’al Pro"" \\Me_\fal

CHa CH,

Actinomycin D (Dactinomycin)

Figura la. Estrutura quimica da actinomicina-D mostrando o anel
cromoforo e as duas cadeias laterais pentapeptidicas ciclicas.




Estudos de cinética, viscosidade e equilibrio quimico, tém
demonstrado que as duas cadeias laterais pentapeptidicas da actD
ancoram no sulco menor do DNA, diminuindo o grau de dissociagdo
da actD do DNA.*

Na sua interacdo com DNA, a actinomicina intercala seu
anel cromoéforo entre dois pares de base e insere os anéis

pentapeptidicos no sulco menor da dupla hélice. Acredita-se que desta

forma, a actinomicina cria um impedimento estérico para a RNA

polimerase que inibe a transcricio do DNA. Conseqiientemente, a

sintese de RNA e sua tradugdo em proteinas sao bloqueados.
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Figura 1b. Representagdo esquematica da molécula de Act-D
intercalada na dupla fita de DNA.

1.4 Sobre a Daunomicina

Daunomicina, o protétipo dos antibidticos de

antraciclinas, tem sido extensamente usado no tratamento de varios

A 12 : : ;
canceres humanos.'” Estudos baseados em medidas de viscosidade,*
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calorlmetrla3 e espectroscoplas sSao consistentes com a mtercala(;ao da

droga na dupla hélice do DNA e conseqiiente inibi¢ao das sinteses de
DNA e RNA. A inser¢do do grupo croméforo planar da daunomicina
entre pares de bases adjacentes do DNA, tem sido bem estabelecida
por andlises de difracao de raios-x do complexo entre daunomicina e o
oligonucleotideo d(CGTACG).® A interagio da daunomicina com
DNA em solugdo aquosa tem sido extensamente investigada e
verificado-se que a ligacdo ao DNA provavelmente envolve trés
passos distintos correspondendo a uma rdpida ligacdo ‘“‘externa”,
seguido pela intercalagdo e mudanca conformacional do DNA no sitio

de ligacdo ou redistribuicdo da droga.’




NH,

Figura 2a. Estrutura quimica da daunomicina mostrando os trés anéis
croméforos e o amino agucar ligado ao anel responséavel pelo seu
ancoramento.

A figura abaixo apresenta uma representacao esquematica
da molécula de daunomicina intercalada com a dupla hélice de DNA.
Nota-se os trés anéis aromadticos intercalados no sulco maior do DNA

entre pares de base guanina e citosina € 0 amino aguicar proximo ao

sulco menor.
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Figura 2b. Representagdo esquematica da molécula de daunomicina
intercalada na dupla fita de DNA.

L.5 Objetivos deste Estudo

Este trabalho teve por objetivo, portanto, a) investigar os
modelos de ligagdo que melhor descrevem as isotermas de ligagdo de

actinomicina D e daunomicina ao DNA determinadas por
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espectroscopia de absor¢do no visivel; b) determinar a contribui¢ao da
dgua de hidratagdo para a afinidade de ligac@o destas drogas a sitios de
DNA no regime de alta saturacgao.

Para se atingir estes objetivos foi necessdrio ainda, investigar
como a utilizacdo de diferentes métodos de andlise dos dados
espectrais influenciam na determinacdo das constantes de ligagdo
destas drogas ao DNA. Portanto, outro objetivo parcial deste trabalho

foi sistematizar e analisar criticamente as diferencas entre o0s

diferentes métodos de calculo das concentracdes de ligante ligado ao

DNA a partir de medidas espectrais.
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II. MATERIAIS E METODOS

I1.1 Preparacao da Solucao de DNA

O 4cido desoxirribonucléico de timo de bezerro (ct-DNA)
da Pharmacia Biotech. (Upsala, Sweden) foi dissolvido em
tampao fostato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM EDTA a
pH 7.5 e 25°C. Posteriormente a solucdo de ct-DNA foi submetida a
sonicagdo por 4 sessOes, de 30 segundos cada, na escala de
intensidade 4, usando ultrasonificador de ponta de titanio. Esperava-se
um intervalo de 2 minutos entre uma aplicacdo e outra. Em seguida, a
solugdo sonicada de ct-DNA era filtrada com filtro Millipore de 0,22
pum.

A concentragdao da solugdo de ct-DNA foi determinada

espectrofotometricamente no comprimento de onda de 260 nm,***

usando um coeficiente de extingio molar de 12.800 M™'/pb.cm™'/.

As solugdes de ct-DNA com osmdlitos também eram
filtradas em filtro Millipore de 0,22 wm antes dos experimentos de

ligacdo.




I1.2 Preparacao da Solucao de Actinomicina D

Actinomicina D (actD) da Sigma Chem. Co. (St. Louis,
MO) foi dissolvida em tampao fosfato de sédio 10 mM, NaCl 150
mM, EDTA 1 mM e equilibrado para pH 7.5 a 25° C. Esta soluc¢éo foi
usada sem qualquer purificagao subseqliente.

A concentracdo da solucdo de actD em tampdo foi

determinada espectrofotometricamente pela absor¢@ao no comprimento

de onda a 440 nm,***® usando um coeficiente de extin¢ao molar para a

droga livre de er = 24.800 M .cm™. O coeficiente de extingio molar
da droga ligada ao ct-DNA (gg) foi estimado por extrapolagdo da sua
absor¢ao na presenca de um grande excesso de sitios de ligagdo e o
valor obtido foi de €5 = 11.900 M'.cm™ em 440 nm’® na auséncia e

presenca de osmolitos.

I1.3 Preparacao da Solucao de Daunomicina

Daunomicina (Daunorubicina) da Sigma Chem. Co. (St.

Louis, MO) foi dissolvida em tampao fostato de sédio 10 mM com

150 mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C e posteriormente usada




sem qualquer purificacdo. A concentra¢do da solucdo de daunomicina

foi determinada espectrofotometricamente em 480 nm usando um

coeficiente de extingao molar (€450) de 11.500 M'cm.

II. 4 Titulacao Espectrofotométrica Direta da Actinomicina

e Daunomicina

Todos os dados experimentais de ligacao foram obtidos
por titulacdo espectrofotométrica em espectrofotdmetro Cary-3E
(Varian, Palo Alto, CA) usando cubetas de 5 cm de caminho éptico
mantidas a 25° C por um banho circulante de d4gua Neslab RTE-221.

Na titulacdo da actinomicina, aliquotas da solucdo
estoque da droga foram adicionadas a cubeta termostatizada contendo
aproximadamente 10 mL da solu¢do de DNA na auséncia ou na
presenca de osmolitos. Esperava-se 60 e 30 minutos, para DNA nao
saturado e saturado, respectivamente, para aquisi¢do dos espectros
apés cada passo de adicao de droga. Na titulacdo da daunomicina,
emprega-se 0 mesmo procedimento com a diferenca de que 10
minutos era o tempo de espera, uma vez que a cinética € bastante

rapida.




A concentracdo de DNA nos experimentos de titulagao,
na auséncia e presenca de osmdlitos, foi da ordem de 40 UM por par

de bases.

I1.5 Conversao dos Dados de Ligacao para a titulagao direta

de Actinomicina D.

Levando-se em conta o intervalo de concentracdo de
droga utilizado em cada titulacio, da ordem de 1 a 10 uM, e
considerando a baixa constante de auto associacdo desta droga,
K=1000 M”', as concentragoes de droga livre e ligada, foram
calculadas negligenciando qualquer tipo de auto associa¢ao da droga.

A concentragdo da droga ligada [actD]g foi determinada conforme

proposto por Muller e Crothers:

A
([droga]'rma! ; 8Livre )_ (ll )

(gLivre i £Ligado )




onde €y = 24800 M cm” e €Ligado = 11900 M"' cm’ sdo os
coeficientes de extin¢cdo molar da actD livre e ligada, respectivamente.
A; € a absorbéncia, em 440 nm, da solucdo na cubeta na i-ésima
adicdo da actD, 1 é o caminho 6ptico da cubeta e [drogalr,. € a

concentracao total da droga que € dada por:

(drogaly,,, =[drogal ., +ldrogal,,, @

onde [drogal]y ;. € a concentra¢do da droga livre.

I1.6 Conversao dos Dados de Ligacao para a titulacao direta

de daunomicina

Os dados experimentais de absorcdo Optica de ligacao da
daunomicina livre e complexada com DNA na titulagdo direta,
também foram calculados negligenciando qualquer tipo de auto
associa¢cdo da daunomicina. Os dados de absor¢do Optica foram

convertidos em concentragdo de ligante ligado segundo a equagio

abaixo




([D M ]Tom! "€ Livre )_ (

[DM ]Ligada o

(ELivre o 8Lig.-::d0)

onde €. = 11.500 M cm™ e €Ligado = 6.100 M cm”! sdo os
coeficientes de extingdo molar da daunomicina livre e ligada,
respectivamente. A; € a absorbancia, em 480 nm, da solu¢@o na cubeta
na i-ésima adi¢ao da daunomicina, 1 € o caminho Optico da cubeta ¢
[DM] 1o € @ concentracgao total da droga definida conforme a equagdo

abaixo

[DM ]Tomt' = [DM ]Ligada + [DM ]Li vre

I1.7 Titulacao Espectrofotométrica Reversa da Daunomicina

Neste tipo de titula¢do, aliquotas da solucdo estoque de
DNA sido adicionadas a cubeta termostatizada contendo 10 mL da
solu¢do de daunomicina na auséncia ou presenca de osmdlitos em

tampao fosfato de s6dio 10 mM, NaCl 150 mM e EDTA 1 mM e pH

7.5 a 25°C. Ap6s a adi¢do do DNA, a solugdo era homogeneizada a




temperatura ambiente, em agitador magnético por 10 minutos e
protegido da luz. Posteriormente, registrava-se um espectro de
absor¢ao Optica na regiao de 400 a 700 nm. Este procedimento era

realizado a cada nova adi¢do de DNA.

II.8 Conversao dos Dados de Ligacdo para a titulacio

reversa de daunomicina

Os dados experimentais de absor¢ao dptica de ligacdo da
daunomicina livre e complexada com DNA na titulagdo reversa, foram
calculados negligenciando qualquer tipo de auto-associagao da
daunomicina. Os dados de absorcdo Optica foram convertidos em
concentragio de ligante livre segundo Xodo et al,”’ conforme a

equagao abaixo

[DM ]Livre i fLivre i [DM ]Tma!

onde fj;,. € definida como




Abs— Abs,,
Absﬂnm"

fLivre = Abs

inicial

A concentracdo de daunomicina ligada foi definida conforme a

equacdo abaixo

[DM ]Lr'gada = fLigada ' [DM ]Toral (7)

onde fj;g.q, € definida como

Abs — Abs
Abs

inicial

Abs

f Ligada =
final o

inicial

onde Abs, € a absor¢do num dado ponto qualquer da titulagdo, Absyicia
€ a absor¢do antes de iniciar a titulacdo e Absg,, a absor¢ao no final
da titulacdo. Todas as absor¢cdes foram medidas em 480 nm. A

concentra¢ao de daunomicina total é definida conforme a equacdo 4

acima.




I1.9 Sobre os Modelos de Ligacao de Ligantes

Os dados experimentais da ligacdo de um ligante L a uma
macromolécula M com vdrios sitios de ligacdo idénticos e
independentes, podem ser analisados fazendo uso da equagdo de

Scatchard,

é}:k(n—ﬂ

F

onde r € a fracdo de sitios de ligacao da macromolécula ocupados pelo
ligante (Cg/[M]), Cr € a concentrag@o do ligante livre, k € a constante
de ligacao do ligante e n é o nimero de unidades monoméricas
ocupadas na macromolécula, por cada ligante ligado. Esta equagdo é
freqiientemente usada para estudar a ligacdo de ligantes a
macromoléculas tais como a ligacdo de hormoénios a proteinas, de
inibidores a enzimas e antibi6ticos a DNA.>* Esta equacio prediz que
ha uma dependéncia linear da razdo entre a satura¢do fracional e

concentra¢do de ligante livre com a saturacao fracional.




Quando esta linearidade ndo € observada em gréfico r/Cf
vs r, mas sim um grafico cdncavo ou convexo, ha indicios de que os
sitios tém constantes de ligacdo intrinseca diferentes ou que ocorra
interacao entre os varios sitios de ligacdo na macromolécula. Portanto,
h4 duas condi¢Oes para ajustar dados experimentais nao lineares de
ligacdo de ligantes a macromolécula.

Na condicdo de constantes de ligacdao intrinseca
diferentes, temos o modelo de classes distintas de sitios de ligacdo.
Este modelo considera que a equacdo de Scatchard pode ser escrita

como a soma de duas isotermas como mostrado abaixo

2

C. 1+k:C. 1+k-C.

r n-k n, -k
+

(10)

onde r refere-se a saturacdo fracional da macromolécula, Cg € a
concentragdo do ligante livre, k,; e k, sdo as constantes de ligacdo do
ligante as duas classes distintas de sitios € n; € n, sdo os nimeros de
unidades monoméricas ocupadas na macromolécula, por ligante

. A — !
ligado, a cada classe de sitios.




Na condi¢do em que hd interac@o entre os sitios, temos o
modelo conhecido como anticooperativo, proposto por McGhee &

von-Hippel em 1974, cuja equacio é apresentada abaixo

l—n-r

L o k=n-r)

C, 1-(n-1)-r

onde r, Cf, k e n tem o significado descrito anteriormente.

I.L10 Dependéncia de Constante de Equilibrio com a

Atividade de Agua da Solucio.

A reacao de uma macromolécula M com um ligante L,
geralmente envolve a substituicdo de contatos moleculares da
macromolécula e do ligante com &gua, por contatos moleculares
diretos entre a macromolécula e o ligante.” A descri¢io deste

processo, do ponto de vista de equilibrio quimico, € mostrado abaixo

[M]+[L] & [ML]




onde a constante de associacdo no equilibrio quimico pode ser

definida como

_ ML)
[M]-[L]

Calculando a variacdo da energia livre no equilibrio quimico em

funcdo do potencial quimico dos reagentes e produtos temos,

AG:‘LLMI._MM _u!, :0

Definindo os potenciais quimicos acima de acordo com a andlise de

9
Colombo,” temos

1’ +R-T-In((ML,1)=R-T-n'™ In(a,)
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—u’ +R-T-In((M,))—R-T-n" -In(a,) (15

— i, +R-T-In([L,])—R-T - ny, - In(a,, )

Rearranjando a equagao acima temos

+ [t = n —nt)-In(a,)) (16)

m( [ML, ] )z AG,

(M,1-[L,]] R-T

Reconhecendo-se os diversos termos tem-se

In(K) =In(K ) +[(n* —n* —n*)-In(a,)] a7

Esta equacdo prediz a dependéncia da constante de
equilibrio com a atividade de dgua via diferenga de hidratacao entre o
produto e os reagentes. Derivando a equag@o acima em funcdo do

logaritmo natural da atividade de 4gua da solug¢io temos




dIn(K) _

dIn(a,) ndo ung

onde K é a constante de equilibrio da reacdo e Any a diferenca de
hidratacdo aparente entre o estado final e inicial da reacdo.” Esta
equacio é andloga as equacdes de “linkage” de Wyman™ e foi usada
originalmente por Colombo'® e colaboradores para determinar efeitos
de solvatacdo na oxigenacdo da hemoglobina e a diferenciagdo de
hidratacdo entre as estruturas oxigenada e desoxigenada da
hemoglobina em solugdo. Posteriormente, este método ficou

conhecido na literatura como método de estresse osmotico.

I1.11 Método de Estresse Osmoético

A célula € o cendrio natural para a maioria das reacoes de
interacoes entre droga e DNA, e como 70 % ou mais de sua
composicao € dgua, podemos afirmar que a 4gua é um componente
estrutural importante tanto da droga quanto do DNA. Neste ambiente

também encontramos solutos neutros naturais tais como agucares,




poliéis e aminodcidos. Estes solutos também sdo conhecidos como
osmolitos e sdo acumulados na célula quando a mesma se encontra

sob estresse osmotico oferecendo uma protecao a célula e as organelas

celulares.”” Outro papel atribuido aos osmdlitos € a estabilizagdo de

macromoléculas bioldgicas contra a desnaturacio:* infere-se de uma
gama bastante grande de medidas termodindmicas que esta
estabilizacdo ocorra devido ao fato que os osmdlitos nao interagem
diretamente com as macromoléculas em Solugﬁo,% 0 que promove sua
exclusdo preferencial da superficie e das camadas de hidratacdo mais
proximas as macromoléculas.

Como a atividade de 4gua depende intrinsecamente da
concentracdo de solutos na solu¢do, a adi¢do de osmolitos a solugao
diminui a atividade de dgua da solucdo o que deve desfavorecer
reacoes na dire¢cio em que ocorre aumento de hidratagdo da
macromolécula. Esta perturbacdo termodindmica do equilibrio pelas
mudancas da atividade de 4gua € a base experimental do método de
estresse osmotico. Na pratica, osmolitos sdo utilizados para o controle
experimental da atividade de dgua.

Se considerarmos uma solug¢ao ideal, composta pela dgua,

macromolécula e soluto, na qual a concentragao da macromolécula é




sempre muitissimo menor que a concentragdo da dgua e do soluto, a

atividade de agua € aproximadamente igual a fracdo molar da dgua

(Xw), 1sto €,

n,
e W T 21
n, +ns

onde n, e n, representam, respectivamente, o nimero de moles de

agua da solucao e do soluto. O logaritmo natural de a,, é dado por

Inay, =lny, =In(1-x;) (22)

onde Xs = ng/ng + ny € a fracdo molar do soluto. Como s <<I,
podemos aproximar a atividade de dgua. Portanto,podemos reescrever

a equacao acima como




No entanto, para solucdes reais, usa-se medir a
osmolalidade (Osm) que é uma medida do nimero de particulas do
soluto efetivamente dissolvidos em um kilograma de solugdo, ou seja,
55,55 moles quando o solvente € a dgua. Portanto, Inaw € obtido,

efetivamente, pela relacio abaixo

_ (Osmolalidade)
3355

Inag, =

As osmolalidades das soluc¢Oes sdo medidas diretamente
em nosso laboratorio com um osmometro (Osmomette A).

No passado recente, a popularidade do método de estresse
osmotico para determinar as varia¢des de hidratacdo que acompanham
interacoes biomoleculares,'® tem aumentado consistentemente.>

Este método foi utilizado para determinar a variacdo de
hidratacdo associado com clivagem especifica e ndo especifica de
514737

DNA por enzimas de restri¢do,”** a ligagdo de drogas a DNA,

transicao conformacional de DNA sintético da forma B para a forma

. i~ . ~ . -~ L 10 x ~
7.’ a ligacdo de oxigénio a hemoglobina,'’ a associagdo do repressor

,~a associagdo de Eco RI a seqiiéncias especificas e ndo




especificas de DNA,” a desnaturagio de dupla e tripla fita de DNA,”

44,1

a interacdo de proteinas com DNA,™ a abertura e fechamento de

6141 3 redugdo de citocromo oxidase,” a ligagdo

canais de membrana,
de glucose 2 hexokinase,” a ligacio do RNA a RNase A,’ a

associacio e dissociacdo da antitrobina com heparina,®® a ligago de

lac repressor a DNA,"” a transicio de metarodopsinA I e II no

equilibrio,” entre muitas outras.

A grande contribuicio do método de estresse osmotico
reside no fato de que da mesma maneira que a dependéncia da
constante de ligacdo com a atividade de préton ou sal revela o nimero
de prétons ou ions envolvidos em uma reagdo, a dependéncia da
constante de ligagdo com a atividade de dgua revela o nimero de

dguas envolvidas na reacao.

I1.12 Método de Analise da Funcao Densidade de Ligacao de

Ligante.

Um  entendimento detalhado  de  interagdes
macromoleculares, tais como aquelas envolvendo proteinas e 4cidos

nucléicos, exigem informagdes sobre a energética e cinética das




moléculas que estdo interagindo bem como suas informagdes

estruturais.” Um estudo quantitativo de ligacdo, no equilibrio, de

proteina com 4cidos nucléicos é usualmente planejado para determinar
a estequiometria da interacao, a existéncia e grau de cooperatividade
(positiva ou negativa), constantes de ligacdo macroscépica
independente de modelo e a dependéncia de parametros de liga¢ao no
equilibrio com as varidveis da solugdo tais como, temperatura,
atividade de préton (pH), atividade de dgua (a,,) e concentragdo de sal.

De modo a obter os parametros acima, isotermas de
ligacdo no equilibrio devem ser medidas ao longo de uma faixa de
densidade de ligacdo. H4 uma variedade de técnicas nas quais a
ligacdo € monitorada diretamente (didlise, footprinting, etc).
fornecendo isotermas de ligacdo independe de modelo. No entanto,
métodos espectroscopicos indiretos sao mais convenientes desde que
propriedades espectroscépicas do ligante ou macromolécula mudam
na formacdo do complexo. Estes também produzem isotermas de
ligacao independente de modelo.

O método de andlise apresentado aqui refere-se as
condi¢des nas quais a absor¢do do ligante foi monitorado e multiplos

ligantes podem-se ligar na macromolécula. Este método foi




empregado originalmente por Bujalowski & Lohman® nos seus
estudos da interagdo de proteina com DNA.

A partir de agora vamos apresentar as expressdes da
funcdo densidade de ligacdo de ligante para a ligacdo de multiplas
moléculas de daunomicina (droga) a DNA.

Vamos considerar a ligagdo, no equilibrio, da droga ao
DNA tal que existem i estados possiveis de daunomicina ligada, sendo
que cada estado i possivel apresenta uma absor¢do, Abs;. A absor¢ao
observada, Absg,, da solu¢do da daunomicina na presenga de DNA
tem contribui¢do da daunomicina livre e ligada ao DNA em qualquer
dos seus 1 estados ligado possiveis e pode ser expressada pela equagdo

abaixo usando a lei de Beer-Lambert

Abs, =L

Livre

- EL!vre 1 ivi ; [DNA] €
i=l

obs Ligadoj (25)

onde [DNA] é a concentragdio de DNA na amostra, Ly, € a
concentragdo da daunomicina livre. €pive € ELigadoi 30 0s coeficientes
de extin¢do molar da daunomicina livre e ligada ao DNA.

Definindo Ly, na equagdo abaixo como




LLivre = l’Tnm! _ Evt L [DNA]

e substituindo-a na equagdo 25, temos

Absobs = ['T()ra! . gLivre BE [DNA] : zl‘vf (ELfg(JdO.’: = ELEW“"’)

rearranjando a equagdo acima temos

Ao _Ai . Lrora! Lo iV- € Livre _Etigadoz'
A, [DNA], = €

Livre

(27)

Esta equacao pode ser utilizada para a determinacdo da

fracdao de droga ligada a partir da determinacdo das curvas de ligacao

em diferentes concentracdes de DNA. A aplicagdo deste método serd

exemplificada em resultados.
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III. RESULTADOS

III.1 Analise Espectrofotométrica da Interacao da Actinomicina

com DNA

A partir de agora apresentaremos 0s nossos dados da
interacao da actinomicina com DNA em tampao fosfato e na presencga

de diferentes concentragdes de sacarose.

III.1.1 Caracterizacao Espectral da Actinomicina na Presenca

de Tampao Fosfato.

Com o objetivo de caracterizar os espectros da
actinomicina livre e ligada em tampao fosfato, adicionamos aliquotas

de volume de actinomicina na auséncia e em excesso de DNA,

respectivamente. A figura 3 apresenta espectros de absor¢ao dptica na

regido do visivel da actinomicina em tampéao fosfato, livre e ligada
com DNA. Nota-se a existéncia de um pico de absor¢ao méxima na
regidao de 440 nm no espectro Optico da actinomicina livre. Quando a

actinomicina liga ao DNA, seu espectro de absor¢do sofre um efeito




hipocrdmico e batocrdmico com um espectro de absor¢do maxima na

regido de 480 nm.

-

Absorcao Optica

A(nm)

Figura 3. Espectros de absor¢cdo 6ptica da actinomicina em tampao
fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCle 1 mM EDTAapH7,5e
25°C, na auséncia (—) e presenga (---) de DNA. As concentragdes de
actinomicina livie ¢ DNA foram 4,43x10°® M e 7,31x10* M,
respectivamente. A seta indica que o espectro de absor¢ao Optica da
actinomicina decresce na presenca de DNA.




II1.1.2 Titulacao Espectrofotométrica Direta

A figura 4 apresenta os espectros de absor¢do dptica da

actinomicina para uma titulacdo direta na qual aliquotas da droga sdo

adicionadas a uma solucdo de 40 uM de DNA em tampao fosfato.

Nota-se que a absorcdo Optica aumenta a medida que se adiciona

actinomicina na solugao.
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Figura 4. Titulagdo espectrofotométrica direta de DNA com
actinomicina em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e
1 mM EDTA a pH 7,5 e 25°C. As concentracdes totais inicial e final
de actinomicina foram 4,66x10”7 M e 2,36x10” M, respectivamente. A
concentragio do DNA foi 4,00 x 10° Mol/L. A seta indica que o
espectro de absor¢@o 6ptica da actinomicina cresce com a adi¢do de
actinomicina.




I11.1.3 Obtencao das Isotermas de Ligacao

Os dados da absor¢do Optica da actinomicina livre e
complexada com DNA, obtidos por titulagdo direta, foram utilizados

para calcular as isotermas de ligagdo através do método de andlise

descrito por Muller & Crothers® no capitulo anterior. A seguir

apresentamos os ajustes destes dados com os modelos abaixo,

Modelo de Scatchard

A figura 5 apresenta o grafico de isotermas de Scatchard
para a ligacdo da actinomicina a uma concentragdo fixa de DNA e na
presenca de varias concentracdes de sacarose ajustadas com o modelo
de Scatchard. Nota-se que a constante de ligacdo diminui com o
aumento da concentracdo da sacarose em solucdo. Estas isotermas
foram calculadas usando 24.800 M'cm™” e 11.900 M'cm™ como os
coeficientes de extingdo molar da actinomicina livre e ligada,

respectivamente.




r/Cfree x 10

Figura 5. Gréfico de Scatchard para a ligagao da actinomicina com
DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes de sacarose foram HM, 0%
sacarose; @, 20% sacarose ¢ A, 30% sacarose. A concentragao de
DNA foi 4.0 x 10° Mol/L. As linhas representam o melhor ajuste aos
dados experimentais usando o modelo de Scatchard. As constantes de
ligagdo foram (—), (6,18+0,22) x 10° M"; (---), (4,85+0,15) x 10° M™!
e (-.-.-), (4,6740,38) x 10° M"' com niimero de sitios de ligacdo de
9,09; 10,00 e 10,00, respectivamente.

Modelo de McGhee & von-Hippel

A figura 6 apresenta os mesmos dados experimentais

mostrados na figura 5, porém ajustados com McGhee & von-Hippel.




Nota-se que as constantes de ligacdo, fornecidas pelos ajustes,

diminuem com o aumento da concentra¢do da sacarose em solucdo e

sao menores quando comparados com os valores obtidos pelo ajuste

de Scatchard.

r/Cfree x 10™

Figura 6. Gréfico de Scatchard para a ligagdo da actinomicina com
DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes de sacarose foram M, 0%
sacarose; @, 20% sacarose e A, 30% sacarose. A concentragdo de
DNA foi 4.0 x 10”° Mol/L. As linhas representam o melhor ajuste aos
dados experimentais usando o modelo de McGhee & von-Hippel. As
constantes de ligacdo foram (—), (0,75+0,01) x 10° M (---),
(0,5440,05) x 10° M"' e (-.-.-), (0,47£0,01) x 10’ M"' com niimero de
sitios de ligacio de 6,11£0,06; 6,660,05 e 6,061£0,34,
respectivamente.




A tabela 1 apresenta as constantes de ligacdao e nimero de
sitios de ligacdo obtidos do grafico de Scatchard, pelo ajuste de
Scatchard, na presenca de tampao fosfato e diferentes concentracdes

de sacarose.

Tabela 1. Valores das constantes de ligagao e nimero de sitios de
ligacdo para as diferentes concentragdes de sacarose determinados a
partir do ajuste da equacgdo de Scatchard.

[sacarose] k n
% (10° M) (pb)

0 6,1840,22 9,09
20 4,85+0,15 10,00
30 4,67+0,38 10,00

A tabela 2 apresenta as constantes de ligacdo e nimero de

sitios de ligacdo obtidos do grafico de Scatchard, pelo ajuste de

McGhee & von-Hippel, na presenca de tampao fosfato e diferentes

concentragﬁes de sacarose.




Tabela 2. Valores das constantes de ligacao e nimero de sitios de
ligacdo para as diferentes concentragOes de sacarose determinados a
partir do ajuste da equacido de McGhee & von-Hippel.

[sacarose] k n
% (10° M™ (pb)

0 0,75%0,01 6,11+0,06
20 0,5410,05 6,6610,05
30 0,47+0,01 6,0610,34

A comparacao dos valores das constantes de ligagdo
determinadas pelo ajuste da equacdo de Scatchard aos dados

experimentais (tabela 1) com os valores determinados pela equagao de

McGhee & von-Hippel, mostram que estes ultimos sao ligeiramente

menores que o primeiro e que esta diferenca diminui com a

diminui¢ao do valor da constante de ligagao.

I11.1.4 Dependéncia da constante de ligacao com a atividade de

agua.

A partir de agora passaremos a apresentar a dependéncia
do logaritmo natural das constantes de ligacdao para a interacdo da
actinomicina com DNA obtidas pelo ajuste de Scatchard e McGhee &

von-Hippel em relagdo ao logaritmo natural da atividade de dgua.




A tabela 3 apresenta a osmolalidade e atividade de dgua

para as diferentes concentragdes de sacarose empregadas nas

titulacdes.

Tabela 3. Valores da Osmolalidade e logaritmo natural da
Atividade de 4gua.

[sacarose] Osmolalidade In (ay)
%0 (Osmol)

0 0,303 -0,0055
20 0,986 -0,0177
30 1,523 -0,0274

A figura 7 apresenta a dependéncia da constante de
ligacdo com a atividade de 4gua da solugao obtidas com o modelo de

Scacthard e McGhee & von-Hippel.
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Figura 7. Dependéncia da constante de ligagdo com a atividade de
agua da solugdo para as diferentes concentragGes de sacarose ( 0; 20 e
30%) em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. Os modelos de ajuste foram Scatchard (H) e
McGhee & von-Hippel (@).

As variagoes de hidratagdo para os dois modelos de ajuste

empregados neste trabalho para analisar a interacdo da actinomicina

com DNA, via titulacao direta, sdo apresentados na tabela 4 abaixo.
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Tabela 4. Valores da variagdo de hidratacao para os diferentes
modelos.

Modelo de Ajuste An,,

Scatchard 1143
McGhee & von-Hippel 2113

A tabela 4 mostra que a variacdo de hidratagdo obtida a
partir dos valores de In k determinados pela equagdo de Scatchard é
cerca de 50 % menor que os valores obtidos a partir das constantes de
equilibrio determinadas pela equagcdo de McGhee & von-Hippel. Na
média, cerca de 16 moléculas de d4gua acompanham a liga¢do da droga

ao DNA. Este resultado confirma dados preliminares de Ruggiero-

47 . v . = i A
Neto e Colombo™ que indicavam que a ligacdo de actinomicina D aos

sitios fracos do DNA ¢ desfavorecida a baixa atividade de dgua.

II1.2 Analise Espectrofotométrica da Interacao da Daunomicina

com DNA

A partir de agora apresentaremos os nossos dados da
interacao da daunomicina com DNA na presencga de tampao fosfato e

sacarose.




II1.2.1 Caracterizacao Espectral da Daunomicina em Tampao

Fosfato.

Com o objetivo de caracterizar os espectros da
daunomicina livre e ligada na presenca de tampdao fosfato,
adicionamos aliquotas de volume de daunomicina na auséncia € em
excesso de DNA, respectivamente. A figura 8 apresenta espectros de
absor¢do Optica na regido do visivel da daunomicina em tampao
fosfato, livre e ligada com DNA. Nota-se a existéncia de dois picos no
espectro 6ptico da daunomicina livre. Um maior na regido de 497 nm
e outro menor na regido de 480 nm. Quando a daunomicina liga ao
DNA, seu espectro de absor¢do sofre um efeito hipocrémico e
batocrdmico com um espectro de absor¢do maxima em 506 nm.”’

Nota-se também um ponto isosbéstico em 543 nm o que indica a

existéncia de duas espécies em equilibrio no espectro de absor¢do

6ptica da daunomicina.
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Figura 8. Espectros de absor¢do éptica da daunomicina em tampao
fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCle 1 mM EDTAapH7.5¢
25°C, na auséncia (—) e presenga (---) de DNA. As concentragdes de
daunomicina livie e DNA foram 8.74x10° M e 4.22x10* M,
respectivamente. A seta indica que o espectro de absor¢do Optica
diminui na presenga de DNA.

I11.2.2 Determinacao do Coeficiente de Extin¢ao Molar Livre em

Tampao Fosfato

E relatado na literatura que a daunomicina se auto-associa

em solucdes aquosas a uma concentra¢ao acima de 10 puM sendo o




espectro do dimero caracterizado pela presenca de apenas um pico de

absorcdo Optica na regido de 480 nm.” A figura 9 apresenta os

espectros de absorg¢@o Optica, na regidao do visivel, para diferentes
concentragdes de daunomicina livre em tampao fosfato. Nota-se na
figura a presenca de dois picos de absor¢ao dptica, um maior na regiao
de 497 nm e outro menor na regido de 480 nm sugerindo a auséncia de
dimeros e/ou agregados.

Todas as nossas medidas espectrofotométricas da
titulacdo de daunomicina a DNA em tampao fosfato, foram feitas
dentro dessa faixa de concentra¢do de forma a evitar a formacao de

dimeros e agregados de daunomicina
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Figura 9. Espectros de absor¢do 6ptica da daunomicina livre em em
tampao fostato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1| mM EDTA a
pH 7.5 e 25°C. As concentracOes inicial (—) e final (---) da
daunomicina foram 1.83x10° M e 8.74x10° M, respectivamente. A
seta indica que o espectro de absor¢@o Optica cresce com a adigdo de
daunomicina.

Para confirmar concentragio e outras condigdes
experimentais investigadas neste trabalho de que a daunomicina nao

forma dimeros, determinamos a curva de absorc¢ao dptica da droga em

funcdo de concentragcdo. A figura 10 mostra o grafico do valor da

absorbancia em funcdo da concentragdo de daunomicina. A linha




continua representa o melhor ajuste linear aos dados experimentais e
fornece um valor de 11.500 M™"'.cm™ para o coeficiente de extin¢do
molar da daunomicina livre, com um coeficiente de correlagio de 1.
Este resultado estd de acordo ao previsto pela lei de Beer-Lambert, o
que € uma forte indica¢do que neste intervalo de concentragdao a

daunomicina € monomérica.
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Figura 10. Dependéncia da absor¢do Optica em 480 nm com a
concentracdo da daunomicina livre em tampao fostato de sédio 10
mM com 150 mM NaCl e 1| mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As
concentragdes inicial e final da daunomicina foram 1.83x10° M e
8.74x10° M, respectivamente.

AVA
AVAVEY
VAY

2 3 4 5 6 i unesp 1012 13 14 15 16

17

18



I11.2.3 Determinacdo do Coeficiente de Extincao Molar Ligado

na presenca de Tampao Fosfato.

O coeficiente de extingao molar da daunomicina ligada ao
DNA foi determinado a partir de titulacio de daunomicina a uma
solu¢ao com excesso de DNA. A figura 11 apresenta os espectros de
absor¢do Optica da daunomicina monomérica ligada no DNA na

presenca de tampao fosfato. Nota-se apenas um pico de absor¢do

maxima em 508 nm, diferentemente dos espectros apresentados na fig.

9. Esta é uma caracteristica do espectro da daunomicina ligada ao

DNA.
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Figura 11. Espectros de absor¢ao dptica da daunomicina em tampao
fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCle 1 mM EDTAapH7.5e
25°C, ligada no DNA. As concentragdes totais inicial (—) e final (---)
da daunomicina foram 8.71x107 M e 8.67x10° M, respectivamente. A
concentracdo inicial do DNA foi 4.22x10 M.

A figura 12 mostra o grafico do valor da absor¢do Optica,
medida em 480 nm, com a concentracdo da daunomicina ligada ao
DNA em tampao fosfato. A linha continua representa o melhor ajuste
linear aos dados experimentais e fornece um valor de coeficiente de

extingdo molar igual a 6.150£10 M"'.cm™ em 480 nm, com coeficiente

de correlagao de 0.99. Chaires et al,® obteve um valor de coeficiente




de extin¢cdo molar, em 505 nm, para a daunomicina ligada com DNA
de 7000£250 M'cm™ usando um tampio fosfato de s6dio com 6 mM
Na,HPO,4, 2 mM NaH,PO,, 1| mM Na,EDTA e 185 mM NaCl a pH

7.0.
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Figura 12. Dependéncia da absor¢ao Optica em 480 nm com a
concentragao da daunomicina ligada em tampao fosfato de sédio 10
mM com 150 mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As
concentracdes totais de daunomicina no inicio e fim foram 8.71x10”
M e 8.67x10° M, respectivamente. A concentragio inicial do DNA foi
4.22x10™ M.




I11.2.4 Caracterizacao Espectral na Presenca de Sacarose

Com o objetivo de caracterizar os espectros da
daunomicina livre e ligado na presenca de sacarose, espectros de
absor¢ao de diferentes concentracoes de daunomicina foram
determinados na auséncia e em presengca de DNA. A figura 13
apresenta espectros de absor¢ao Optica na regido do visivel da
daunomicina livre e ligada com DNA na presenca de sacarose € a
mesma concentragdo de droga. As caracteristicas espectrais
apresentadas na figura 8, sdo as mesmas observadas nos espectros de

absor¢ao 6ptica determinadas na auséncia de sacarose.
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Figura 13. Espectros de absor¢do 6ptica da daunomicina na auséncia
(—) e presenca (---) de DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com
150 mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenca de 20 %
de sacarose. As concentragdes de daunomicina livre e DNA foram
9.09x10° M e 4.88x10™* M, respectivamente.

II1.2.5 Determinacdo do Coeficiente de Extin¢ao Molar Ligado

na Presenca de Sacarose.

O coeficiente de extin¢d@o molar da daunomicina ligada ao
DNA na presenca de sacarose, foi determinado a partir dos gréficos de

absorbancia em 480 nm em fun¢@o da concentragdo da droga. A figura




14 apresenta os espectros de absor¢ao optica da daunomicina ligada
no DNA na presenca de sacarose. Nota-se um pico de absorc¢ao
mdxima em 506 nm indicando que a daunomicina estd ligada no

DNA.
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Figura 14. Espectros de absor¢do Optica da daunomicina ligada no
DNA em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM

EDTA a pH 7.5 e 25°C com 20 % de sacarose. A concentragio total

inicial (—) da daunomicina foi 2.00x10° M e a concentracio total
final (----) foi 9.97x10° M.




A figura 15 apresenta a dependéncia da absorcdo ptica
com a concentra¢ao da daunomicina na presenca de DNA e sacarose.

A linha continua na figura representa o melhor ajuste linear aos dados

experimentais e fornece um valor de 6.335+6 M’'.cm’ para o

coeficiente de extingao molar da daunomicina ligada na presencga de
sacarose, com um coeficiente de correlacio de 1. Este valor €
ligeiramente maior que o obtido na auséncia de sacarose.

O fato de ter encontrado coeficientes de extingdo molar
diferentes na auséncia e presenga de sacarose, indica a necessidade de
se obter constantes de ligacado, através dos ajustes das isotermas, por
métodos que independem de coeficiente de extingdo como serd
mostrado mais adiante no método de fun¢@o densidade de ligagdo de

ligante e no método de decomposi¢ao de valor singular.




Absorcado Optica (480 nm)

3 6 9

[Daunomicina] x 10° (M)

Figura 15. Dependéncia da absor¢do optica em 480 nm com a
concentragao da daunomicina ligada em tampao fosfato de sédio 10
mM com 150 mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenga
de 20 % sacarose.

I11.2.6 Titulacao Espectrofotométrica direta em Tampao Fosfato

As constantes de ligacdo da daunomicina ao DNA foram
determinadas em dois tipos de titulagao.
A figura 16 apresenta os espectros de absor¢ao éptica da

daunomicina para uma titulagdo direta de aliquotas da droga a uma
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solu¢do de 40 uM de DNA em tampao fosfato. Medidas deste tipo

foram realizadas na auséncia e presenga de 10 % e 20 % de sacarose e

os dados analisados para a constru¢ao de graficos de Scatchard.

Absor¢ao Optica

Figura 16. Titulagdo espectrofotométrica direta de DNA com
daunomicina em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e
1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes totais inicial e final
de daunomicina foram 1.18x10° M e 2.34x10” M, respectivamente. A
concentragio do DNA foi 4.0 x 10 Mol/L.




II1.2.7 Obtencéo das Isotermas de Ligacao para Titulagcao Direta

A figura 17 apresenta os graficos das isotermas de
Scatchard para a ligagdo da daunomicina a uma concentracdo fixa de
DNA e na presenga de varias concentragdes de sacarose. Estas
isotermas foram calculadas usando 11.500 M'cm™” e 6.100 M'cm'™
como os coeficientes de extincao molar da daunomicina livre e ligada,
respectivamente. Estes dados, analisados pelo modelo de Scatchard
mostram que a constante de ligacdo diminui com o aumento da

concentragdo da sacarose em solugao.
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Figura 17. Gréfico de Scatchard para a ligacdo da daunomicina com
DNA em tampao fostato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes de sacarose foram M, 0%
sacarose; @, 10% sacarose e A, 20% sacarose. A concentracdo de
DNA foi 4.0 x 10 Mol/L. As linhas representam o melhor ajuste aos
dados experimentais usando o modelo de Scatchard. As constantes de
ligagdo foram (—), (20,2%1,10) x 10° M"; (---), (16,940,50) x 10° M’
e (-.-.-), (12,140,70) x 10° M"' com nimero de sitios de ligacdo de
3,57; 3,57 e 3,45, respectivamente.

A figura 18 apresenta os mesmos dados experimentais

mostrados na figura 17, sendo que o ajuste foi realizado utilizando o

modelo anticooperativo de McGhee & von-Hippel.
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Figura 18. Gréfico de Scatchard para a ligacdo da daunomicina com
DNA em tampao fostato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes de sacarose foram M, 0%
sacarose; @, 10% sacarose e A, 20% sacarose. A concentracdo de
DNA foi 4.0 x 10” Mol/L. As linhas representam o melhor ajuste aos
dados experimentais usando o modelo de McGhee & von-Hippel. As
constantes de ligacdo foram (—), (8,89%0,15) x 10° M, (---),
(6,4140,06) x 10° M e (-.-.-), (4,7240,09) x 10° M"' com niimero de
sitios de ligacdo de 2,94+0,01; 2,94+0,01 e 2,8510,02,
respectivamente.

A tabela 5 apresenta as constantes de ligacao e nimero de

sitios de ligacdo obtidos do grifico de Scatchard, pelo ajuste de
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Scatchard, na presenca de tampao fosfato e diferentes concentragoes

de sacarose.

Tabela 5. Valores das constantes de ligacao e niimero de sitios para as
diferentes concentracdes de sacarose determinados a partir do ajuste
da equacao de Scatchard.
[sacarose] k n

% (10° M) (pb)

0 20,2+1,10 L PR

10 16,910,50 557

20 12,1+0,70 3,45

A tabela 6 apresenta as constantes de ligag¢@o e nimero de

sitios de ligacao obtidos do grafico de Scatchard, pelo ajuste de

McGhee & von-Hippel, na presenca de tampao fosfato e diferentes

concentragdes de sacarose.

Tabela 6. Valores das constantes de ligacao e nimero de sitios para as
diferentes concentragOes de sacarose determinados a partir do ajuste
da equacdo de McGhee & von-Hippel.
[sacarose] k n

% (10° M) (pb)

0 8,8910,15 2,9410,01

10 6,4110,06 2,9410,01

20 4,72+0,09 2,8510,02




I11.2.8 Dependéncia da constante de ligacdo com a atividade de

agua para Titulagao Direta

A andlise do efeito de dgua na interacdo da daunomicina
com DNA foi feita considerando as constantes de ligacdo obtidas pelo
ajuste de Scatchard e McGhee & von-Hippel.

Os valores de osmolalidade e atividade de 4gua

determinados no fim de cada titulagio, sao mostrados na tabela 7.

Tabela 7. Valores da Osmolalidade e logaritmo natural da
Atividade de dgua.
[sacarose] Osmolalidade In (ay)
% (Osmol)

0 0,305 -0,0055
10 0,616 -0,0111
20 0,999 -0,0180

A figura 19 apresenta a dependéncia do logaritmo natural

da constante de ligagdo com o logaritmo natural da atividade de dgua

da solucao obtidas com o modelo de Scacthard e McGhee & von-

Hippel.




-0.020 -0.015 -0.010 -0.005
In (aw)

Figura 19. Dependéncia da constante de ligacdo com a atividade de
dgua da solugdo para as diferentes concentracdes de sacarose ( 0; 10 e
20%) em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. Os modelos de ajuste foram Scatchard (H) e
McGhee & von-Hippel (@).

Os valores de variag¢do de hidratagao associados a ligagao

de daunomicina a DNA para os dois modelos de ajuste, sdo

apresentados na tabela 8.
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Tabela 8. Valores da variacdio de hidratacdo para os diferentes
modelos.

Modelo de Ajuste Any,

Scatchard 4115
McGhee & von-Hippel 50+4

Nota-se que a diferenca entre as variagoes de hidratagdo

apresentadas na tabela acima, esta dentro da faixa de erro obtida.

I11.2.9 Titulacao Espectrofotométrica Reversa na presenca de

Tampao Fosfato

A figura 20 apresenta espectros de absor¢do Optica de

daunomicina em um experimento de titulacdo no qual aliquotas de

DNA foram adicionadas a solugdo de daunomicina em tampao fosfato.
Nota-se que a absorc¢ao 6ptica diminui a medida que se adiciona DNA
a solucdo. Entretanto, esta diminui¢cdo € mais acentuada para as
primeiras adi¢des e menos acentuada para as dltimas onde ha excesso

de DNA na solugao.
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Figura 20 . Titulagdo espectrofotométrica reversa da daunomicina com
DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. A concentragdo inicial da daunomicina foi
2.25x10° M. A seta indica que os espectros de absor¢io Optica
decrescem com a titulagcdo de DNA.

A figura 21 apresenta a dependéncia da absor¢do 6ptica

com a concentracdo de DNA. Nota-se que a absor¢ao dptica decresce

a medida que se adiciona DNA até atingir a saturacdo. A partir deste

ponto, nenhuma varia¢ao da absor¢do 6ptica é observada mesmo que
se adicione mais DNA, indicando que ou nao héa mais ligante livre ou

a sua concentra¢ao € muito pequena.




Absorcao Optica

4 8

[DNA] x 10° (M)

Figura 21. Dependéncia da absor¢ao Optica com a concentragdao de
DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e | mM

EDTA a pH 7.5 e 25°C.
II1.2.10 Obtencao das Isotermas de Ligacao para Titulacdo

Reversa na Presenca de Tampao Fosfato

Os dados da absorcao 6ptica da daunomicina em fungao
da concentracdo de DNA, apresentados na figura 21, foram utilizados

para calcular as isotermas com a equagao 8.
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Diversas titulagdes independentes de DNA a daunomicina
foram realizadas. Nestes experimentos, as concentragdes de
daunomicina na solu¢do eram distintas.

A figura 22 apresenta graficos de isotermas de Scatchard

para a ligacdo da daunomicina com DNA em tampdo fosfato em

diferentes concentragdes de daunomicina. Nota-se nitidamente, pelo

menos para os dois extremos de concentra¢do de daunomicina, que as
constantes de ligacdao sdao bem diferentes. Os valores das constantes de
ligacdo, determinadas pelo ajuste da equagdo de Scatchard a estes

pontos experimentais sao mostrados na legenda da figura.




Cree X 107

Figura 22. Grafico de Scatchard para a ligagdo da daunomicina com
ct-DNA em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e 1
mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes de danunomicina
foram M, 2 uM; @, 4 uM; A, 6uM e ¥, 8 UM. As linhas representam
o melhor ajuste aos dados experimentais usando o modelo de
Scatchard. As constantes de ligacdo foram (—), (32,2£1,40) x 10° M,
(), (29,7£1,90) x 10° M'; (...), (23,611,10) x 10° M e (-.-),
(17,440,70) x 10° M com nimero de sitios de ligagio de 4,00; 3,62;
3,57 e 3,57, respectivamente.

Os dados experimentais apresentados acima foram

também analisados com o modelo de exclusdo de sitios de McGhee &

von-Hippel. As linhas continuas, mostradas no grafico da figura 23,

rerpresentam o melhor ajuste da equac@o da equacdo de McGhee &
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von-Hippel a estes dados. Os valores das constantes de ligagao
obtidos, sao mostrados na legenda da figura.
Nota-se que estas constantes diminuem com 0 aumento

da concentra¢ao de daunomicina na solugao.
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Figura 23. Grifico de Scatchard para a ligacdo da daunomicina com
ct-DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1
mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes de danunomicina
foram W, 2 uM; @, 4 uM; A, 6uM e ¥, 8 UM. As linhas representam
o melhor ajuste aos dados experimentais usando o modelo de McGhee
& von-Hippel. As constantes de ligago foram (—), (9,55+0,23) x 10°
M'; (---), (10,8640,35) x 10° M"; (...), (9,3710.21) x 10° M e (-.-.),
(6,0240,15) x 10> M"' com niimero de sitios de ligagdo de 2,97+0,04;
2,93+0,03; 2,91%+0,02 e 2,87+0,03, respectivamente.




II1.2.11 Titulacao Espectrofotométrica Reversa na Presenca de

Sacarose

Com o objetivo também de obter a constante de ligacdo
no equilibrio na presenca de sacarose, foram realizados experimentos
independentes de titulacdo de aliquotas de DNA as solucdes de
daunomicina, nas concentracdes de 2, 4, 6, e 8 uUM. Os espectros de
absor¢do Optica da daunomicina nos experimentos de titulacio na
presenca de sacarose, apresentam O mesmo comportamento dos
espectros em tampao fosfato mostrados na figura 20.

Da mesma maneira que em tampao fosfato apresentado

na figura 21, na presenca de sacarose a absor¢do Optica também

decresce a medida que se adiciona aliquotas de DNA até atingir a

saturacao.
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II1.2.12 Obtencao das Isotermas de Ligacdo para Titulaciao

Reversa na Presenca de Sacarose.

Os dados da absor¢do 6ptica da daunomicina em fungao
da concentra¢do de DNA, foram utilizados para calcular as isotermas
de ligacdo na presenca de sacarose através da equagao 8.

A figura 24 apresenta graficos de isotermas de Scatchard
para a ligacdo da daunomicina com DNA na presenca de 10 % de

sacarose ajustadas com o modelo de Scatchard. As constantes de

ligagdo determinadas estio mostradas na legenda da figura.

Novamente se observa que esta constantes de ligacdo sdo dependentes

da concentra¢do de daunomicina na solugao.
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Figura 24. Gréfico de Scatchard para a ligacdo da daunomicina com
DNA ,na presenca de 10% sacarose, em tampao fostato de sédio 10
mM com 150 mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As
concentragdes de danunomicina foram W, 2 uM; @, 4 uM; A, 6uM e
V¥, 8 uM. As linhas representam o melhor ajuste aos dados
experimentais usando o modelo de Scatchard. As constantes de
ligacdo obtidas foram (—), (33,9+1,70) x 10° M™"; (---), (28,5+1,70) x
10° M™; (..), (17,5+0,90) x 10° M e (-.-.), (15,740,60) x 10° M com
nimero de sitios de ligacio de 4,00; 3,70; 3,57 e 3,84,
respectivamente.

A figura 25 apresenta as isotermas de ligacdo de

daunomicina na presenca de 10 % de sacarose ajustadas com o
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modelo de McGhee & von-Hippel. As constantes de ligacao estdao

mostradas na legenda da figura.
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Figura 25. Grafico de Scatchard para a ligagdo da daunomicina com
DNA ,na presenca de 10% sacarose, em tampao fostato de sédio 10
mM com 150 mM NaCl e 1| mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As
concentragdes de danunomicina foram W, 2 uM; @, 4 uM; A, 6uM e
V¥, 8 uM. As linhas representam o melhor ajuste aos dados
experimentais usando o modelo de McGhee & von-Hippel. As
constantes de ligacdo foram (—), (10,68+0,39) x 10° M (---),
(10,841048) x 10° M'; (., (6,771021) x 10° M' e (--),
(5,0340,12) x 10° M™' com nidmero de sitios de ligacdo de 3,12+0,04;
3,00£0,04; 2,911+0,02 e 2,97£0,03, respectivamente.

AVA
AVAVA

2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



A figura 26 apresenta as isotermas de ligacdo da

daunomicina na presenca de 20 % de sacarose ajustadas com o

modelo de Scatchard.

Figura 26. Grafico de Scatchard para a ligacdo da daunomicina com
DNA ,na presen¢a de 20% sacarose, em tampao fostato de sédio 10
mM com 150 mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As
concentragOes de danunomicina foram M, 2 uM; @, 4 uM; A, 6UM e
V¥, 8 uM. As linhas representam o melhor ajuste aos dados
experimentais usando o modelo de Scatchard. As constantes de
ligagdo obtidas foram (—), (24,6+1,00) x 10° M"; (---), (23,110,70) x
10° M™; (...), (17,640,80) x 10° M e (-.-.), (13,8+0,40) x 10° M"' com
nimero de sitios de ligacdo de 4,34; 3,84; 3,70 e 3,57,
respectivamente.
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A figura 27 apresenta as isotermas de ligacao da

daunomicina na presen¢a de 20 % de sacarose ajustadas com o

modelo de McGhee & von-Hippel.

HCe s X 02

Figura 27. Grafico de Scatchard para a ligagdo da daunomicina com
DNA ,na presenca de 20% sacarose, em tampao fostato de sédio 10
mM com 150 mM NaCl e 1| mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As
concentragdes de danunomicina foram l, 2 uM; @, 4 uM; A, 6uM e
V¥, 8 uM. As linhas representam o melhor ajuste aos dados
experimentais usando o modelo de McGhee & von-Hippel. As
constantes de ligacdo foram (—), (6,5910,19) x 10° M"; (---),
(7,3740,11) x 10° M} (...), (6,560.17) x 10° M e (-.-), (5,1410,08)
x 10° M"' com nimero de sitios de ligacao de 3,26%0,04; 2,97+0,02;
2,9610,02 e 2,8910,01, respectivamente.
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As tabela 9 e 10 apresentam, respectivamente, as
constantes de ligacao e nimero de sitios de ligacdo da daunomicina ao

DNA, determinados em diferentes concentracdes de daunomicina

utilizando o modelo de ligacdo de Scatchard, na presenca de tampao

fosfato e de diferentes concentragdes de sacarose.

Tabela 9. Valores das constantes de ligacdo para a interacdao da
Daunomicina com DNA obtidos com o modelo de Scatchard
[DM] Kx107M'  KxlopM'  Kx103M
uM 0% sacarose 10% sacarose ~ 20% sacarose
32,2+1,40 33,9+1,70 24,6£1,00
29,74:1,90 28,5%1,70 23,1+0,70
23,6%1,10 17,510,90 17,610,80
17,410,70 15,710,60 13,84+0,40

Tabela 10. Valores do nimero de sitios de ligacdo para a interacdo da
Daunomicina com DNA obtidos com o modelo de Scatchard
[DM] n(pb) n(pb) n(pb)
0% sacarose 10% sacarose 20% sacarose
4,00 4,00 4,34
3,62 3,70 3,84
357 3,57 3,70
397 3,84 3.57

As tabela 11 e 12 apresentam, respectivamente, as
constantes de ligagdo e nimero de sitios de ligagdo da daunomicina ao

DNA obtidos do grafico de Scatchard, pelo ajuste de McGhee & von-




Hippel, na presenca de tampao fosfato e de diferentes concentragdes

de sacarose.

Tabela 11. Valores das constantes de ligagdo para a interacdo da
Daunomicina com ct-DNA obtidos com o modelo de McGhee & von-
Hippel.

[Dauno] Kx10°M'  Kx10°M'  Kx10°M’
umM 0% sacarose 10% sacarose ~ 20% sacarose

9,551+0,23 10,681+0,39 6,5910,19
10,8610,35 10,84+0,48 7,3710,11
9,3710,21 6,7710,21 6,5610,17
6,0210,15 5,0310,12 5,14%0,08

Tabela 12. Valores do nimero de sitios de ligagdo para a interacdo da
Daunomicina com ct-DNA obtidos com o modelo de McGhee & von-
Hippel.

[Dauno] n(pb) n(pb) n(pb)
0% sacarose 10% sacarose 20% sacarose

2,9710,04 3,1240,04 3,2610,04
2,9310,03 3,0040,04 2,97+0,02
2,911+0,02 2,9110,02 2,9610,02
2,8710,03 2,9710,03 2,8910,01

II1.2.13 Dependéncia da constante de ligacao com a atividade de

agua

A partir de agora passaremos a apresentar a dependéncia

do logaritmo natural das constantes de ligagdo para a interacdo da




daunomicina com DNA obtidas pelo ajuste de Scatchard e McGhee &
von-Hippel em relacdo ao logaritmo natural da constante de ligacdo

obtida em dgua pura, mostrados na tabela 13 abaixo.

Tabela 13. Valores de In (ko) obtidos por extrapolagao do grafico da
dependéncia de In (k) com In (ay)

[Daunomicina] In (ko) In (ko)
uM Scatchard McGhee/von-Hippel

2 15,1685 14,0386
4 15,0388 14,1315
6 14,7278 13,8314
8 14,4653 13,3261

A figura 28 apresenta a dependéncia do logaritmo natural
da razdo da constante de ligacdo, obtida pelo ajuste de Scatchard, a

uma dada concentragdo de sacarose (k) em relacdo a uma constante de

ligacdo em agua pura (ky), com a atividade de 4gua da solugdo para as

diferentes concentra¢des de daunomicina.
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Figura 28. Dependéncia da constante de ligacdo (Scatchard) com a
atividade de 4gua da solugdo para as diferentes concentracdes de
sacarose (0, 10 e 20 %) em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150
mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C.

A figura 29 apresenta a dependéncia do logaritmo natural
da razdo da constante de ligacdo, obtida pelo ajuste de McGhee &
von-Hippel, a uma dada concentracdo de sacarose (k) em relacdo a

uma constante de ligacdo em dgua pura (ky), com a atividade de dgua

da solugdo para as diferentes concentragdes de daunomicina.
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Figura 29. Dependéncia da constante de ligacdo ( McGhee & von-
Hippel) com a atividade de dgua da solucdo para as diferentes
concentragdes de sacarose (0, 10 e 20 %) em tampao fostato de sédio
10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C.

As variagOes de hidratagao para os dois modelos de ajuste
empregados neste trabalho para analisar a interacdo da daunomicina
com DNA sdo apresentados na tabela 14. Nota-se que a variagdo de

hidratagao independe do modelo de ajuste pois a diferenca entre

ambas estd dentro do erro experimental.




Tabela 14. Valores da Variagdo de hidratag@o para as diferentes os
diferentes modelos.

Modelo de Ajuste
Scatchard
McGhee & von-Hippel

Aqui também nota-se que a variacdo de hidratagdo
independe do modelo de ajuste pois a diferenga entre ambas esta

dentro da faixa de erro obtido.

I11.3 Analise da Interacao da Daunomicina com DNA usando a

Densidade de Ligacao de Ligante

O fato de encontrar constantes de ligagao no equilibrio
que dependem da concentracdo da droga e variagdes de hidratacao
diferentes para titulacdo direta e reversa, nos levou a analisar os dados

de titulagdo reversa com o método da funcdo densidade de ligacao de

ligante, que fornece isotermas de liga¢ao, no equilibrio, independentes

de modelo.
Uma diferenca deste método com os outros empregados

neste trabalho, reside no fato de que aqui as isotermas, apresentadas




no formalismo de Scatchard, foram obtidas pela andlise de quatro
concentracgdes diferentes (2, 4, 6 e 8 uM) de daunomicina.

Para analisar a liga¢ao da daunomicina com DNA usando
o método de andlise da funcdo densidade de ligacdao de ligante,
procedemos a titulacdo de DNA a diversas concentragdes de
daunomicina em tampao fosfato e na presenca de 10 e 20 % de
sacarose. A absor¢ao da daunomicina em 480 nm foi empregada para
a obtencao das isotermas de ligacdo na presenca de tampdo e
diferentes concentrac¢des de sacarose conforme explicado em materiais
e métodos.

A partir de agora, passaremos a apresentar 0s NOSSOS
dados experimentais da ligacdo de daunomicina com DNA obtidos

pela técnica de titulacdo reversa.

II1.3.1 Analise usando a Func¢ao Densidade de Ligacao de

Ligante na Presenca de Tampao Fosfato.

A figura 30 mostra a variacdo percentual da absorc¢do
multiplicada pela razdo daunomicina/DNA em func¢do da concentrac¢ao

de DNA, em escala logaritmica, na presenca de tampao fosfato. Nota-




se que o sinal observado diminui com o aumento da concentra¢ao do
DNA em solucdo. A figura também mostra que para uma mesma
concentracdo de DNA, o sinal observado aumenta com o aumento da

concentracdo da daunomicina.

<
=z
Q
S—
©
(o)
o)
-
B,
<
=)
<C
—~—
<
|
o
<

pal L1l

1E-5 1E-4
[DNA] (M)

Figura 30. Dependéncia da absor¢ao da daunomicina com a
concentracao de DNA em tampdo fosfato de sédio 10 mM com 150
mM NaCl e 1| mM EDTA a pH 7.5 e 25°C. As concentragdes de
daunomicina foram (M, 2 uM; @, 4 uM; A, 6uMe V¥, 8 uM).
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II1.3.2 Analise usando a Funcdo Densidade de Ligacao de

Ligante na Presenca de Sacarose.

A figura 31 mostra a variagdo percentual da absorcao
multiplicada pela razdo daunomicina/DNA em fung¢do da concentragdo
de DNA, em escala logaritmica, para 10% de sacarose. Nota-se
também que a absor¢ao diminui com o aumento da concentragdao do
DNA em soluc¢do e que para uma mesma concentragdo de DNA, a
absor¢do aumenta com o aumento da concentra¢do da daunomicina. A

figura também mostra que houve uma diminui¢cdo da absorcdo,

independente da concentragdo da daunomicina, na presenca de 10%

quando comparado a absor¢ao na presenca de tampao fosfato.
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Figura 31. Dependéncia da absor¢ao da daunomicina com a
concentracdo de DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150
mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenca de 10% de
sacarose. As concentragdes de daunomicina foram (M, 2 uM; @, 4
UM; A, 6uM e V¥, 8 uM).

A figura 32 mostra a variacdo percentual da absorgido

multiplicada pela razdo daunomicina/DNA em fungdo da concentragio

de DNA, em escala logaritmica, para 20% de sacarose. Nota-se
também que a absor¢dao diminui com o aumento da concentra¢ao do
DNA em solu¢do e que para uma mesma concentracio de DNA a

variacdo percentual da absorcdo aumenta com o aumento da
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concentragdao da daunomicina. A figura também mostra que houve
uma diminuicdo da absor¢do, independente da concentragdo da
daunomicina, na presen¢a de 20% quando comparado a absor¢ao com

tampao fosfato e 10% de sacarose.
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Figura 32. Dependéncia da absor¢do da daunomicina com a
concentracdo de DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150
mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenga de 20% de
sacarose. As concentragcdes de daunomicina foram (M, 2 uM; @, 4
uUM; A, 6uMe V¥, 8 uM.
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I11.3.3 Obtencao do Grafico de Scatchard

A seguir apresentamos o grafico de Scatchard, obtido
pelo método independente de modelo, no qual as isotermas para as
diferentes concentracdes de sacarose serdao ajustadas pelo modelo de
Scatchard e McGhee & von-Hippel.

Antes, porém, mostramos a figura 33 na qual apresenta a

variacdo percentual da absorcao multiplicada pela razdo

daunomicina/DNA em func¢ao da concentra¢do da daunomicina. Nota-
se uma diminui¢do da absor¢do com a diminui¢do da concentragdo da

daunomicina.
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( Ao— Ai/ Ag) x ([droga] / [DNA] )

2.19 2.22 2.25
[Daunomicina] x 10° (M)

Figura 33. Dependéncia da absor¢do com a concentracdo da
daunomicina em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e
1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C.

A figura 34 apresenta a dependéncia das respectivas
concentracdes de daunomicina com as respectivas concentragdes de
DNA para as diferentes relacdo de absor¢ao na auséncia de DNA (Ay)
com a absorcdo na presenca de DNA (A;) corrigido pela razdo
droga/DNA.

O intercepto dos ajustes no eixo das ordenadas, fornece a

concentra¢dao de ligante livre (Lg) e a inclinagdo do ajuste fornece a




densidade de ligacdao média (v;) conforme mostrado em materiais e
métodos. Nota-se na figura, uma dependéncia linear da concentracao
de daunomicina com a concentragio de DNA para diferentes

concentracoes empregadas de DNA.

—_—
=

©
o
-—
>
)
=
2
=
o
c
>3
Y]
2l

4
[DNA] x 10° (M)

Figura 34. Dependéncia da concentracdo de daunomicina com a
concentracdo de DNA em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150
mM NaCl e ] mM EDTA a pH 7.5 e 25°C.

A figura 35 apresenta isotermas obtidas através do

método funcdo densidade de ligacdo de ligante para diferentes

concentracoes de sacarose ajustadas com o modelo de Scatchard.




Nota-se que a constante de ligacdo diminui com o

aumento da concentracdo de sacarose, 0 que concorda

qualitativamente com as nossas constantes de ligacdo obtidas pelo

ajuste de Scatchard das isotermas dependentes de modelo.
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Figura 35. Grafico de Scatchard para a ligagdo da daunomicina com
DNA em tampao fostato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM

EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenca de M, 0% sacarose; @, 10%
sacarose ¢ A, 20% sacarose.

A figura 36 apresenta isotermas obtidas através do

método funcdo densidade de ligacdo de ligante para diferentes
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concentragdes de sacarose ajustadas com o modelo de McGhee &
von-Hippel. Aqui também a constante de ligacdo diminui com o
aumento da concentracdo de sacarose, o que também concorda
qualitativamente com as nossas constantes de ligacdo obtidas pelo

ajuste de McGhee & von-Hippel das isotermas dependentes de

modelo.
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Figura 36. Gréfico de Scatchard para a ligacdo da daunomicina com
DNA em tampao fostato de sédio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM

EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenca de B, 0% sacarose; @, 10%
sacarose ¢ A, 20% sacarose.




A tabela 15 abaixo apresenta as constantes de ligacdo e
nimero de sitios de ligacdo obtidos do ajuste das isotermas, com 0
modelo de Scatchard, na presenga de tampao fosfato e diferentes

concentragodes de sacarose.

Tabela 15. Valores das constantes de ligagdo e nimero de sitios para
as diferentes concentracdes de sacarose obtidos com o modelo de
Scatchard.

[sacarose] k n
% (10°M™) (pb)

0 71,0+7,80 4,16+0,01
10 45,5%3,80 4,1610,01
20 42,1+2,20 5,00£0,00

A tabela 16 abaixo apresenta as constantes de ligacdo e

numero de sitios de ligacdo obtidos do ajuste das isotermas, com o

modelo de McGhee & von-Hippel, na presenca de tampao fosfato e

diferentes concentragdes de sacarose.

Tabela 16. Valores das constantes de ligacdao e nimero de sitios para
as diferentes concentragdes de sacarose obtidos com o modelo de
McGhee & von-Hippel.

[sacarose]
%

k
(10° M

n
(pb)

0
10
20

21,5::0,20
12,8+0,70
9,70%5,00

3.,2210.11
3,05+0,09
3,5240,09




I11.3.4 Obtencao do Coeficiente de Extin¢ao Ligado

A figura 37 mostra a dependéncia da relacdo de absorcao
na auséncia de DNA (A,) com a absor¢do na presen¢a de DNA (A))
corrigido pela razao droga/DNA com a saturacdo fracional da
daunomicina. A extrapolagcao da absor¢ao LB/LT igual a 1, fornece o
coeficiente de extincao molar ligado (€g) da daunomicina segundo a

equacao abaixo

gBom:d — (1 = a) 3 sFree

onde o € o valor do ajuste para Lyouna/Lrow igual a 1.
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(Aog-A/Ao) * ([droga] / [DNA] )

1 M 1 " 1

08 09 10 11

[droga] Ligada / [droga] Total

Figura 37. Dependéncia do sinal observado com a fracdo de
daunomicina ligada em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150 mM
NaCl e ] mM EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenca de M, 0% sacarose;
®, 10% sacarose e A, 20% sacarose.

Os coeficientes de extingao molar ligado obtidos pelos

ajustes dos dados apresentados no grafico da figura 37 sdo

apresentados na tabela 17 abaixo
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Tabela 17. Valores do coeficiente de extingdo molar ligado obtidos
pelo método da funcao densidade de ligacdo de ligante.

[Sacarose] o €p
(%) M 'em™)

0 0,4637 6.167
10 0,4557 6.259
20 0,4525 6.296

II1.3.5 Dependéncia da Constante de Ligacao com a Atividade de

Agua

A figura 38 apresenta a dependéncia da constante de
ligacdo com a atividade de 4gua da solucdo obtida com os modelos de
Scacthard e McGhee & von-Hippel, através do método da funcio
densidade de ligacdo de ligante. A figura mostra que a constante de
ligacdo diminui com a diminui¢do da atividade de dgua da solugdo. A
linha continua representa o melhor ajuste linear aos dados
experimentais e fornece os valores de variacao de hidratacao que sao

apresentados na tabela 18 abaixo.
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Figura 38. Dependéncia da constante de ligacdo com a atividade de
agua da solug¢do em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150 mM
NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C na presenca de 0, 10 e 20 %
sacarose. Os modelos de ajuste foram Scatchard (H) e McGhee &
von-Hippel (@).

Tabela 18. Valores da variacdo de hidratagdao para os diferentes
modelos.

Modelo de Ajuste Any,

Scatchard 40+20
McGhee & von-Hippel 61+16

A variacdo de hidratacdo encontrada aqui se assemelha

aquela obtida para a titulagdo direta da daunomicina onde se usa 0s
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coeficientes de extingdo molar para converter dados espectrais em

concentra¢ao de ligante livre e ligado.

II1.4 Analise da Interacao da Daunomicina com DNA usando a

Técnica de Decomposi¢ao de Valor Singular (SVD)

Com o objetivo de verificar se 0 modelo de ajuste de
Scatchard ou de McGhee & von-Hippel melhor ajusta os dados
experimentais da ligacdo da daunomicina com DNA, obtidos por
titulacdo direta e reversa, analisamos familias de espectros de
absorcdo no visivel do complexo daunomicina-DNA pela técnica de
SVD, que tem sido aplicada para obter, entre outras, o nimero de
componentes significativas num conjunto de espectros. A andlise de

SVD para a titulag@o reversa € andloga a titulacao direta.

II1.4.1 Decomposicio de Valor Singular para Titulacdo

Reversa

Foram analisadas vérias familias de espectros de absor¢ao

no visivel para a interacio do DNA com diferentes concentragdes de

daunomicina ( 2, 4, 6,e 8 UM) a diferentes concentracdes de sacarose (




0, 10 e 20 %). Abaixo, apresentamos a familia de espectros da
interagdo da daunomicina com DNA na presenca de 20% de sacarose.
A figura mostra um acentuado efeito hipocrémico e um deslocamento
para a direita do pico de absor¢ao na regido de 497 nm na formagao do

complexo. Nota-se também um ponto isosbéstico em 543 nm.
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Figura 39. Titulacdo espectrofotométrica reversa da daunomicina com
DNA em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C, na presenca de 20 % de sacarose. A
concentracio inicial da daunomicina foi 9.09x10° M. A seta indica
que os espectros de absorcdo Optica decrescem com a titulacdo de
DNA.




Os dados espectrais primdrios da familia de espectros
apresentados na figura 39 acima foram importados para o programa

MATLAB (The MathWorks, Inc., MA) e analisados com rotinas

adequadas que forneciam, concentragdes de ligante livre e ligado,

espécies espectrais significativas, espectros originais reconstruidos,
isotermas de ligacao, etc..

O primeiro passo na rotina foi normalizar os espectros de
absorcdo originais. A matriz contendo os espectros normalizados,
onde cada linha corresponde a um certo comprimento de onda e cada
coluna corresponde a uma certa concentracio de DNA, foi
deconvoluida em termos das matrizes U, S, V por deconvolugdo
singular.

O grafico do produto da absor¢do (Abs) com a matriz
transposta da matriz V (V’), mostrado na figura 40 abaixo, apresenta
0s espectros base que contribuem para o sinal de absor¢ao Optica
observado. O espectro mais intenso se assemelha ao espectro da
daunomicina livre, enquanto o de menor intensidade se assemelha ao

espectro de diferenca entre o espectro ligado e livre.




il
(8]

-—

o
th

Absorgéo Optica Normalizada * V'

400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 40. Dependéncia do Produto da Absor¢do Optica normalizada
com a matriz transposta de V em fun¢ao do comprimento de onda.

O nimero de componentes significativas € estimado pela

variancia que forneceu as varia¢des 98,93 e 1,07, indicando que duas

espécies de espectros sdao suficientes. O quanto cada espectro
mostrado na figura acima contribui para a absor¢do observada em

cada concentracao € dado pelas linhas de V.
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Figura 41. Dependéncia de V com a concentracdo de DNA em escala
logaritmica.

As variacdes do primeiro componente ( ) e do segundo
componente (O) mostradas na figura 41 acima, sdo as quantidades a
serem ajustadas com os modelos de Scatchard e McGhee & von-
Hippel.

Procedendo ao ajuste com o modelo de Scatchard, temos

que dado um valor inicial de n e K, o programa calcula a concentragao

de ligante livre ( [Lluive ) € ligante ligado ( [Lligado ), Segundo a

equacao abaixo e escolhe os valores de n e k tal que ajuste os graficos

de V1e V2.




(L] Ligado
[DNA]
[ L ] Livre

=k-(n—r) (30)

onde [L]Tota] = [L]Ligado + [L]Livr{:

A figura abaixo mostra os melhores ajustes ao primero

() e segundo componente (O).

55 5
log [DNA]

Figura 42. Dependéncia de V com a concentragio de DNA em escala
logaritmica. A linha continua representa o melhor ajuste aos dados
experimentais.




A obtencdo dos parametros n e k com o ajuste de
McGhee & von-Hippel, € andlogo ao ajuste com o modelo de
Scatchard.

A figura 43 apresenta os espectros reconstruidos a partir
dos espectros originais pela técnica de SVD. Nota-se que os
coeficientes de extingdo molar livre e ligado da daunomicina sao
11.500 e 7000 M'.cm’, respectivamente, e isto indica que o0s

espectros reconstruidos sao idénticos aos espectros originais.
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Figura 43. Espectros reconstruidos da daunomicina livre (—) e
complexada (---) com DNA usando a técnica de SVD.

A figura abaixo apresenta as isotermas para a ligacao da

daunomicina com DNA usando titulacdo reversa as quais foram




analisadas via SVD pelo ajuste de Scatchard e McGhee & von-Hippel.

Nota-se na figura que apesar das isotermas serem obtidas da mesma
familia de espectros apresentados na figura 39 acima, elas sdo
ligeiramente diferentes, especialmente na regido de baixa razao der. A
razao para isto estd nas diferencas do modelo utilizado para o ajuste.
Diferente dos métodos anteriores, a andlise baseada da deconvolucao
da matriz dos expectros de absorbancia nao faz uso dos gréficos de

Scatchard.
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[/Ceree X 10° (M)

Figura 44. Isotermas de Scatchard (O) e McGhee & von-Hippel (H)
obtidas pelo método de SVD. As linhas representam o melhor ajuste
aos dados experimentais.

As tabelas 19 e 20 apresentam, respectivamente, as

constantes de liga¢ao e o nimero de pares de bases ocupados por cada

molécula de daunomicina ligada, fornecidas pelo modelo de ajuste de

Scatchard usando a metodologia de SVD.
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Tabela 19. Valores das constantes de ligacdo para a interacdo da
daunomicina com DNA obtidos com o modelo de Scatchard.
[DM] Kx10° M’ Kx10° M’ Kx10°M'
0% sacarose 10% sacarose 20% sacarose
32,3 33,1 24,0
282 28,2 23,0
23,0 17,4 17,0
17,4 153 13,8

Tabela 20. Valores do nimero de sitios de liga¢@o para a interacdo da
daunomicina com DNA obtidos com o modelo de Scatchard.
[DM] n(pb) n(pb) n(pb)
0% sacarose 10% sacarose 20% sacarose
4,00 4,30 4,32
3,79 3,9 3,9
3.7 3.7 3,8
3,64 3,76 3,66

As tabelas 21 e 22 apresentam, respectivamente, as constantes
de ligagc@o e o niimero de pares de bases ocupados por cada molécula
de daunomicina ligada, fornecidas pelo modelo de ajuste de McGhee

& von-Hippel usando a metodologia de SVD.

Tabela 21. Valores das constantes de ligacdo para a interacdo da
daunomicina com DNA obtidos com o modelo de McGhee & von-
Hippel.
[DM] Kx 10° M’ Kx10° M’ Kx10° M’
0% sacarose 10% sacarose 20% sacarose
9.77 9,55 6,45
10,00 10,70 7,76
9,12 6,45 6,16
6,76 5,88 5.25




Tabela 22. Valores do nimero de sitios de liga¢do para a interagcao da
daunomicina com DNA obtidos com o modelo de McGhee & von-
Hippel.

[DM] n(pb) n(pb) n(pb)
uM 0% sacarose 10% sacarose ~ 20% sacarose

2 3,01 3,22 3.15
4 2,96 3,09 3,04
6 2,94 2,91 2,97
8 2,90 2,97 2,92

I11.4.2 Dependéncia da Constante de Ligacdo com a Atividade de

Agua para a Titulacao Reversa.

A figura 45 apresenta a dependéncia da razdo do
logaritmo natural da constante de ligacdo com a constante de ligacdo
em agua pura, obtida pela equacdo de scatchard usando a técnica de
SVD, com a atividade de dgua da solucdo. Nota-se que a constante de
ligacdo aumenta com o aumento da atividade de dgua da solugdo e,
como anteriormente, que o valor das constantes de ligacdo sdo
dependentes da concentracdo de daunomicina utilizada nos

experimentos.
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Figura 45. Dependéncia da constante de ligacdao (Scatchard) com a
atividade de agua da solugdo para as diferentes concentrages de
daunomicina e sacarose em tampao fosfato de sédio 10 mM com 150
mM NaCl e 1 mM EDTA a pH 7.5 e 25°C.

A figura 46 apresenta a dependéncia da razdo do
logaritmo natural da constante de ligacdo com a constante de ligacao
em 4gua pura, obtida pela equagcao de McGhee & von-Hippel usando a
técnica de SVD, com a atividade de dgua da solug@o. Nota-se que a

constante de liga¢do aumenta com o aumento da atividade de dgua da

solucao.
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Figura 46. Dependéncia da constante de ligacdo (McGhee & von-
Hippel) com a atividade de dgua da solucdo para as diferentes
concentragdes de daunomicina e sacarose em tampao fosfato de sédio
10 mM com 150 mM NaCl e ] mM EDTA a pH 7.5 e 25°C.

A tabela 23, apresenta os valores de variacdo de

hidratagdo para a interagao da daunomicina com DNA obtidos com

dois modelos de ajustes. Nota-se que a variagdo de hidratagdo € a

mesma para os dois modelos empregados uma vez que a pequena

diferenca entre elas estd dentro do erro experimental.




Tabela 23. Valores da variacdo de hidratacao obtidos por SVD

Modelo de ajuste Any,

Scatchard 2014
McGhee & von-Hippel 2616

Os valores de variacao de hidrata¢ao obtidos pelo método
de SVD e apresentados nesta tabela, concordam qualitativa e
quantitativamente com aqueles obtidos pelo método onde ndo se
emprega coeficiente de extingdo molar para converter dados espectrais

em concentra¢do de ligante livre e ligado.

I11.4.3 Decomposicao de Valor Singular para Titulacao

Direta
Nesta etapa, analisamos familias de espectros da
intera¢do da daunomicina com DNA com diferentes concentracdes ( 0,
10 e 20 % ) de sacarose com uma concentra¢ao fixa de DNA de 40
UM em par de base (pb).
A tabela 24 apresenta as constantes de ligacdao e o numero de

pares de bases ocupados por cada molécula de daunomicina ligada,

fornecidas pelo modelo de ajuste de Scatchard, usando a metodologia

de SVD.




Tabela 24. Valores das constantes de ligacdo e nimero de sitios de
ligacdo para as diferentes concentracOes de sacarose obtidos com o
modelo de Scatchard.

[sacarose] Kx10° (M“l) n
% (pb)

0 123 3.9
10 10,5 3.9
20 9,50 4.1

A tabela 25 apresenta as constantes de ligacdo e o nimero de
pares de bases ocupados por cada molécula de daunomicina ligada,
fornecidas pelo modelo de ajuste de McGhee & von-Hippel, usando a

metodologia de SVD.

Tabela 25. Valores das constantes de ligagdo e nimero de sitios de
ligacdo para as diferentes concentracdes de sacarose obtidos com o
modelo de McGhee & von-Hippel.
[sacarose] Kx10° (M']) n

%o (pb)

0 6,16 3,05

10 5,01 3,00

20 4,36 3,1

II1.4.4 Dependéncia da Constante de Ligacdao com a

Atvidade de Agua para a Titulacdo Direta.

A figura 47 apresenta a dependéncia da constante de

ligacdo com a atividade de dgua da solucdo obtida com as equagdes de




Scatchard ¢ McGHee & von-Hippel, através da método de

decomposi¢ao de valor singular.

-0.012 -0.008
In (aw)

Figura 47. Dependéncia da constante de ligacdo com a atividade de
dgua da solucdo para as diferentes concentracdes de sacarose (0; 10 e
20%) em tampao fosfato de s6dio 10 mM com 150 mM NaCl e 1 mM
EDTA a pH 7.5 e 25°C. Os modelos de ajuste foram Scatchard (H) e
McGhee & von-Hippel (@).

A tabela 26 apresenta os valores de varia¢do de hidratacdo para

a interacdo da daunomicina com DNA obtidos com dois modelos de

ajustes. Nota-se que a variacdo de hidratacao € a mesma para os dois




modelos empregados uma vez que a diferenca entre elas estd dentro do

erro experimental.

Tabela 26. Valores da variacao de hidratacdo obtidos por SVD
Modelo de ajuste An,,
Scatchard 20+4
McGhee & von-Hippel 2744

As tabelas 27 e 28 , resumem as varia¢des de hidratacao obtidas
pelo método de estresse osmético para a interagdo da daunomicina

com DNA via titulacdo direta e reversa, respectivamente, para

diferentes metodologias de conversio de dados espectrais em

concentra¢ao de ligante livre e ligado.

Tabela 27. Titulacdo Direta Daunomicina
Modelo de Analise Anadlise Anélise SVD
Ajuste Crothers Crothers
Errec=11500 € Frec=11292
€Bound=0100 88B(}una:l:5786
eMEree=11508

8MBt:mnclzﬁo35
Scatchard 3612

McGhee & von- 5016
Hippel




Tabela 28. Titulacdo Reversa Daunomicina
Modelo de Andlise Andlise Andlise Andlise
Ajuste Xodo SVD Lohman Crothers
Aj, Ae A¢ A;, A €rree=11500
€Bound=0100
Scatchard 20+4 20+4 40120 4118

McGhee & 2518 2616 6116 4719
von-Hippel

AVA
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IV. DISCUSSAO

As caracteristicas da intera¢ao de actinomicina D com

3224 Em trabalho recente em

DNA tem sido amplamente investigadas.
nosso grupo, foi demonstrado que a adi¢do de solutos neutros
(sacarose, glicerol, etilenoglicol, e betaina) a solu¢do, aumenta a
constante de ligacdo da actinomicina D ao DNA a baixas razdes de
concentracao droga/DNA, e diminui a constante de ligacao a altas
razOoes de concentracdo droga/DNA. Estes resultados, interpretados
em termos do efeito da atividade de 4gua no equilibrio desta reagao,
indicaram que a diminui¢do da atividade de 4gua, propiciada pela
adicao de osmolitos a solugdo, aumenta a constante de ligacdo aos
sitios fortes, e diminui a constante de ligagao aos sitios fracos.

Nestes estudos, o efeito da atividade de dgua na interagdo
da droga aos sitios fortes foi caracterizada quantitativamente,
demonstrando que a formacdo do complexo actD-DNA ¢

acompanhada pela liberacdo de moléculas de dgua de hidratacdo. A

andlise preliminar deste efeito nas caracteristicas de ligacdao de

actinomicina D aos sitios fracos do DNA sugeriram que,




diferentemente do que ocorre com sitios fortes, esta interagdo ocorre
com a liga¢ao de um nimero extra de moléculas de 4gua.

O efeito da adi¢ao de sacarose na ligacao de actinomicina
D ao DNA natural foi caracterizado neste trabalho, e a dependéncia da
constante de equilibrio com a atividade de dgua analisada. As
isotermas de ligacao deste composto ao DNA foram analisadas
utilizando tanto o modelo de ligacdo de Scatchard, quanto o modelo
de ligacdo de McGhee & von-Hippel. O modelo de Scatchard
descreve a ligacao do ligante a n sitios distintos e equivalentes. O
modelo de exclusdao de sitios de ligacdo de McGhee & von-Hippel
considera a possibilidade que a ligagao do ligante a um certo niimero n
de pares de bases exclui pares de base adjacentes para a ligacdo do
préximo ligante.

Os resultados da andlise das curvas de ligagdo com estes
modelos, mostrou que os valores das constantes de equilibrio

determinadas com McGhee & von-Hippel é cerca de uma ordem de

grandeza menor que as constantes de ligacdo determinadas pelo

modelo de Scatchard. Considerando estes ajustes, podemos concluir
que os dados experimentais, determinados na regiao de alta razao de

concentracdo actD/DNA na presenca e auséncia de sacarose, sao bem




descritos com modelos que consideram um tnico tipo de sitios de
ligacao.

A contribuicdo da hidratac¢do para o equilibrio de ligacdo
de actD/DNA foi determinado via a andlise da dependéncia do
logaritmo da constante de ligacdo com o logaritmo da atividade de
agua, modificada pela adi¢ao de sacarose ao tampao. Apesar das
constantes de ligacdo determinadas com o modelo de Scatchard serem
1 ordem de grandeza maior que aquelas determinadas pelo modelo de
McGhee & von-Hippel, a variacdo de hidratagdo obtida utilizando
constantes determinada por Scatchard € da mesma ordem de grandeza
que a determinada a partir das constantes de McGhee & von-Hippel, e
diferem em cerca de 50% entre si. O resultado destas andlises
mostraram que entre 10-20 moléculas de agua ligam-se a mais ao

complexo actD/DNA que as espécies livres.

. 7 . e
Que Chaires”’ determinaram recentemente a contribui¢ao

da hidratacao para a rea¢ao de actinomicina D com DNA, utilizando o
método de estresse osmoético. Estes autores determinaram que cerca de
32 H,0 se ligam a mais com a formac¢do do complexo actD-DNA.
Portanto, tanto os nossos resultados, quanto o destes autores, mostram

que o complexo formado é mais hidratado que a droga e sitio livres.




Este aumento de hidratagdo com a formagao do complexo actD-sitios
fracos € contrario ao que se observa na intercala¢io de actinomicina D
aos sitios fortes do DNA, que na presenca de sacarose libera cerca 50
moléculas de 4gua com a formagio do complexo.*’

O aumento de hidratacdo do complexo actD/sitios fracos
nao sao facilmente visualizados. Por exemplo, a estrutura

cristalografica do complexo de actD com o oligonucleotideo

d(GAAGCTTC),** mostra que o anel croméforo fenoxazona da

actinomicina D intercala-se entre os pares de base GpC no sulco maior
da dupla hélice de DNA e insere os anéis pentapeptidicos ciclicos no
sulco menor da dupla hélice do DNA. Esta condi¢ao sugere que
moléculas de dgua do sulco maior e menor do DNA sdo liberadas para
a solucdo na formagao do complexo. Mais provavelmente, a
intercalacdo da actinomicina aos sitios fracos provoca rearranjos
estruturais que exponham sitios de hidratagdo no complexo, em
quantidade que compense os sitios perdidos no estabelecimento das
interacdes diretas entre a droga e o seu sitio de DNA.

Os aspectos metodolégicos para a determinagdao do
equilibrio de ligacdo de daunomicina ao DNA foi mais extensamente

investigado neste trabalho. Isto foi motivado pela dificuldade em se




determinar as isotermas de ligacdo desta droga na regido de baixa
relacdo de concentragdes droga/DNA, que potencialmente contém
informagao de ligacao a sitios fortes. Nesta regido, pequenos erros na
determinacdo da concentracdo de droga ligada, devido a pequenos
erros nos valores do coeficiente de extingdo molar desta espécie,
produzem um grande espalhamento dos dados no grafico de
Scatchard. Como estdvamos interessados em investigar se, como
observado para actinomicina, a adicdo de solutos poderia discriminar
sitios de ligacdo da daunomicina fortes de sitios de ligagao fracos foi
preciso investir na anélise de qual seria a melhor maneira de se obter

os dados de ligacdo a partir de medidas espectrais. Por esta razdo, os

conjuntos de dados espectrais obtidos, na presenca e auséncia de

sacarose, foram analisados utilizando quatro diferentes metodologias
para a determinacao da fracdo de droga ligada.

Inicialmente, utilizamos o método de Muller & Crothers, onde
os coeficientes de extingao molar da droga livre e da droga ligada sao
utilizados para o célculo das fra¢des de droga livre e ligada a partir da
medida da absorbancia em um comprimento de onda fixo. Esta andlise
ndo produziu resultados confidveis e reprodutiveis na regiao de baixa

saturacdo, € as isotermas na regido de mais alta saturacdo foram




consistentes com a existéncia de um unico sitio de ligacao da
daunomicina ao DNA. Os graficos de Scatchard obtidos puderam ser
ajustados tanto pelo modelo de Scatchard quanto pelo modelo de
McGhee & von-Hippel. No entanto, se considerar-mos 0s erros nos
ajustes nos dois modelos, o modelo de McGhee & von-Hippel
descreve melhor os dados experimentais.

O segundo método utilizado para a determinagdo da

fracdo de droga ligada, designado neste trabalho como método de

Xodo et al,” fez uso das variacdes espectrais medidas quando uma

concentracdo fixa de daunomicina € titulada com DNA, até que a
concentra¢ao de DNA adicionada a amostra fosse suficientemente alta
para garantir que toda a droga estivesse ligada. Este método foi
utilizado para analisar dados de titulacio de DNA a solugdes de
daunomicina em diferentes concentracdes (2, 4, 6 e 8 uM). As
constantes de ligacdo determinadas, utilizando os dois modelos de
ligacdo, mostraram que o valor da constante de ligacdo da
daunomicina a0 DNA diminui com o aumento da concentracdo de
daunomicina na solu¢do. Normalmente, a constante de ligacdo de um
ligante 2 uma macromolécula dependente da concentrag@o de qualquer

uma das espécies se uma, ou ambas as espécies, sofram agregacao.




Medidas da absorbancia da daunomicina em fun¢do da
concentracao, e tentativas de medir qualquer possivel aumento do
espalhamento de luz da solucio de DNA com o aumento da
concentra¢ao, nao mostraram evidéncias claras que agregacao poderia
estar ocorrendo. S6 estes resultados ndo descartam, entretanto, a
possibilidade de formagao de pequenos agregados. Outra possibilidade
da constante de ligacdo da daunomicina ao DNA variar com a
concentracdo da droga pode ser devido ao polimorfismo do DNA
utilizado (timo de bezerro sonicado), mas esta hipétese ndo foi testada
por outros experimentos.

O terceiro método, conhecido como o método Bujalowski

& Lohmanz, diferentemente do método de Xodo et al, ndo utiliza a

absorcdo final para a obtencao das fracdes de ligante livre e ligado.
Este método utiliza o produto da variac¢do percentual da absor¢ao com
a razao droga/DNA em funcdo da concentracio de DNA. As
constantes de ligagdo de Scatchard e McGhee & von-Hippel obtidas
com o método de Bujalowski & Lohman sdo maiores que as
constantes de ligagcdo de Scatchard e McGhee & von-Hippel obtidas
com os dois métodos anteriores discutidos e esta diferenga pode ser

atribuida ao fato de que nesta metodologia, cada isoterma de ligagao




na auséncia e na presenga de sacarose ¢ obtida de quatro diferentes
curvas de titulagio (2, 4, 6 e 8 uM). Outra dificuldade desta
metodologia é que ndo é possivel determinar as constantes de ligacao
para as diferentes concentragdes de sacaroses na mesma faixa de
variacdo percentual da absorcdo. Isto acarreta em diferentes faixas de

saturacio fracional para as diferentes concentragcdes de sacarose no

grafico de Scatchard. Como conseqiiéncia, perde-se informacdo de

ligacdo na regido de baixa saturagdo droga/DNA, o que € uma
limitacdo séria deste método.

O quarto método de andlise empregado neste trabalho, foi
o método de deconvolu¢do da matriz singular (SVD). O método
consiste em analisar os dados de ligaga@o utilizando toda a informagao
espectral contida nos espectros medidos a cada razao de concentra¢ao
droga/DNA investigada. Tipicamente, os experimentos de titulacao
envolvem a medida de 10-20 espectros, na regido de 400-700 nm, de
razdes crescentes (ou decrescentes) droga/DNA. Estes espectros sao
organizados em uma matriz onde cada linha corresponde a um
comprimento de onda, e cada coluna corresponde a absorbancia numa
dada concentracdo do ligante titulado. Caso todos os espectros, da

espécie livre e das espécies ligadas forem conhecidos, pode-se




mostrar, utilizando as propriedades de matrizes e a Lei de Beer-
Lambert, que a matriz de absorbancia medida, ABS, € simplesmente
igual ao produto da matriz dos espectros das espécies puras, P, pela

transposta da matriz que contem a concentragdo de cada espécie em

cada ponto da titulacdo, F, i.é., ABS=P.F".

Quando nao se conhece bem os espectros destas espécies,
o método de escolha para a andlise € o de SVD, que consiste em fazer
a deconvolugdo da matriz ABS no produto de trés matrizes: U*S*V".
Para a presente andlise basta dizer que a matriz S é uma matriz
diagonal, com elementos decrescentes que se aproximam de zero. O
numero de elementos diferentes de zero, dentro do erro experimental,
informa o nimero de espécies espectrais que contribuem para a
variacao observada. Os resultados obtidos, tanto na presenca quanto
na auséncia de sacarose, e em diferentes concentracdes de
daunomicina, mostraram que os dados podem ser analisados
considerando sé dois espectros independentes: o espectro da droga
livre, e um espectro caracteristico da droga ligada. Este resultado
implica que a daunomicina ligada em qualquer parte do DNA tem o

mesmo espectro. Conseqiientemente, ou esta droga liga-se a uma




seqiiéncia especifica de pares de base do DNA, ou seu espectro €
pouco afetado pelas caracteristicas especificas do sitio de intercalagao.

Dados de ligagcdo da daunomicina a pequenos oligomeros
mostram que esta droga tem maior afinidade para seqiiéncias GCT,

mas também se liga a outras seqiiéncias com menor afinidade

(GCA>ACT>ATA>GCG>ATG),”' onde o sitio de intercalagdo esta

entre as duas primeiras bases. Portanto, medidas dos espectros de
absor¢do da daunomicina intercalada ao DNA de timo de bezerro,
como realizadas neste estudo, ndo permitem dizer se o espectro da
droga ligada é o mesmo, porque ela se liga preferencialmente a um
tipo de sitio, ou se seu espectro € pouco sensivel a seqiiéncia do sitio
de ligacdo. Embora esta informacao seria importante do ponto de vista
da caracterizagdo das bases fisicas que determinam as caracteristicas
espectrais da droga intercalada, do ponto de vista quantitativo basta-
nos a informacio de que os espectros experimentais sdo constituidos
por apenas duas espécies espectrais distintas: o da droga livre e o da
droga ligada.

Uma vez conhecido, da andlise de SVD, que sé duas
espécies contribuem para as variagdes espectrais observadas, podemos

utilizar as duas primeiras linhas da matriz V para determinar as




constantes de equilibrio de ligacdo, a partir do ajuste das equagdes de
Scatchard (ou da equacdo de McGhee & von-Hippel) aos dados
experimentais contidos nos graficos das duas linhas de V em func¢ado
da concentragdo do titulante (que pode ser o DNA ou a droga). Estes
tipo de ajuste dos modelos aos dados experimentais € independente,
portanto, de qualquer suposicao sobre os coeficientes de extingdo
molar de qualquer espécie, e considera todos os pontos dos espectros
de absor¢ao medidos. A proceder o ajuste, as equacgdes de Scatchard e
McGhee & von-Hippel foram utilizada para calcular a concentragdo
de droga livre e ligada para cada condi¢do experimental e valores
tentativos das constantes dos modelos. Uma vez conhecidas, estas
concentracdes sao utilizadas para o célculo dos espectros de absor¢ao
ajustados, que sao comparados com os espectros medidos.

Os resultados obtidos, utilizando ambos os modelos,
produziram bons ajustes aos dados experimentais, e retornaram
espectros base para a droga livre idénticos aos medidos
experimentalmente, e espectros da droga ligada muito similares ao

espectro que se considera ligado (na verdade nao temos um espectro

da daunomicina ligada que possa se considerar com um padrdo

absoluto).




Da anélise de SVD dos dados de ligacdo de daunomicina
ao DNA na auséncia e presenca de sacarose podemos concluir que, do
ponto de vista estatistico, os modelos de ligacdo de Scatchard e
McGhee & von-Hippel sdo indistingiiiveis: ambos ajustam os dados
espectrais com erros proximos ao ruido espectrofotométrico. Os
valores das constantes de ligagdo sdo, como observados de outros
métodos, ligeiramente maiores para o ajuste de Scatchard do que para
o ajuste de McGhee & von-Hippel. Isto é uma conseqiiéncia do
modelo utilizado.

O ajuste destes dois modelos fornecem, além da constante
de ligacdo, o nimero de pares de base aparentemente ocupados pela
droga ligada (Scatchard), ou o nimero de pares de bases excluidos
pela ligacdao da droga (McGhee & von-Hippel). Notavelmente, estes
parametros de ligagdo da daunomicina a0 DNA ndo sdo afetados pela

presenca de sacarose, como foi observado ocorrer na reagdo de

intercalagdo da actinomicina aos sitios fortes de DNA por Ruggiero-

Neto e Colombo.”” Em sua anélise do efeito de solutos neutros no
tamanho do sitio (forte) de ligacio de actinomicina ao DNA,
Ruggiero-Neto e Colombo propuseram que a ligagdo deste ligante ao

sitio forte do DNA € acompanhada pelo desparafuzamento da hélice




formada pelo sitio de ligacdo da droga e por pares de base adjacentes a
este sitio. Posteriormente, esta sugestao ganhou suporte extra com

estudos do efeito de osmoélitos e hidratagio nas propriedades

torcionais de plasmideos de DNA.*® A auséncia de efeitos da sacarose

no nimero de pares de base ocupados (ou excluidos) pela droga ligada
sugerem, portanto, que a ligacdo aos sitios fracos do DNA tem
conseqiiéncias apenas locais ao sitio de ligac¢do, e ndao se espalham
para outros pontos da hélice como ocorre com a ligacdo da
actinomicina aos sitios fortes do DNA.

O cdlculo da variacao de hidratac@o, associada a ligagao
de daunomicina ao DNA, utilizando constantes de equilibrio
determinadas pelos diferentes métodos de calculo da fracao de droga
ligada, mostrou dois conjuntos de valores. Um valor ~ 50 H,O, obtido
com as constantes determinadas utilizando coeficientes de extin¢do
molar, e o outro utilizando o método de Lohman. Outro valor, em
torno de 20-25, com as constantes calculadas da variagdo da
Absorbancia em 480 nm em funcdo da concentracdo de DNA, e com
as constantes determinadas pela andlise de SVD. Estes ultimos valores

sao consistentes com o valor determinado por Qu & Chaires.




Considerando a dificuldade de se determinar com
precisao o espectro padrdao da daunomicina ligada, e as limitagdes do
método de Lohman na determinacdo das isotermas de ligacdo na
regiao de baixa saturacdo da droga, e o fato de que as constantes
determinadas pela variacdo de Abs(480) versus a concentragao de
DNA e as constantes determinada via SVD ndo utilizam dados
externos ao dado experimental, consideramos que a variacdo de
hidratag¢do de cerca de 20-25 moléculas de dgua é a melhor avaliagdao

para a intercala¢do de daunomicina aos sitios fracos do DNA.

Estudos (:ristalogre’lﬁcos27 ttm mostrado um grande

nimero de moléculas de dgua dentro do complexo daunomicina-DNA.
Estas dguas incluem uma molécula de dgua fazendo ponte de
hidrogénio simultaneamente com o oxigénio na posicio 13 da
daunomicina e a citosina na por¢ao superior do sitio de intercalagao,
cerca de trés a quatro moléculas de dgua interagindo com um ion
s6dio e com a daunomicina e substituintes do DNA no sulco maior e
varias moléculas de dgua que formam uma pequena saliéncia de
hidratacdo no sulco menor nas vizinhancas do grupo amino sobre a

por¢ao daunosamino. Outras moléculas de agua, distribuidas na




estrutura do complexo devem também contribuir para a maior
hidrata¢do do complexo quando comparados com as espécies livres.

Frederick e colaboradores'® tem mapeado de 15 a 20
moléculas de 4gua na primeira camada de hidratacao de trés diferentes
estruturas cristalograficas de antraciclinas. Este nimero de moléculas
de dgua corresponde a variacdo de hidratacdo medida, por estresse
osmotico, para a formac¢do do complexo. Este resultado sugere que
outras moléculas de agua, que compensariam a desidratacdo das
superficies moleculares escondidas na formac¢ao do complexo, ndo sdo
vistas cristalograficamente.

O método de estresse osmético tem demonstrado que a
formagdo de complexos de outras droga e vdrias proteinas com DNA ¢é
acompanhada pelo aumento de hidratagdo do complexo. Sidorova &
Rau’’, por exemplo, observaram este fendmeno para a ligacao de um
andlogo da netropsina a DNA, e Qu & Chaires”’ para a ligacdo de

actinomicina e daunomicina ao DNA. Dados na literatura mostram

que gal repressor,'® Eco RI e Bam HIL* sio exemplos de algumas

proteinas que se ligam ao DNA, ou com absor¢do de 4gua ou com
uma variagdo de dagua nula. Este resultados indicam que nao s6 as

superficies de contato droga/DNA ou proteina/DNA sofrem mudangas




de hidratacdo, mas também outras partes do complexo para compensar

as moléculas de dgua perdidas nestas superficies interagentes.
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V. CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitem concluir que:

a) Constantes de ligacao fornecidas pelo ajuste do modelo de
Scatchard sempre foram maiores que as constantes de ligacdo
fornecidas com o modelo de McGhee & von-Hippel,
independentemente dos quatro diferentes métodos de obtencao de
fracao de ligante ligado;

O numero de sitios fracos ocupados (Scatchard) ou o nimero de
sitios fracos excluidos (McGhee & von-Hippel) pela droga ligada,

ndo sao sensiveis 4 variacdo da atividade de d4gua com sacarose;

Os dados experimentais sdo bem descritos com modelos que

consideram uma unica classe de sitios;
O modelo de ajuste de McGhee & von-Hippel melhor interpreta os
resultados da interacdo da actinomicina e daunomicina com sitios

fracos do DNA;




e) Todos os métodos de andlise usados neste estudo para averiguar a
interacdo da actinomicina e daunomicina a sitios fracos do DNA,
indicam que 4gua € absorvida na formacao do complexo.

O método de andlise que emprega coeficiente de extingdo molar
apresenta maior varia¢ao de hidratacao (~40) quando comparado
aos métodos de andlise que ndo empregam coeficientes de extingdo

molar (~20-25);

O método de andlise que obtém as isotermas a partir de quatro

curvas de titulac@o, apresenta uma variagao de hidratagao da ordem
de 60;

A intercalacdo da daunomicina aos sitios fracos do DNA ¢
acompanhada da absor¢do de 20-25 moléculas de agua, tornando o
complexo daunomicina/DNA mais hidratado que daunomicina e
DNA livres em solucdo.

A intercalacdo da actinomicina aos sitios fracos do DNA ¢

acompanhada da absor¢do de 16 moléculas de dgua.
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