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“The radium is more than a hundred thousand
times dearer than gold. But we must not forget
that when radium was discovered no one knew
that it would prove useful in hospitals. The work
was one of pure science. And this is a proof that
scientific work must not be considered from the
point of view of the direct usefulness of it. It must
be done for itself, for the beauty of science, and
then there is always the chance that a scientific
discovery may become like the radium a benefit
for humanity.

There is always a vast field left to experimentation
and | hope that we may have some beautiful
progress in the following years. It is my earnest
desire that some of you should carry on this
scientific work and keep for your ambition the
determination to make a permanent contribution
to science.”

(Discurso de Marie Curie em 14 de maio de 1921
na Vassar College sob o titulo “The Discovery of
Radium”)






RESUMO

Reacdes de clivagem endonucleolitica do DNA tém sido alvo de intensa
pesquisa para modelos de reatividade de drogas antitumorais. Nucleases
associadas a cofatores metalicos apresentam alta afinidade pela dupla
fita de DNA sendo capazes de interagir de modo especifico acelerando a
reacdo de hidrdlise da ligacdo fosfodiéster. O desenvolvimento de
drogas fotossensibilizadoras para terapia fotodindmica no tratamento de
cancer (TFD) tem recebido destaque na pesquisa de nucleases com
efeito antitumoral, devido sua agdo localizada e efeitos colaterais
reduzidos comparados aos tratamentos tradicionais. Neste sentido
metaloporfirinas biomiméticas as naturais tém sido propostas como
potenciais metalonucleases para uso em terapia fotodinamica devido sua
capacidade em gerar oxigénio singlete apds fotoativacdo. No presente
trabalho foi analisada a interagdo do DNA com Zn(ll)-porfirinas com
ligante derivado do 1,4,7-triazaciclononano (TACN) e ainda com
Zn(ll)-porfirinas catibnicas com compostos de coordenacdo de
platina(ll). Os ensaios de interagdo de DNA como as porfirinas foram
realizados por métodos espectroscopicos (ultravioleta visivel,
desnaturacdo térmica e dicroismo circular) e a avaliacdo da atividade
catalitica por visualizacdo dos produtos de clivagem (fragmentos) por
eletroforese em gel de agarose e/ou gel de poliacrilamida. De modo
geral todas as porfirinas estudadas interagiram com o DNA e
apresentaram atividade catalitica quando expostas a luz visivel
(fotoclivagem) através de mecanismos mistos sem dependéncia do
oxigénio molecular, fato este interessante para supressdo de tumores
hipoxicos. As Pt(Il)-porfirinas foram as mais ativas como nucleases e 0s
resultados sugerem que a interacdo com o DNA acontecga por intera¢do
externa e paralela ao eixo da dupla hélice através da formacdo de um
aduto porfirina-DNA estabilizado pelas interacdes eletrostaticas entre o
complexo e os grupos fosfatos de forma a induzir clivagens oxidativas
em nucleotideos da mesma fita. Devido a alta habilidade em gerar
oxigénio singlete e fotoclivar o DNA as TACN-porfirinas e Pt(ll)-
porfirinas podem ser consideradas potenciais candidatas a
fotossensibilizadoras para uso em terapia fotodindmica.

Palavras-chave: Metalonucleases artificiais. Porfirinas.
Fotossensibilizadores. Terapia fotodindmica no cancer.






ABSTRACT

Endonucleolitic DNA cleavage has been the focus of research for
reactivity antitumoral therapeutics’ models. Nucleases associated to
metal ions demonstrated high affinity to DNA in a specific way
improving the hydrolysis of DNA phosphodiester bond. The research of
nucleases with antitumor activity lead to the development of
photosensitizer drugs for Photodynamic Therapy (PDT). PDT is a less
invasive treatment with fewer side effects compared with traditional
systemic cancer treatments. In this way biomimetic metalloporphyrins
has been proposed as potential metalonucleases to act as photosensitizer
in PDT due the porphyrins ability in photogenerate singlet oxygen. In
this work the DNA interaction with Zn(Il)-porphyrin with 1,4,7-
triazacyclonanyl derivative substituent and cationic Zn(ll)-porphyrin
with platinum(ll) coordination compounds was availed. Interaction
studies were performed by spectroscopic methods (ultraviolet-visible,
DNA melting and circular dichroism). The catalytic activity was
verified by visualization of cleavage products via polyacrylamide and
agarose electrophoresis. These porphyrins showed interaction with DNA
and catalytic activity after exposure to visible light (photocleavage). The
photocleavage occurred via a mixed mechanism not dependent of
molecular oxygen. This mechanism is interesting for treatment of
hypoxic tumors. The Pt(Il)-porphyrins were more efficient as catalytic
demonstrating the ability to interact parallel and externally to DNA
through the formation of a porphyrin-DNA adduct stabilized by
electrostatic forces between the complex and phosphate groups. This
interaction induces oxidative cleavages to DNA backbone. Due the high
ability for singlet oxygen generation and DNA photocleavage the triaza
and platinum(Il) porphyrins are potential candidates as photosensitizer
to PDT.

Keywords: Artificial metalonucleases. Porphyrins. Photosensitizer.
Photodynamic therapy in cancer.
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1 CAPITULO I - INTRODUCAO
1.1 ESTRUTURA DO ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO — DNA

Os acidos nucleicos sdo biopolimeros formados a partir de
unidades compostas por uma base nitrogenada, uma pentose e um
fosfato. As bases sdo compostos aromaticos heterociclicos que contém
nitrogénio e sdo comumente divididas entre purinas (adenina e guanina)
e pirimidinas (citosina, timina e uracila). Os compostos formados por
uma base e uma pentose sdo denominados nucleosideos. Quando ha pelo
menos um fosfato ligado ao grupo hidroxila da pentose do nucleosideo a
unidade passa a se chamar nucleotideo, que é a unidade basica dos
acidos nucleicos. Na maioria dos seres vivos o fosfato esta posicionado
no C5' da pentose. Os acidos nucleicos sdo classificados em acido
desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA). A diferenca
entre eles é a pentose, sendo a 2-desoxirribose no DNA e a ribose no
RNA, e ainda uma diferenca na composicéo das bases: A, C e G sdo
bases presentes em ambos, porém a timina estd presente somente no
DNA e a uracila no RNA (KOOL, 2001; MARMUR; DOTY, 1962;
WATSON; CRICK, 1953).

A formacéo da fita de DNA ocorre quando um grupo 3' hidroxila
da pentose de um nucleosideo forma uma ligacéo fosfodiéster com o 5'
fosfato de um nucleotideo, deslocando um  pirofosfato.
Termodinamicamente, a forga motriz da reagdo é a clivagem da ligacéo
fraca entre os fosfatos acoplada a formagéo de uma ligagéo fosfodiéster
forte e a entropia da liberacdo do pirofosfato. Espontaneamente esta
reacdo é excessivamente lenta, mas a velocidade da reacdo pode ser
aumentada centenas de vezes por segundo quando na presenga da
enzima DNA polimerase. 1sso acontece porque a enzima diminui a
energia de ativacdo da reacdo em muitas quilocalorias por mol (KOOL,
2001). As ligacGes fosfodiéster conferem estabilidade ao DNA, sendo
gue a hidrolise espontanea dessas ligacdes tem meia vida de 30 milhdes
de anos (SILVERMAN, 2010).

Na década de 40 estabeleceu-se que 0 DNA é um repositério de
informacGes genéticas promovendo o armazenamento, processamento e
regulacdo dessa informacdo (LIPFERT et al.,, 2014; SILVERMAN,
2016). Na decada de 50, Watson e Crick, auxiliados por pesquisas de
Wilkins e Franklin, postularam a estrutura secundaria do DNA,
conhecida como o modelo de dupla hélice, revolucionando os
conhecimentos quimicos e bioldgicos referentes a esta biomolécula
(WATSON; CRICK, 1953). Desde l4, muito se avangou na
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compreensdo do DNA e sua importancia biol6gica, como por exemplo,
0 sequenciamento genémico que permitiu a constatacdo de similaridades
e discrepancias dos genes entre espécies (SILVERMAN, 2010). No
modelo de Watson e Crick (1953) o DNA consiste em uma dupla hélice
formada por duas fitas conectadas de forma antiparalela por ligacdes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas, de forma que adenina se ligue a
timina por duas ligacdes e citosina a guanina por trés ligacdes de
hidrogénio. Dizem-se antiparalelas, pois a extremidade 5° de uma fita se
liga a extremidade 3° da fita oposta, e vice e versa conforme
demonstrado na Figura 1. In vitro, o DNA pode se apresentar em
simples fita, sem sua fita complementar, ou dupla fita. J4 na natureza ha
0 interesse biolégico em manter a integridade genética e por isso a
ocorréncia da dupla fita é o mais comum, pois é considerada uma
estrutura mais rigida do que a fita tnica (KOOL, 2001).

Figura 1 — Modelo do B-DNA 3D proposto por Watson e Crick (1953)
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Em solucéo aquosa a estrutura do DNA dupla hélice é governada
pelo complexo equilibrio de forcas ndo covalentes: as forcas
estabilizadoras como as ligagdes de hidrogénio de Watson-Crick e 0
empilhamento das bases nitrogenadas, e ainda as forcas
desestabilizadoras como as interacfes eletrostaticas de repulsdo entre os
grupos fosfato intrafita ou entre fitas. Ha também o efeito estérico entre
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as bases pareadas. Todas essas interacBes tornam a dupla hélice
entalpicamente muito favorvel (ligacGes de hidrogénio e empilhamento
de bases) e entropicamente desfavoravel (restricdes entrépicas na
formagdo da dupla hélice) (GARCIA-RAMOS et al., 2013; KOOL,
2001). O empilhamento de bases e as ligacBes de hidrogénio sdo as
interacdes que estabilizam todas as hélices do DNA. Mesmo uma
simples fita, ndo pareada, pode formar uma hélice se as bases
nitrogenadas de seus nucleotideos estiverem eficientemente empilhadas
(KOOL, 1997). Dados experimentais demonstraram que cada
empilhamento de base ou ligacdo de hidrogénio contribui para a
estabilidade da estrutura de DNA em ~1 kcal/mol por par de base
(KOOL, 1997). As ligacbes de hidrogénio e empilhamento entre bases
também sdo ligacbes ndo covalente fracas, facilmente rompidas com
acdo do calor, porém ambas sdo complementares, pois uma estabiliza a
outra e se uma é prejudicada a outra também serd, como se pode
observar na adigdo de agente desnaturante ou na presenca de calor. O
empilhamento das bases facilita a formacdo das ligacGes de hidrogénio
entre o par, e a formacgéo dessas ligagcdes impede a tor¢do das bases e
facilita o empilhamento delas (MARMUR; DOTY, 1962).

As ligacOes de hidrogénio sdo interagbes entre um préton cido e
um Otimo doador de elétron e sdo fundamentais na estabilizacdo da
dupla hélice (KOOL, 1997). Estudos mostram que moléculas de DNA
com maior quantidade de CG tem uma maior temperatura de
desnaturagdo térmica (T, - melting) do que as moléculas com maior
composicdo de AT. Isso se deve ao fato de CG formar trés ligagBes de
hidrogénio entre o par e AT somente duas, sendo estas Ultimas mais
vulnerdveis a ruptura. As ligagdes de hidrogénio possuem baixa energia
e podem ser desfeitas e refeitas facilmente. Para impedir que elas sejam
refeitas e ocorra a renaturacdo do DNA agentes desnaturantes como
ureia ou formamida podem ser acrescentados a solucéo para que o DNA
permaneca desnaturado, mesmo em temperaturas que permitam sua
renaturacdo. Esta estratégia é utilizada para desnaturar DNA de
amostras que serdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(DOTY, 2003; MARMUR; DOTY, 1962).

As bases nitrogenadas s&o planares e estdo empilhadas de forma
que ocorra contato direto com sistema 7 (pi) elétron das bases vizinhas
(n-stacking). A geometria de justaposi¢do de duas moléculas aromaticas
proporciona um contato direto entre os sistemas m. A referéncia ao
"empilhamento de bases" surge devido ao fato das bases nitrogenadas
estarem em contato face-a-face (KOOL, 1997). InteragGes fracas como
as forcas de van der Waals, efeitos hidrofébicos e as interagdes
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eletrostaticas entre os dipolos estabilizam este empilhamento de bases
da dupla fita (KOOL, 2001). A distdncia entre os planos aromaticos no
empilhamento é de 3,4 Angstroms (A), esta disposicio das bases
aparece na maioria das estruturas de DNA (Fig. 1). De modo geral as
purinas se empilham mais fortemente do que as pirimidinas, devido a
maior area de superficie e maior polaridade (KOOL, 2001). O
empilhamento aromatico é fundamental na regulacdo génica, pois o
reconhecimento entre enzimas e 0 DNA ¢ regulado pelas interagdes m-
stacking entre os aminodcidos aromaticos e as bases nitrogenadas
(MATTA,; CASTILLO; BOYD, 2006).

A repulsdo eletrostatica das cargas negativas dos grupos fosfatos
entre as fitas da dupla hélice é uma das interacdes eletrostaticas mais
importantes na formacdo desta estrutura (KOOL, 1997). A estrutura
polianiénica do DNA atrai os ions positivos e repele os ions negativos,
promovendo uma acumulagdo de contra ions proximos & molécula, de
modo a reduzir a repulsdo eletrostatica neutralizando as cargas e
impedindo a separacdo das fitas (LIPFERT et al., 2014). Quando se
adiciona sal ao meio os ions positivos formam nuvens eletrénicas em
volta das cargas negativas do fosfato protegendo da repulsdo, pois as
cargas sdo neutralizadas, a estrutura é estabilizada e diminui a
solubilidade das bases aumentando as interagdes hidrofdbicas. Na
auséncia do sal o oposto ocorre demonstrando a importancia da forca
ibnica na estabilizacdo da dupla hélice (MARMUR; DOTY, 1962).

A conformacéo das pentoses juntamente com o empilhamento das
bases determina a geometria da hélice, o nimero de residuos por volta e
0 espaco entre os pares de bases (MATTA; CASTILLO; BOYD, 2006).
O DNA pode adotar uma série de conformagdes, porém a predominante
é a dupla hélice a direita, denominada B-DNA, mas dependendo da
hidratacdo dos sulcos e da forca idnica do meio outras estruturas de
DNA podem ser formadas como A-DNA e Z-DNA (DUCHEMIN et al.,
2017; GARCIA-RAMOS et al., 2013). A conformagio da pentose
determina o tipo de estrutura de DNA: quando C3' esta acima do eixo da
molécula as hidroxilas 5' e 3' ficam mais préximas entre si aproximando
os grupos fosfatos e reduzindo a distdncia entre nucleotideos
caracteristica do A-DNA, as bases ficam longe do eixo da dupla hélice
resultando em uma hélice mais aberta. Quando o C2' da pentose esta
acima do plano as bases ficam alinhadas préximas ao eixo da dupla
hélice, caracteristico do B-DNA com torcdo a direita (MATTA,
CASTILLO; BOYD, 2006).

No B-DNA a torcéo a direita forma sulcos, sendo o sulco maior
de 22 A e 0 menor de 12 A entre as fitas sucessivas. Apesar das bases
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nitrogenadas estarem dispostas na parte interna da dupla hélice de DNA
elas sdo reconhecidas e acessadas pelas enzimas através desses sulcos.
Dessa forma os sulcos sdo 6timos sitios de interagdo do DNA com
pequenas moléculas e grupos quirais do tipo bipiridinas (DUCHEMIN
etal., 2017).

1.1.1  Modos de interagdo

A estrutura do DNA oferece uma gama de potenciais sitios de
ligagdo para pequenas moléculas, proteinas e compostos de
coordenacdo. Essas moléculas podem interagir com 0 DNA de modo
irreversivel (por interacdes covalentes ou de coordenagdo) ou reversivel
(interacdes eletrostaticas, ligacdes aos sulcos e intercalacio) (GARCIA-
RAMOS et al., 2013; SHAHABADI; KASHANIAN; FATAHI, 2011).
As ligagOes covalentes sdo irreversiveis e resultam na troca de bases
nitrogenadas, com crosslinking inter e intra-fita e/ou alquilagdo das
bases. As ligacdes ndo covalentes sdo interacBes reversiveis onde a
molécula interage com o DNA por intercalacéo, interacfes eletrostaticas
e/ou afinidade por sulcos promovendo mudancgas conformacionais na
estrutura do DNA, rompimento das ligacdes fosfodiéster e inibicdo das
interacBes entre DNA-proteina (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014).
As interacbes ndo covalentes de DNA com pequenas moléculas
fornecem o mecanismo basico de acdo de muitos agentes terapéuticos
incluindo compostos antivirais, antimicrobianos e antitumorais
(HOFSTADLER; GRIFFEY, 2001). A estabilidade da interacdo do
DNA com outras moléculas nas ligacbes ndo covalentes depende do
modo de reconhecimento entre cada componente que pode ocorrer
através de forgas eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, van der Waals e
interacdes hidrofébicas (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014; PAGES et
al, 2015). As interagdes eletrostaticas entre cations e a estrutura negativa
do DNA podem ocorrer na superficie externa da hélice, normalmente
através dos sulcos do DNA pelo acesso facilitado as bases e
simultaneamente aos grupos fosfatos (GARCIA-RAMOS et al., 2013).
Os sulcos permitem a interagdo direta com as bases que ficam
localizadas na parte central do eixo da dupla hélice, principalmente o
sulco maior que é a preferéncia de acesso por varias proteinas ligantes
de DNA (SANGEETHA GOWDA et al,. 2014). A intercalagdo ocorre
guando ha a insercdo de sistemas planares policiclicos aromaticos entre
pares de bases do DNA (HERNANDEZ-GIL et al., 2013; KOOL,
1997). Essa interagdo ¢ estabilizada pelas nuvens © entre o complexo e
as bases e pode ocorrer em ambos os sulcos do DNA. A intercalagdo
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aumenta 0 espacamento entre as bases adjacentes, resultando na
distorcdo da hélice e interferindo na replicacéo e transcrigdo por impedir
a acdo das topoisomerases, principalmente nas células com alta taxa de
proliferacdo como as cancerigenas (GARCIA-RAMOS et al., 2013;
SANGEETHA GOWDA et al., 2014).

1.2 DESENVOLVIMENTO DE METALONUCLEASES

Sob condicdes fisiologicas as ligacbes fosfodiéster que formam a
fita de DNA sédo estaveis hidroliticamente apresentando meia vida de
10° anos. Enzimas que aceleram essa reagdo e promovem a ciséo do
DNA sdo denominadas nucleases (COWAN, 2001; JIN; COWAN,
2005; SILVERMAN, 2010). A clivagem do DNA ¢ essencial para os
processos de reparo da replicacdo e também na desinsercdo de DNA
viral e normalmente sdo promovidos por endonucleases, como as
topoisomerases e as enzimas de restrigdo. Dessa forma, terapéuticos em
que o alvo seja o0 DNA também precisam promover a clivagem para
induzir processos de morte celular, como a apoptose (SANGEETHA
GOWDA et al., 2014). O desenvolvimento de analogos de riboenzimas
e pequenas moléculas que sejam capazes de clivar as ligagdes
fosfodiéster no DNA de forma sitio-especifica tem sido uma area de
intenso  estudo devido ao grande potencial em aplicagdes
biotecnoldgicas e terapéuticas como no cancer e doencas virais
(ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014; COWAN, 2001; DUCHEMIN et
al., 2017; HERNANDEZ-GIL et al, 2013; PAGES et al, 2015;
SILVERMAN, 2010; SILVESTRI; BRODBELT, 2013; SREEDHARA,;
FREED; COWAN, 2000).

A hidrélise biomimética das ligagdes fosfodiéster do DNA
promovida por nucleases tem grande importancia bioldgica,
especialmente as reacdes intermediadas por ions metalicos
(DUCHEMIN et al., 2017; PAGES et al, 2015; SREEDHARA,; FREED;
COWAN, 2000). A interacdo dos ions metalicos é de suma importancia
para a quimica dos acidos nucleicos, visto que na maioria das vezes o
fon metlico é a interface entre 0 DNA e a enzima (LIPPERT, 1992).
Nucleases associadas a cofatores metélicos podem se unir extensamente
ao oligonucleotideo e acelerar a reacdo de hidrélise da ligacdo
fosfodiéster, como, por exemplo, as riboenzimas que podem utilizar ions
metalicos divalentes como cofatores para catalise (COPELAND et al.,
2002; SILVERMAN, 2010).

A compreensdo estrutural e do mecanismo catalitico de
metalonucleases naturais serve de modelo para o desenvolvimento de
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nucleases artificiais com a incorporacéo de ions metélicos para aumento
de sua capacidade catalitica (GYURCSIK; CZENE, 2011,
SANGEETHA GOWDA et al., 2014). A interacdo entre as cargas
negativas dos grupos fosfato reprimem a aproximacédo de nucleofilos de
pequenas moléculas, repressdo esta que é diminuida na presenca de
metais de transicdo devido a ligacdo de primeira esfera entre o metal e 0
éster do fosfato, permitindo que a nuclease metélica se una
extensamente ao DNA. A capacidade hidrolitica dessas pequenas
moléculas pode ser incrementada com a insercdo de grupos funcionais,
como quelatos ou compostos de coordenagdo (COPELAND et al., 2002;
SREEDHARA; FREED; COWAN, 2000). As propriedades
fotoquimicas e fotofisicas dos complexos metalicos os fazem Gtimas
matrizes para aplicagbes bioldgicas, visto que a neutralizacdo por
cofatores metélicos € um dos mecanismos mais utilizados pelas enzimas
naturais (COWAN, 2001; SANGEETHA GOWDA et al,. 2014,
WEIDMANN; KOMOR; BARTON, 2013). Os ions metalicos tém
diversas funcGes como promover a ligacdo e reconhecimento do
substrato, ativacdo eletrostatica, geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) para ataque nucleofilico, compensacdo de cargas e
estabilizacdo do estado de transicdo do fosfato pentacoordenado
(GYURCSIK; CZENE, 2011; LIPPERT, 1992). Normalmente a
hidrélise ¢é facilitada pela presenca de ions metélicos que atuam como
acidos de Lewis. O ataque nucleofilico ao grupo fosfato promove a
formagdo de um intermediério pentacoordenado que é estabilizado pelo
catalizador e ir4 promover a clivagem da ligagdo fosfodiéster resultando
na cisdo da fita (Fig. 2) (SANGEETHA GOWDA et al,. 2014).

Figura 2 - Hidrolise das ligagdes fosfodiéster do DNA.
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Fonte: SANGEETHA GOUDA et al., 2014.

Desde a descoberta da cisplatina como agente antimoral a
interacdo dos complexos metalicos com 0 DNA tem sido alvo de intensa
pesquisa para 0 desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
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(SANGEETHA GOWDA et al.,, 2014). Metalocomplexos com
capacidade de simular atividade de nuclease podem promover a reacao
em 14 ordens de magnitude e essa funcdo é acentuada quando sdo
associados a agentes bimetalicos, quando ha grupos funcionais
positivamente carregados e/ou quando os ligantes se conjugam ao DNA
através dos sulcos ou como intercaladores (HERNANDEZ-GIL et al.,
2013; LIPPERT, 1992; JIN; COWAN, 2006).

A reatividade eletroguimica e fotoquimica dos metalocomplexos
possibilita que eles interajam com DNA de diversas formas e promovam
a clivagem da dupla fita. Alguns complexos metalicos podem apresentar
atividade catalitica via mecanismo oxidativo 0 que aumenta sua
potencialidade como agentes antitumorais (SREEDHARA; FREED;
COWAN, 2000). A clivagem oxidativa ocorre pelo ataque a pentose e as
bases e é mediada por espécies reativas de oxigénio (EROs) que além de
promover a clivagem podem causar efeitos citotoxicos (SREEDHARA,;
FREED; COWAN, 2000). O mecanismo de clivagem oxidativa do DNA
baseia-se em processos de transferéncia de elétrons nas espécies
envolvidas e nos alvos. As EROs podem ser geradas através da reducdo
sequencial do oxigénio molecular originando anion superdxido (O,
peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH’), sendo este
Ultimo extremamente reativo provocando danos ao DNA pela adigdo de
pontes duplas as bases ou por subtrair &tomos de hidrogénio da pentose.
Ainda h4 o oxigénio singlete (*O,) responsavel pela clivagem oxidativa
de DNA através de transferéncia de energia (JIANG et al., 2007,
SANGEETHA GOWDA et al., 2014). A presenca de metais com
capacidade redox possibilita a formacao de radicais hidroxila através de
reacOes do tipo Fenton e Haber-Weiss que promove a clivagem do DNA
por um mecanismo dependente do metal. O ataque oxidativo das
espécies metalicas em alto estado de oxidacdo e/ou ataque das EROs a
pentose promovem a clivagem do DNA (BARTON; RAPHAEL, 1984;
FLEISHER et al., 1986; HERNANDEZ-GIL et al, 2013; LIPPERT,
1992; KOMOR; BARTON, 2013). Esse mecanismo € vantajoso para
drogas anticancer, pois a maioria dos agentes antitumorais sO interage
com o DNA na presenga de oxigénio e ions metalicos, além de
possuirem, em sua maioria uma por¢do glicosilada que aumenta a
eficiéncia da clivagem por favorecer o reconhecimento entre a droga e o
DNA (LIPPERT, 1992; SREEDHARA; FREED; COWAN, 2000).

Com o objetivo de aumentar o reconhecimento pelo DNA, as
metalonucleases podem estar associadas a ligantes sitio-especifico de
DNA, como ligantes de sulco maior ou menor. A multinuclearidade dos
complexos também podem aumentar a eficiéncia e seletividade devido a
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cooperatividade positiva e formagéo de espécies ativas. Metalonucleases
carregadas positivamente tém maior afinidade pelo DNA polianiénico e
maior eficiéncia de clivagem. A planaridade do complexo também
potencializa a clivagem seja pela possibilidade em intercalar com as
bases do DNA ou por aumentar a afinidade ao DNA por n-stacking e
ainda por possibilitar a fotoclivagem sob-radiacdo de fonte luminosa no
comprimento de onda especifico do ligante (JIANG et al., 2007).

1.2.1 Platina

Véarios metais de transicdo tém sido empregados na quimica
medicinal, dentre eles os complexos de platina que tém demonstrado
interacdo com a molécula de DNA de varios modos como intercalacéo e
ligagdo por sulco através de ligagdes ndo covalentes. Porém a primeira
droga anticancerigena com platina que teve eficacia comprovada para
uso clinico foi a cisplatina, que interage com o DNA de forma covalente
(PAGES et al., 2015).

A descoberta da  cis-Pt(NH3),Cl,  (cisplatina,  cis-
diaminodicloroplatina(ll) - cis-DDP) como antitumoral na década de 60
foi uma revolugdo no tratamento do cancer. As formas bioldgicas ativas
originadas pela troca dos ligantes por moléculas de &gua cis-
[Pt(NH5),CI(OH,)]* e cis-[Pt(NH3),(OH,),]** se ligam covalentemente
ao DNA formando crosslinks intrafita entre duas guaninas adjacentes na
posicdo N7, que é mais acessivel pelo sulco maior (Fig. 3) . Os adutos
formados pela combinacdo da platina e DNA séo reconhecidos pelas
proteinas celulares, inibem processos como a transcricdo e replicacdo e
induzem a apoptose. A cisplatina tem ampla distribui¢do sistémica, nao
seletiva ou direcionada, tendo suas formas ativas processadas em células
de répida proliferacdo, sejam elas sadias ou ndo, fato que causa danos as
células saudaveis podendo levar a graves quadros de neurotoxicidade e
nefrotoxicidade (LI et al., 2013; LIPPERT, 1992).
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Figura 3 - Mecanismo de interag&o cisplatina-DNA.
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Fonte: adaptado de GARCIA-RAMOS et al., 2013 e SANGEETHA GOUDA et
al., 2014.

Apo6s a cisplatina, diversos compostos de coordenacdo com
platina foram propostos e testados para uso em quimioterapia. Estes
compostos demonstravam muito mais atividade do que 0s compostos
organicos. Os compostos de coordenacdo com platina apresentam
neutralidade, formam quadrado plano quando com Pt(ll) e octaedro
(Pt(1V)), dentre outras propriedades (LIPPERT, 1992).

1.2.2 Zinco

O ion zinco(ll) é o sitio ativo metalico de muitas enzimas e a
compreensdo da sua funcdo catalitica é de grande interesse para
aplicagdo em modelos farmacol6gicos. A maioria das enzimas com
zinco sdo hidroliticas e diversos analogos dessas enzimas tém sido
estudados (KATSOULAKOU et al., 2002). O zinco é essencial para o
crescimento, desenvolvimento e diferenciacéo de todos os tipos de vida.
E o segundo metal trago mais abundante no corpo humano e esta
presente em mais de 300 metaloenzimas de diferentes espécies como
cofator de diversas fungGes bioldgicas. Por conter o orbital d completo
(d®) o zn(ll) ndo participa de reacdes redox mas atua como um
catalizador eletrofilico em varias enzimas como acido de Lewis (aceptor
de um par de elétrons). Por essa razdo o Zn(ll) é um ion estavel em
meios bioldgicos 0 que o torna um excelente cofator para reagdes que
requerem um ion estavel para atuar como catalizador acido-base de
Lewis. As metaloenzimas com Zn(ll) podem assumir diversas
geometrias de coordenacdo (McCALL; HUANG; FIERKE, 2000).
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O Zn(l) catalitico localiza-se no sitio ativo da enzima e interage
diretamente com o substrato. Normalmente estd coordenado a trés
residuos de aminoacidos (na ordem de preferéncia: histidina, glutamato,
aspartato e cisteina) e uma molécula de solvente para completar a esfera
de coordenacdo tetraédrica. Também pode ocorrer a coordenacdo de
primeira esfera quando ocorre ligagdo com quatro aminoacidos
(McCALL; HUANG; FIERKE, 2000).

No desenvolvimento de biomiméticos compostos de coordenacgéo
de Zn(ll) tém demonstrado capacidade de promover a hidrélise do DNA
e Zn(ll)porfirinas demonstraram habilidade em produzir oxigénio
singlete sob irradiacdo de luz promovendo a oxidacdo do DNA
(LIPPERT, 1992).

1.3 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD) E AS
METALOPORFIRINAS

Nos Ultimos anos a pesquisa para desenvolvimento de
metalocomplexos com acdo anticAncer foi intensificada devido aos
excelentes resultados apresentados na clinica (JIANG et al., 2007;
KOMOR; BARTON, 2013; LIPPERT, 1992; PAGES et al, 2015). O
DNA é o alvo das metalodrogas anticancer e por isso a interagao entre o
DNA e estes complexos tem sido amplamente estudada. Alguns
metalocomplexos atuam como nucleases quimicas oxidativas na
presencga de agentes redutores produzindo EROs através da redugdo do
centro metalico. A fotoativacdo destes complexos podem causar danos
ao DNA devido a geracdo de oxigénio singlete e por isso fazem parte de
uma grande area de interesse de desenvolvimento de drogas capazes de
fotoclivar o DNA para uso em terapia fotodinamica (TFD) (GARCIA-
GIMENEZ et al., 2013).

Terapias menos agressivas e mais seletivas como a TFD
apresentam vantagens em relacdo a diminuicdo da toxicidade e efeitos
colaterais. A TFD é uma alternativa aos tratamentos conservadores e
tem sido amplamente utilizada nos tratamentos de lesGes dermatoldgicas
e tumores acessiveis por endoscopia (LI et al., 2013; ETHIRAJAN et al,
2011). A terapia fotodindmica é um tratamento minimamente invasivo
gue tem como objetivo induzir a morte celular através da fotoirradiacdo
local em é&rea pré-tratada com uma droga fotossensibilizadora (FS)
(GARCI'A-GIMENEZ et al., 2013; STERNBERG; DOLPHIN;
BRUCKNER, 1998). O estresse oxidativo promovido pelo
fotossensibilizador desencadeia a morte da célula cancerigena devido
aos danos irreversiveis promovidos pela geracdo de EROs,
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principalmente o oxigénio singlete (BRIZA et al., 2012). Apds o ganho
de energia por irradiacdo do FS ele retorna ao seu estado fundamental
transferindo energia para o oxigénio molecular triplete para produzir
oxigénio singlete, altamente reativo e citotdxico (ETHIRAJAN et al.,
2011). O oxigénio singlete causa danos oxidativos a diversas
biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos e membranas lipidicas
(GARCIA-GIMENEZ et al., 2013). O FS ¢ ativado somente na presenca
da luz em um comprimento de onda especifico e ndo deve ser ativo no
escuro, fato que reduz os efeitos colaterais (JOYCE et al., 2010). Um
FS ideal deve ter a habilidade de gerar oxigénio singlete, ter espectros
de absorcdo nas bandas satélites (Q-band), alta solubilidade em
solventes injetaveis, auséncia de toxicidade no escuro e 0 minimo de
efeitos adversos (ETHIRAJAN et al, 2011).

Os primeiros agentes fotossensibilizadores aprovados para uso
eram compostos organicos capazes de gerar oxigénio triplete (°0,) para
producéo de oxigénio singlete (*O,) altamente reativo com o objetivo de
promover a morte celular e a ativacdo do sistema imune (através da
fotoativacdo entre 600-850 nm). Com o passar dos anos indmeros
complexos inorganicos foram investigados para uso em TFD, dentre
eles as metaloporfirinas que sdo capazes de gerar oxigénio singlete
citotoxico apds excitagdo com luz visivel (LI et al., 2013; LIPPERT,
1992; JOYCE et al., 2010).

Grandes sistemas aromaticos tém demonstrado alta afinidade ao
DNA e capacidade antitumoral e catalitica por fotoclivagem (KOOL,
1997; SANGEETHA GOWDA et al.,. 2014). Ha diversos complexos
com sistemas aromaticos capazes de fotoclivar o DNA, dentre eles as
metaloporfirinas (LIPPERT, 1992). As porfirinas tém sido introduzidas
no desenvolvimento de metalonucleases e demonstraram aumentar a
eficiéncia e seletividade da clivagem (JIANG et al., 2007). As
porfirinas possuem capacidade de absorcdo de luz visivel, um extenso
sistema 7 (22 elétrons ) e alta estabilidade. Sua estrutura de macrociclo
tetrapirrolico apresenta intensa absorcdo na regido de 400 nm (banda
Soret) e bandas satélites entre 600-800 nm (Q-band). A insercdo de
substituintes periféricos e/ou ion metdlico no macrociclo podem
interferir no espectro de absor¢cdo (CHANDRA et al., 2000). O tamanho
da molécula, sua planaridade, as propriedades eletronicas e a capacidade
em coordenar com diferentes ions metalicos fazem das porfirinas base
ideal para a sintese de sistemas moleculares miméticos de enzimas
(CHANDRA et al., 2000; ETHIRAJAN et al, 2011).

As metaloporfirinas tém importante funcdo em sistemas
cataliticos e podem ser utilizadas em véarios campos da ciéncia, desde o
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desenvolvimento de novos catalizadores quanto na medicina para atuar
como FS para tratamento de tumores (BARRAGAN et al., 2004;
PRATVIEL, 2016). As porfirinas sdo alvo de investigacdo para TFD
devido a planaridade de sua estrutura, suas propriedades fotofisicas e
extraordinaria afinidade e seletividade por membranas de células
tumorais (SWAVEY; TRAN, 2013; JANA et al., 2016). Na TFD a
porfirina fotossensibilizadora é excitada em um comprimento de onda
ideal e EROs, como oxigénio singlete e superoxidos, sdo gerados por
reacOes do tipo Il e I , respectivamente, levando a célula a apoptose
(XU et al., 2015). Apb6s a absorcdo de luz o FS no seu estado
fundamental singlete é transformado para um estado eletronicamente
excitado, o triplete, que pode participar de processos de transferéncia de
elétrons com um substrato biolégico promovendo a geracdo de espécies
radicalares (Tipo I). Estas espécies ao interagir com oxigénio molecular
dao origem as EROs, como o superoxido. J& no mecanismo Tipo Il hd a
conversdo do oxigénio no estado triplete para o estado singlete de vida
curta (1-3 us), mas altamente reativo. No estado fundamental o oxigénio
possui o0s dois ultimos orbitais preenchidos com um elétron cada,
constituindo dois orbitais ® degenerados, ou seja, com elétrons
desemparelhados e com spins paralelos formando um bi-radical, por isso
0 oxigénio neste estado € denominado triplete. No estado triplete estes
orbitais apresentam a mesma energia e oxigénio apresenta momento
spin magnético permanente que é caracteristico de moléculas
paramagnéticas. Ja quando o oxigénio triplete ganha energia ocorre a
inversdo do spin de um dos elétrons, gerando um espécie excitada e
altamente reativa, 0 oxigénio singlete (ETHIRAJAN et al., 2011,
RIBEIRO et al., 2007; SANGEETHA GOWDA et al,. 2014).

A literatura relata resultados importantes de drogas baseadas em
porfirinas utilizadas como fotossensibilizadores para TFD em cancer,
como o Photofrin® e algumas drogas de segunda geracdo que ja sdo
utilizados na clinica de TFD em complemento a tratamentos tradicionais
(ETHIRAJAN et al, 2011; STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER,
1998). Dentre as metaloporfirinas, as catidnicas sdo de grande interesse
para TFD, pois favorecem a intercalacio com o DNA devido as
interacdes eletrostaticas com os grupos fosfatos dos sulcos e as
interagdes de m-stacking com as bases nitrogenadas. Essas porfirinas
também interagem com as cargas negativas das membranas plasmaticas,
mitocondrial, lisossémica e do reticulo endoplasmatico facilitando sua
permeacdo e acumulacdo para posterior geracdo de EROs por
fotoestimulagio (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014; BARRAGAN et
al., 2004; GIREK; SLIWA, 2015; MCCORMICK et al, 2014; JANA et
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al., 2016; PAGES et al, 2015). A porfirina catibnica meso-tetrakis(4-N-
metilpiridina)porfirina (H,-TMPyP4) é um grande exemplo de porfirina
com alta afinidade pelo DNA e geradora de oxigénio singlete que tem
seu uso clinico como FS em TFD (Fig. 4) (GIREK; SLIWA, 2015;
PRATVIEL, 2016).

Figura 4 - Estrutura da meso-tetrakis(4-N-metilpiridina)porfirina H,-TMPyP4.

Fonte: PRATVIEL, 2016.
1.4 JUSTIFICATIVA

A compreensdo da interacdo de metalocomplexos com DNA se
faz necessaria para o desenvolvimento de novas nucleases.
Metalocomplexos de Zn(l1) mimetizam o sitio ativo de diversas enzimas
e podem ter sua interacdo ao DNA e acdo catalitica intensificada quando
associados a ligantes como os derivados da amina ciclica 1,4,7-
triazaciclononano (TACN), ou, a compostos de coordena¢do com metais
de transicdo, como a Pt(Il). As propriedades dos ions metalicos
associadas a planaridade, estabilidade e absorcdo de luz das porfirinas
podem gerar metaloporfirinas com amplo uso nas ciéncias. Neste
trabalho, foi avaliada a interacdo do DNA com metaloporfirinas de
Zinco(ll) com substituintes derivados do 1,4,7-triazaciclononano e
metaloporfirinas catidnicas de Zinco(ll) com compostos de coordenagdo
de Platina(ll) a fim de investigar sua capacidade catalitica em fotoclivar
0 DNA. Também foram estudadas as interacdes sitio-especificas da
formacdo do complexo porfirina-DNA através de técnicas
espectroscopicas e de eletroforese.
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2 CAPITULO Il - INTERACAO E FOTOCLIVAGEM DE DNA
COM A PORFIRINA MESO-MONO-[4-(1,4,7-
TRIAZACICLONONANIL)]-TRI(FENIL)] E SEU
RESPECTIVO COMPLEXO DE ZINCO(I1)

2.1 CONTEXTUALIZAGAO

O desenvolvimento de metalocomplexos de baixa massa
molecular capazes de mimetizar as funcfes de nucleases e fosfatases
naturais € uma éarea de ampla pesquisa, visto sua vasta aplicacdo
biotecnolégica e médica (HERNANDEZ-GIL et al, 2013; JIN;
COWAN, 2005; TJIOE et al, 2012; WAN et al, 2006). Diversos
estudos tém associado a amina ciclica 1,4,7-triazaciclononano (TACN)
para sintese de complexos metalicos (TJIOE et al, 2012). Desde sua
sintese em 1972 a TACN tem demonstrado sua importancia na
estabilizacdo de estruturas inorgénicas como complexos de metais de
transicdo (PERALTA et al, 2005). Este ligante é amplamente utilizado
como mimético de enzimas devido sua capacidade de hidrolisar as
ligacdes fosfodiéster do DNA (CHITRAPRIYA et al., 2014; WAN et
al., 2006; QIAN et al, 2010). Da mesma forma, as porfirinas e seus
derivados tem recebido especial atengdo para o desenvolvimento de
drogas e para uso como fotossensibilizadores para tratamento
antitumoral por terapia fotodindmica (TFD) (XU et al., 2015). Com base
na eficiéncia desses dois grupos, TACN e porfirinas, porfirinas com
substituintes triaza foram sintetizadas para investigar sua habilidade em
fotoclivar o DNA e atuar como novos agentes fotossensibilizadores para
uso em TFD (AURAS et al, 2016).

A TACN-porfirina base livre 5-(3-[(4,7-diisopropil-1,4,7-
triazaciclononano-1-il)metil]-2-hidroxil-5-metilbenzamino)-10,15,20-
tri(fenil), denominada Porfirina 4 e seu correspondente complexo de
Zinco(ll), denominado Porfirina 5 foram sintetizados como miméticos
de nucleases no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia -
LABINC- UFSC pelo Prof. Dr. Bernardo A. Iglesias — Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM e por Bruna
L. Auras, M.Sc. conforme apresentado por AURAS e colaboradores
(2016) (Fig.5).

Em colaboragéo com o LABINC- UFSC foram realizados estudos
preliminares de interacdo das porfirinas 4 e 5 com o DNA de timo de
bezerro (calf-thymus DNA ou CT-DNA) por espectroscopia na regido
de ultravioleta visivel (UV-Vis) e emissdo de fluorescéncia através de
ensaios de titulacdo de CT-DNA nas porfirinas. Os resultados sugerem
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que a interagcdo das TACN-porfirinas ocorre por meio de interagdes do
tipo zm-stacking (empilhamento) possivelmente por uma insercdo parcial
do grupo fenil ou 4-aminofenil entre bases nitrogenadas adjacentes e
também por interacBes secundarias de hidrogénio com 0s grupos
fosfatos do DNA. Para a porfirina com Zinco(ll) ha indicativo de que o
fon metalico também interaja com os grupos fosfato do DNA através de
interacdes eletrostaticas (ARAKI et al., 2000).  Ainda demonstrou-se
gue as TACN-porfirinas sobre irradiacdo de luz visivel sdo excelentes
geradoras de oxigénio singlete (*O,) - espécie excitada do oxigénio
molecular extremamente reativa que apresenta dois elétrons
emparelhados (ETHIRAJAN et al., 2011).

As evidéncias apresentadas nos ensaios  preliminares
impulsionaram a realizacdo de mais estudos de interagdo e ensaios de
fotoclivagem de DNA para investigacdo da atividade catalitica destas
TACN-porfirinas e sua utilizacdo como fotossensibilizadores em terapia
fotodindmica. Estes ensaios foram realizados no Centro de Biologia
Molecular Estrutural — CEBIME — UFSC e serdo apresentados neste
capitulo.

Figura 5 - Estrutura das porfirinas meso-mono-[(4-4,7-diisopropil-1,4,7-
triazaciclononanil)]-tri(fenil)]porfirina (porfirina 4) e seu respectivo complexo
de zinco(ll) (porfirina 5).

Porfirina 4; M = 2H;
Porfirina 5 M =Zn(ll);

Fonte: adaptada de AURAS et al., (2016).
2.2 OBIJETIVO
Estudar as interagdes das porfirinas 4 e 5 com DNA e demonstrar

a habilidade destes complexos em fotoclivar o DNA apos fotoirradiacdo
com luz visivel.
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2.2.1  Objetivos especificos

Investigar a atividade catalitica dessas porfirinas através de
ensaios de clivagem de DNA plasmidial com visualizagdo dos
fragmentos em gel de agarose 1% com coloracéo de brometo de etidio.

Avaliar a influéncia da forca idnica na interacdo porfirina-DNA
através de ensaio de clivagem de DNA plasmidial na presenga de
perclorato de litio (LiClO,).

Verificar o0 modo de interacdo porfirina-DNA através de ensaio
de clivagem de DNA plasmidial na presenca de ligantes de sulco maior
e menor de DNA.

Analisar a influéncia das espécies reativas de oxigénio (EROs) no
mecanismo catalitico das porfirinas através de ensaio de clivagem de
DNA plasmidial na presenca de sequestradores de EROs.

2.3 METODOLOGIA
2.3.1 Materiais

O plasmideo Bluescript SK Il (pBSK 11, 2961 pares de base -
pb) foi adquirido da Stratagene (USA) e o kit de purificacao
HiSpeed Plasmid Purification da QIAGEN. A agarose foi obtida
da Invitrogen™ e a acetonitrila grau HPLC da TediaBrasil. O
DNA de timo de bezerro (Calf Thymus DNA - CT-DNA, 8-15
guilobase - kb), netropsina, verde de metila, Tris-HCI e agua grau
reagente para biologia molecular foram adquiridos da Sigma-
Aldrich®. Todos o0s outros reagentes utilizados sdo de grau
analitico.

2.3.2 Sintese e caracterizacdo dos complexos

A rota sintética e caracterizacdo dos complexos estudados no
presente trabalho foram realizadas pelo Prof. Dr. Bernardo A. Iglesias —
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria -
UFSM e Bruna L. Auras, M.Sc. — Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina conforme descrito por AURAS
e colaboradores (2016).

2.3.3  Ensaios de clivagem de DNA
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O plasmidio pBSK 11 foi replicado em bactérias competentes
DH5a transformadas e purificado usando o protocolo do Kit de
purificacdo HiSpeed Plasmid da QIAGEN. As concentracGes do
pBSK Il foram determinadas, em termos de pares de base por litro,
por espectrofotometria de UV-Vis (ultravioleta visivel) aplicando o
coeficiente de extingdo molar (¢) de 13200 M ‘cm ™ para leitura no
comprimento de onda de 260 nm. As reacGes padrdo para clivagem
de DNA foram preparadas com 330 ng/poco (~25 uM pb) de DNA
plasmidial superenovelado em tampéao Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e
acetonitrila (25 % v/v) a temperatura de 37 °C. As concentracdes
finais dos compostos nos experimentos foram: 35 pM para a
precursora 5,10,15,20-tetra(fenil)porfirina - TPP e 250 pM para
meso-mono-(4-aminofenil)porfirina de zinco(ll) - ZnNH,TPP,
porfirina 4 e porfirina 5. Os controles ocorreram na auséncia de
porfirinas. As reacfes foram incubadas a 37 °C durante o periodo de
24 horas na auséncia de luz ou durante 90 minutos na presenca de
luz proveniente de uma lampada incandescente de tungsténio de 100
W de poténcia (fotoclivagem) (AURAS et al., 2016). As reagdes
foram interrompidas com o loading buffer — LB (azul de bromofenol,
glicerol 50 % e 0,5 M EDTA) e submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1 %.

2.3.4  Eletroforese e quantificacdo do DNA clivado

As reacBes de clivagem de DNA foram submetidas a
eletroforese em 9e| de agarose (1 %) contendo brometo de etidio
(BE 0,3 pg mL™) em tampdo TBE 0,5 x durante 100 minutos a
voltagem fixa de 90 V. Os géis foram revelados em luz UV
(KODAK Gel Logic 200 Imaging System). As formas de DNA
superenovelado (FI), circular relaxado (FIl) e linear (FIII) foram
calculadas com base na intensidade de banda de cada canaleta
através de andlise densitométrica utilizando o software Kodak 1D
3.6 Gel Logic (Kodak). A intensidade das bandas do DNA
superenovelado foi corrigida por um fator de 1,47 (SREEDHARA,;
FREED; COWAN, 2000; JIN et al., 2007) devido a diferente
afinidade de ligacdo do brometo de etidio a FI em comparacéo as
formas Il e Il (SHUBSDA; GOODISMAN; DABROWIAK,
1997). As formas apresentam migracao diferente no gel, conforme
demonstrado na Figura 6.
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Figura 6 — Representacdo do padrdo de migracdo do DNA plasmidial em gel e
agarose 1%.

Fonte: acervo da autora.

2.3.5 Influéncia dos ligantes de sulco e forca i6nica na clivagem
do DNA pelas porfirinas

Ensaios com ligantes de sulco menor e maior foram
realizados com a adicdo de netropsina ou verde de metila (50 uM
concentracdo final) a reacdo padrdo. As reacdes foram pré-
incubadas durante 30 minutos a 37 °C na auséncia de luz antes da
adicdo das porfirinas.

A influéncia da forca idnica sobre a clivagem de DNA pelos
complexos foi investigada pela adicdo de LiClIO, (100 mM
concentracdo final) a reacdo padrao para pré-incubacdo durante 30
minutos a 37 °C na auséncia de luz antes da adicéo das porfirinas.
ApOs a prévia incubacdo todas as amostras — com ligantes de sulco
ou LiClO, — foram mantidas a 37 °C durante 90 minutos com
exposicao a luz visivel (100 W). As reacdes foram interrompidas
com LB e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1 %.

2.3.6  Mecanismo catalitico

Para investigar a importancia das espécies reativas de
oxigénio (EROs) no mecanismo catalitico das porfirinas foram
realizadas reacOes na presenca de sequestradores de espécies
superéxido (KI 8 mM), radicais hidroxila (DMSO e t-BuOH 0,8
mM) e oxigénio singlete (NaN3 8 mM) (XU et al., 2010). As
reacbes foram incubadas a 37°C durante 90 minutos com
exposicdo a luz visivel, interrompidas com LB e submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1 %.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados descritos a seguir foram publicados na revista
Photochemical & Photobiological Sciences da The Royal Society
of Chemistry — artigo aceito em 20 de marco de 2016 conforme
APENDICE A.

2.4.1  Fotoclivagem de DNA

Neste trabalho avaliou-se a capacidade das TACN-porfirinas em
fotoclivar o DNA plasmidial quando expostas a luz visivel.
Primeiramente as reacdes de clivagem de DNA plasmidial na presenca
das porfirinas foram incubadas durante 24 horas na auséncia de luz e
depois submetidas a eletroforese em gel de agarose. Da mesma forma
reacdes de clivagem com as porfirinas foram submetidas & incubagéo
durante 90 minutos com fotoirradiacdo de luz visivel, conforme
demonstrado na Figura 7. Nas reacdes incubadas na auséncia de luz
(escuro) a porcentagem de clivagem néo foi maior do que a apresentada
na amostra controle, inferindo que nenhuma das porfirinas estudadas
apresentou atividade no escuro (Fig. 8). Contudo nas reacOes
fotoirradiadas com luz visivel foi verificado a atividade de clivagem
dessas porfirinas, inclusive promovendo o aparecimento de DNA na
forma linear (FIII). Além das porfirinas 4 e 5 foram realizados ensaios
com as porfirinas precursoras TPP e ZnNH,TPP que apresentaram
menor atividade que seus derivados. Os resultados demonstraram que a
capacidade em fotoclivar 0 DNA obedeceu a ordem decrescente
porfirinad > porfirina4 > ZnNH,TPP > TPP (para porcentagem de
clivagem de DNA) e que a adi¢do das unidades de 1,4,7-triazaciclonanil
influenciou expressivamente na atividade de fotoclivagem das porfirinas
evidenciando a possibilidade das TACN-porfirinas serem utilizadas
como fotossensibilizadoras em TFD.
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Figura 7 — Andlise dos fragmentos de clivagem promovidos pelas TACN-
porfirinas.

i) ii
A
[E—— L ) L . ] —
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Ctrl TPP Ctrl TPP

ctrl Por 5 Por 4 ZnNH,TPP

Reacdes padrdo: DNA plasmidial (~25 puM pb) em solucéo tampéo de Tris-HCI
(10 mM pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). Porfirinas: TPP (35 uM), ZnNH,TPP
(250 pM), base livre 4 (Por 4 - 250 pM) e Zn(Il)-porfirina 5 (Por 5 - 250 pM).
Ctrl — controle sem complexo. A-ii e C): as rea¢des foram incubadas durante 24
horas a 37°C no escuro. A-i e B): as reagOes foram incubadas durante 90
minutos a 37 °C com fotoirradiacdo de luz visivel.

Fonte: acervo da autora e publicada por AURAS e colaboradores (2016).
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Figura 8 - Representacédo gréfica dos fragmentos de clivagem
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Anédlise quantitativa dos fragmentos de clivagem promovidos pelas porfirinas
(quantificacdo das bandas observadas no gel da Figura 7). Reacdes padrdo:
DNA plasmidial (~25 uM pb) em solucdo tampéo de Tris-HCI (10 mM pH 7,4)
e acetonitrila (25 % v/v). Porfirinas: TPP (35 uM), ZnNH,TPP (250 uM), base
livre 4 (Por 4 - 250 pM) e Zn(Il)-porfirina 5 (Por 5 - 250 uM). Ctrl — controle
sem complexo. A) as reagdes foram incubadas durante 24 horas a 37°C no
escuro. B) as reacdes foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com
fotoirradiacdo de luz visivel. Os dados representados referem-se a média e
desvio padrdo.

Fonte: adaptada de AURAS e colaboradores (2016).

2.4.2  Estudo da influéncia dos ligantes de sulco e da forca idnica
nas reacoes de clivagem de DNA

Ensaios com ligantes de sulco de DNA dupla fita auxiliam na
elucidacdo do mecanismo de interacdo de pequenas moléculas com o
DNA (KIM; NORBEN, 1993). Neste trabalho foram utilizados ligantes
de sulco como bloqueadores para investigar se as TACN-porfirinas
interagem com a dupla fita via sulco menor ou maior. Para esse objetivo
utilizou-se a netropsina como bloqueador de sulco menor e o verde de
metila (MG — methyl green) como bloqueador de sulco maior em
reacdes de fotoclivagem de DNA com porfirinas.
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A netropsina é um oligopeptideo com dois anéis n-metilpirrol
amplamente conhecido como ligante de sulco menor de DNA dupla fita
(VAN DYKE; HERTZBERG; DERVAN, 1982). A netropsina possui
uma conformacgdo arqueada com potencial eletrostatico positivo —
devido aos hidrocarbonetos aromaticos planares nao fusionados - fato
este que a atrai para o potencial eletronegativo do sulco menor da dupla
fita por intermédio de interagcBes eletrostaticas. As ligacdes de
hidrogénio entre as amidas desse antibidtico e seu potencial em ser
aceptor substituinte das liga¢6es de hidrogénio nos pares A e T definem
a especificidade da ligacdo da netropsina, uma vez que 0 grupo amino
N-2 da guanina normalmente bloqueia a interacdo com esta droga por
impedimento estérico e pelo alargamento do sulco menor promovendo a
diminuicdo do potencial eletronegativo (KIM; NORBEN, 1993; VAN
DIKE; HERTSBERG; DERVAN, 1982; ZHAO et al., 2014). Ja o verde
de metila é amplamente conhecido como ligante especifico de sulco
maior de DNA dupla hélice (KIM; NORBEN, 1993). O verde de metila
é composto por trés anéis de anilina com diferentes graus de metilacéo e
possui duas cargas positivas que conferem sua forte ligacdo ao sulco
maior do DNA. O MG é um fluoréforo altamente eficiente para emissao
na regido do vermelho, proxima ao infravermelho e é fotoestavel
(PRIETO et al., 2015). O MG tem preferéncia de ligacdo pela forma
natural do DNA (ndo desnaturada) ligando-se na razdo estequiométrica
de 1 molécula para 13 nucleotideos - aproximadamente dois tercos de
uma volta de hélice do DNA dupla fita na conformacdo B-DNA -
prevenindo a fotodimerizagdo das pirimidinas em um intervalo de 20
pares de base (KREY; HAHN, 1975). A formacdo do complexo MG-
DNA ndo ocorre por intercalacdo, mas sim predominantemente por
interacGes eletrostaticas com a dupla hélice na conformacéo B. O MG se
liga a0 DNA predominantemente por interagBes i6nicas em que o ion
amodnio quaternario do MG esta diretamente envolvido na interacdo do
corante com os grupos fosfatos do DNA (KREY; HAHN, 1975).

Para realizar o blogueio dos sulcos do DNA as reacdes foram pré-
incubadas com os ligantes netropsina ou verde de metila
antecipadamente & adi¢do das porfirinas. As amostras pré-tratadas com
netropsina apresentaram um aumento expressivo na atividade de
clivagem de DNA na presenca de todas as porfirinas. As Figuras 9 e 10
evidenciam o surgimento do DNA linear nas reagGes com as porfirinas 5
e 4 e juntamente com o surgimento da forma circular em todas as
reacOes: de 31 a 75 % para a metaloporfirina de Zn(lIl) (Porfirina 5), de
18 a 62 % para a porfirina base livre (Porfirina 4) e de 7 a 58 % para a
precursora com Zn(Il) (ZnNH,TPP). Por outro lado, a prévia adi¢éo de
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verde de metila as reagdes promoveu um pequeno aumento na atividade
de clivagem da porfirina 4 e ZnNH,TPP e uma grande reducdo na
atividade da porfirina 5 de 31 para 13 % de forma circular.

A ampliacdo da atividade de clivagem de DNA em amostras pré-
incubadas com ligantes de sulco menor € indicativo de que o complexo
em questdo tem uma maior afinidade pelo sulco maior (VAN DYKE;
HERTZBERG; DERVAN, 1982), no entanto os resultados aqui
apresentados demonstram uma ligeira diminuicdo da atividade nas
amostras pré-tratadas com o verde de metila, apesar do aumento
grandioso de clivagem de DNA promovido pelas porfirinas na presenca
de netropsina. Dados da literatura apontam que a associacdo de
complexos com atividade de hidrdlise das ligacGes fosfodiéster do DNA
(hidroliticos) a ligantes de DNA, sejam eles intercalantes, ligantes de
sulco menor ou grupos positivamente carregados, promove uma maior
afinidade do complexo pelo acido nucleico (MANCIN; SCRIMIN;
TECILLA, 2002). A nova orientagdo desse conjugado (complexo-
ligante-DNA) dentro do sulco menor seria o responsavel pela maior
reatividade do complexo ao DNA devido ao fato das bases nitrogenadas
irem de encontro ao sulco menor enquanto o ion metalico seria
direcionado a interagdo com as ligacdes fosfodiéster do DNA. O ligante
de sulco menor distamicina A combinado a outras drogas origina
heterodimeros com alta capacidade em modular o sitio de alquilagéo dos
residuos de guanina nas sequéncias de DNA ricas em CG promovendo
uma eficiente alquilagdo de G-N3 via uma ligagdo cooperativa
(HIRAKI; OIKAWA; KAWANISHI, 2002; KURODA; TANAKA,
1994; SIGIURA et al., 1990; SUGIYAMA et al., 1996; YAMAMOTO;
SUGIYAMA; KAWANISHI, 1993).

Os resultados aqui apresentados sugerem que o bloqueio dos
sulcos maiores do DNA néo interfere diretamente na atividade das
TACN-porfirinas, porém quando estas porfirinas se associam a
netropsina formam um conjugado que assume uma nova conformacao
espacial frente ao DNA de modo a promover uma nova especificidade
de ligacdo possibilitando interacGes em regides ricas em CG.

Na continuidade dos estudos de interagdo das TACN-porfirinas
com DNA foram realizados testes para avaliar a influéncia da forca
ibnica do meio (solucdo) na interacio DNA-porfirina (Fig.9 e 10).
Nestes ensaios as cargas negativas dos grupos fosfatos do DNA séo
neutralizadas com a adicdo de perclorato de litio (LiCIO,) as reagdes
sem porfirinas. Apds o tempo de incubacdo as porfirinas sdo adicionadas
e as reacdes incubadas a luz (KURODA; TANAKA, 1994; SUGIURA
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et al., 1990; SUGIYAMA et al., 1996; YAMAMOTO; SUGIYAMA;
KAWANISHI, 1993).

Os resultados demonstram alguma influéncia da forca ibnica nas
interacdes das TACN-porfirinas com DNA visto que a alteracdo mais
proeminente foi a diminuicdo de 33 % do aparecimento da forma
circular nas reacGes tratadas com a porfirina 5. Esse efeito demonstra
que a neutralizagdo das cargas da dupla fita ndo impediu a aproximagéo
e atividade catalitica das porfirinas sugerindo que as forcas eletrostaticas
ndo sdo as interacdes predominantes nessa interagao.

Figura 9 - Efeito dos ligantes de sulco e da forca idnica nas reacdes de clivagem
de DNA plasmidial.

ctrl Por 5 C+N Net C+MG MG C+li Liclo,

Ctrl Por 4 C+N Net C+MG MG C+Li Liclo,

[ — [ — [ — [ —
Ctrl ZnNH,TPP C+N Net C+MG MG C+Li Liclo,

Reacdes padrdo: DNA plasmidial (~25uM pb) em solucdo tampéo de Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v). Porfirinas: a) Zn(Il)-porfirina 5 (Por
5 — 250 uM), b) base livre 4 (Por 4 - 250 uM) e c¢) ZnNH,TPP (250 uM). Ctrl
ou C — controle sem complexo; C + MG - controle + verde de metila (MG) 50
UM; C + N - controle + netropsina (Net) 50 uM; C + Li - controle + LiCIlO,
100 mM. Todas as reagdes foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com
fotoirradiacgdo de luz visivel.

Fonte: acervo da autora e publicada por AURAS e colaboradores (2016).
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Figura 10 — Representacdo gréafica do efeito dos ligantes de sulco e da forga
ibnica nas reagdes de clivagem de DNA plasmidial.
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As reacOes padrdo foram incubadas na presenca de ligantes de sulco ou
perclorato de litio (LiClO,). Reacdes padrdo: DNA plasmidial (~25 uM pb) em
solugdo tampdo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v).
Porfirinas: a) Zn(ll)-porfirina 5 (Por 5 — 250 uM), b) base livre 4 (Por 4 - 250
UM) e ¢) ZnNH,TPP (250 uM). Ctrl ou C — controle sem complexo; C + MG -
controle + verde de metila 50 uM; C + N - controle + netropsina (Net) 50 UM ;
C + Li - controle + LiClO, 100 mM. Todas as reagdes foram incubadas durante
90 minutos a 37 °C com fotoirradiacdo de luz visivel. Os dados representados
referem-se a média e desvio padréo.

Fonte: adaptada de AURAS e colaboradores (2016).
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2.4.3  Mecanismo de clivagem do DNA (sequestradores de EROs)

As TACN-porfirinas demonstraram uma alta capacidade em gerar
oxigénio singlete (*O,), uma das espécies reativas de oxigénio (EROS)
(SUN et al., 2017). As espécies reativas de oxigénio tém origem na
reducdo sequencial do oxigénio molecular e ocasionalmente estdo
envolvidas em danos ao DNA através de um mecanismo oxidativo
(JAIN; TULLIUS, 2008; JIANG et al, 2007; SHCHERBAKOVA et al.,
2006; SUN et al.,, 2017). Ensaios na presenca de sequestradores de
EROs foram realizados para avaliar se as EROs tém papel fundamental
na fotoclivagem de DNA promovida pelas TACN-porfirinas. Nesses
estudos verifica-se se 0 sequestro das EROs implica na reducdo da
atividade de clivagem de DNA das TACN-porfirinas. Nas analises foi
verificado que apenas a azida de sdédio (NaNs), sequestradora de
oxigénio singlete, foi capaz de inibir, de forma isolada, a formagéo de
DNA circular nas amostras tratadas com a porfirina 5. Essa
insensibilidade a presenca de sequestradores de EROs em reagfes de
clivagem é um indicativo de reacdo hidrolitica (MANCIN; SCRIMIN;
TECILLA, 2012). Como demonstrado na Figura 11 a clivagem do DNA
pela porfirina 4 e ZnNH,TPP ndo é dependente de reagdes
intermediadas por EROs sugerindo que o mecanismo catalitico das
interacdes com essas porfirinas ndo ocorre por uma via oxidativa
(MANCIN et al, 2005; WAN et al, 2006; XU et al, 2010). Entretanto
observa-se, de forma isolada, uma inibicdo da formagdo de DNA
circular na presenca do sequestrador de oxigénio singlete (azida de
sodio) nas reacBes com a porfirina 5 (Fig. 12), demonstrando que este
radical gerado na presenca desta porfirina participa do mecanismo
catalitico de fotoclivagem do DNA (MANCIN et al., 2005; OIKAMA
et al, 1995; WAN et al., 2006).
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Figura 11 — Reagdes de clivagem na presenca de sequestradores de EROs.
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Porfirinas (250 uM): porfirina 5 (Por 5), porfirina 4 (Por 4) e ZnNH,TPP.
Controles: (C) NaN;, KI, DMSO e t-BuOH: C+NaNj3, C+KI, C+DMSO e C+t-
BuOH (t-but)). Reacbes padrdo: DNA plasmidial (~25 pM pb) em solucéo
tampéo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). Adicdo dos
sequestradores de EROs: a) NaN; (8 mM), b) KI (8 mM), ¢c) DMSO (0,8 mM) e
d) t-BuOH (0,8 mM). Todas as reacbes foram incubadas durante 90 minutos a
37 °C com fotoirradiagdo de luz visivel.

Fonte: acervo da autora e publicada por AURAS e colaboradores (2016).
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Figura 12 - Representacdo gréfica das reacfes de clivagem na presenca de
EROs.
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Porfirinas (250 puM): porfirina 5 (Por 5), porfirina 4 (Por 4) e ZnNH,TPP.
Controles: (C) NaNs, Ki, DMSO e t-BuOH: C+NaN3;, C+Ki, C+DMSO e C+t-
BuOH (t-but)). Reacbes padrdo: DNA plasmidial (~25 uM pb) em solucédo
tampéo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). Adicdo dos
sequestradores de EROs: : a) NaN; (8 mM), b) KI (8 mM), ¢) DMSO (0,8 mM)
e d) t-BuOH (0,8 mM). Todas as reac¢Ges foram incubadas durante 90 minutos a
37 °C com fotoirradiacdo de luz visivel. Os dados representados referem-se a
média e desvio padrao.

Fonte: adaptada de AURAS e colaboradores (2016).
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25 CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a habilidade das TACN-porfirinas em
interagir e fotoclivar o DNA. Pode-se constatar que a adi¢cdo do metal
Zinco(ll) ao macrociclo da porfirina triaza aumentou sua atividade
catalitica, em relacdo a base livre, nos estudos de fotoclivagem do DNA
devido a interagdo axial entre 0 Zn(Il) com os grupos fosfatos do DNA.
A neutralizacdo das cargas do DNA promovida nos ensaios de forca
ibnica diminuiu a atividade da porfirina 5 sugerindo que as interacdes
eletrostaticas entre a porfirina 5 e as cargas negativas dos grupos
fosfatos do DNA facilitam a interacdo de ambas estruturas
demonstrando ser um fator fundamental, mas ndo predominante, para a
hidrélise do DNA. Os outros complexos parecem ndo ser afetados por
esse tipo de fenbmeno assumindo que a carga positiva conferida pelo
fon metélico coopera para a interagdo com as cargas negativas dos
grupos fosfatos, como sugerido nos estudos espectroscopicos
previamente realizados a este trabalho (AURAS et al., 2016; RAMAN
etal., 2010).

Além disso, a porfirina 5 demonstrou uma diminuicdo na
clivagem de DNA na presenca do sequestrador de oxigénio singlete
(NaN3z) enquanto as outras porfirinas ndo foram afetadas. Estes
resultados sugerem que o oxigénio singlete pode ser o elemento chave
para 0 mecanismo de clivagem desta porfirina (LU et al., 2012).
Entretanto, é dificil especular o modo como essa porfirina coordena com
a cadeia de ligacdes fosfodiéster do DNA sendo que o mecanismo nédo
esta totalmente elucidado. A habilidade da porfirina 5 em gerar oxigénio
singlete ap6s fotoirradiacdo com luz visivel faz deste complexo um
promissor fotossensitizador para terapia fotodinamica (SWEIGERT et
al., 2012; WANG et al., 2013).
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3 CAPITULO IIl - INTERAGAO E FOTOCLIVAGEM DE
DNA COM MESO-TETRA(4-PIRIDIL)PORFIRINA-
TETRAKIS-[CLORO(2,2 BIPIRIDINA)]JPLATINA(II)

3.1 CONTEXTUALIZACAO

A hidrdlise das ligacdes fosfodiéster da fita do DNA realizada por
nucleases tem grande importancia bioldgica, especialmente as reagdes
intermediadas por ions metalicos. (SREEDHARA; FREED; COWAN,
2000). Os ions metélicos interagem com o éster do fosfato diminuindo a
repressdo que as cargas negativas dos grupos fosfato exercem sobre a
aproximacdo de nucleéfilos de pequenas moléculas, incrementando
assim a capacidade hidrolitica dessas pequenas moléculas
(SREEDHARA; FREED; COWAN, 2000). Novos catalizadores, como
0s complexos com metais de transi¢do, tém sido empregados na quimica
medicinal, dentre eles os complexos de platina que tem demonstrado
interacdo com a molécula de DNA de diversos modos como intercalacio
e ligagdo por sulco atraves de ligacGes ndo covalentes (DUCHEMIN et
al., 2017; PAGES et al, 2015; SHAHABADI; KASHANIAN;
FATAHI, 2011). Os metais de transicdo como a Pt(Il) intercedem a
oxidacdo do DNA tanto na auséncia quanto na presenca de agentes
oxidantes ou redutores, através do ataque a pentose ou as bases
nitrogenadas do DNA (JIANG et al., 2007). A cisplatina foi a primeira
droga anticancerigena com platina que teve eficacia comprovada no uso
clinico. Ela interage com o DNA de forma covalente promovendo o
crosslinking intra-fita e consequente apoptose (LIPPERT, 1992).

Ha grande interesse pelos metalocomplexos com metais de
transi¢cdo multinucleares devido aos efeitos cooperativos entre 0s centros
metalicos e ainda pelos carregados positivamente, pois apresentam
maior afinidade pelo DNA polianiénico e tem demonstrado muito mais
eficiéncia na promogdo da clivagem do DNA (JIANG et al., 2007).
Nesse sentido metaloporfirinas carregadas positivamente tem sido
propostas como potenciais metalonucleases para uso em terapia
fotodindmica (ETHIRAJAN et al, 2011; NAUE et al , 2009;
PRATVIEL, 2016; SITERS et al., 2015).

Em consideracdo as propriedades quimicas e fotofisicas das
porfirinas e aos excelentes resultados demonstrados por NAUE e
colegas (2009) acerca da interacdo de porfirinas funcionalizadas com
[Pt(bpy)CI]® com biomoléculas foi proposta a sintese de porfirinas
meso-tetra(4-piridil)porfirina-tetrakis-[cloro(2,2 bipiridina)]platina(Il)
(Fig. 13). A sintese e caracterizagdo dos compostos foram realizadas no
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Laboratério de Bioinorgénica e Cristalografia - LABINC- UFSC
conforme descrito por OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Em colaboragdo com o LABINC-UFSC foram realizados estudos
preliminares de interacdo das Pt(Il)-porfirinas base-livre - H,PtPor, e
seu complexo de Zn(ll) -ZnPtPor com o DNA por técnicas
espectroscopicas de UV-Vis e emissdo de fluorescéncia. A
hipocromicidade da banda Soret observada por UV-Vis sugere que estas
porfirinas interagem com o DNA de uma forma ndo classica ou por
interacdes secundarias (ligacdes de hidrogénio e interacbes de =-
stacking) envolvendo o N-doador ou a inser¢do parcial do anel piridil
entre os pares de bases adjacentes do DNA (KUMAR et al., 2012; LIU
et al.,, 2002; LU et al., 1996;), j& o baixo deslocamento batocrémico
poderia indicar uma intercalacdo fraca ao sistema z (pi) da dupla fita
(DALATABADI, 2011; NAUE et al., 2009;). As constantes intrinsecas
de ligagdo (Kp) para estas porfirinas com 0s compostos de coordenagdo
na posicdo para demonstraram uma ligacdo mais fraca ao DNA se
comparadas as meta substituidas de NAUE e colegas (2009) analisadas
por ressonancia plasmonica de superficie (surface plasmon resonance —
SPR). Os resultados sugerem que ha formagdo de um aduto porfirina-
DNA estabilizado pelas interacfes eletrostaticas entre a porfirina e 0s
grupos fosfato do DNA, indicando uma interacdo de modo ndo
intercalativa (LIPSCOMB et al., 1996). Os estudos de emissdo de
fluorescéncia corroboraram a hip6tese de uma interacdo nao
intercalativa para estas porfirinas e, ainda, que ocorre uma interacdo
entre os grupos fosfato do DNA e o ion Zn(ll) da ZnPtPor por inser¢do
desta porfirina no sulco maior ou menor. Estudos anteriores a este
demonstraram que a posicdo de coordenagdo do Zn(Il) no macrociclo da
porfirina pode promover a interagdo com o DNA por coordenacdo ou
interacdes eletrostaticas com os grupos fosfato do DNA (ARAKI et al.,
2000; ZHAO et al., 2010).

Estes resultados preliminares demonstraram que as Pt(ll)-
porfirinas apresentaram fotoestabilidade e grande habilidade em gerar
oxigénio singlete quando expostas a luz visivel e por isso novos estudos
de interacdo e ensaios de fotoclivagem de DNA foram realizados para a
investigacdo da sua atividade catalitica e possivel utilizagdo como
fotossensibilizadores em TFD. Estes ensaios foram realizados no Centro
de Biologia Molecular Estrutural — CEBIME - UFSC e serdo
apresentados neste capitulo.
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Figura 13 - Representacdo das porfirinas meso-tetra(4-piridil)porfirina-tetrakis-
[cloro(2,2 bipiridina)]platina(ll), denominadas como H,PtPor (base livre -
esquerda) e ZnPtPor (direita).

Fonte: acervo da autora.

3.2 OBIJETIVO

Estudar as interagdes das porfirinas meso-tetra(4-piridil)porfirina-
tetrakis-[cloro(2,2 bipiridina)]platina(ll), H,PtPor e ZnPtPor com DNA
e demonstrar a habilidade destes complexos em fotoclivar o DNA apés
fotoirradiagdo com luz visivel.

3.2.1  Objetivos especificos

Estudar a interagdo das porfirinas de platina (II) com o DNA
através de ensaios em espectropolarimetro de dicroismo circular (CD).

Avaliar a estabilidade térmica do DNA apds interacdo/ligacao das
Pt(

I1)-porfirinas através de ensaio de desnaturacdo térmica de CT-DNA por
espectroscopia de UV-Vis.

Investigar a atividade catalitica dessas porfirinas através de
ensaios de clivagem de DNA plasmidial com visualizagdo dos
fragmentos em gel de agarose 1 % com coloracdo de brometo de etidio.

Auvaliar a influéncia da forca ibnica na interacdo porfirina-DNA
através de ensaio de clivagem de DNA plasmidial na presenca de
concentracdes crescentes de perclorato de litio (LiCIOy).

Verificar o modo de interacdo porfirina-DNA através de ensaio
de clivagem de DNA plasmidial na presenca de ligantes de sulco maior
e menor de DNA.
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Analisar a influéncia das espécies reativas de oxigénio (EROs) no
mecanismo catalitico das porfirinas através de ensaio de clivagem de
DNA plasmidial na presenca de sequestradores de EROs.

Delinear os sitios de clivagem de DNA através de ensaios de
clivagem direta e footprinting com visualizacdo em gel de
poliacrilamida 16 % de DNA marcado com fluorescéncia.

3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Materiais

O plasmideo Bluescript SK 1l (pBSK 11, 2961 pares de base - pb)
foi adquirido da Stratagene (USA) e o kit de purificacdo HiSpeed
Plasmid Purification da QIAGEN. A agarose foi obtida da Invitrogen™
e a acetonitrila grau HPLC da TediaBrasil. O DNA de timo de bezerro
(Calf Thymus DNA - CT-DNA, 8-15 kb - quilobase), netropsina, verde
de metila, Tris-HCI e agua grau reagente para biologia molecular foi
adquirida da Sigma-Aldrich®. O oligonucleotideo do tipo hairpin com
6-carboxifluoresceina (6-FAM) na extremidade 5°, denominado ATCG-
FAM:

(FAM-
5’CCGATTATTTAATCGCCGGCCGCTTTTTGCGGCCGGCGATTA
AATAATC 3’) foi sintetizado pela Sintese Biotecnologia. Todos os
outros reagentes utilizados sdo de grau analitico.

3.3.2 Sintese e caracterizacdo dos complexos

Os complexos utilizados neste trabalho foram sintetizados e
caracterizados pelo Prof. Dr. Bernardo A. Iglesias — Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM e
Bruna L. Auras, M.Sc. — Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina conforme descrito por OLIVEIRA e
colaboradores (2017).

3.3.3  Ensaios de interacdo das porfirinas com DNA de timo de
bezerro (calf thymus DNA — CT-DNA)

3.3.3.1 Estudos estruturais com dicroismo circular
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Os espectros de Dicroismo Circular (CD) foram obtidos no
espectropolarimetro de Dicroismo Circular da marca Jasco J-815
(com acessorio de termostato Peltier PFD-425S) utilizando uma
cubeta de quatzo de 2,0 mm de caminho éptico a temperatura de
37 °C. As leituras foram realizadas entre 520-220 nm com
intervalo de comprimento de onda de 1,00 nm e resolucdo de 0,5
nm a velocidade de varredura de 100 nm.min™ resultando em 601
pontos. A concentracdo inicial de DNA de timo de bezerro (Calf
Thymus DNA - CT-DNA) era de 200 uM (pb) e os espectros
foram registrados na auséncia e presenca dos complexos. Reacdo
controle: CT-DNA (200 uM pb) em tampéo Tris-HCI (10 mM, pH
7,4) e 2 % (v/v) de acetonitrila. As porfirinas (500 uM) foram
tituladas na cubeta de quartzo até a precipitacdo da solucéo.

3.3.3.2 Ensaios de desnaturagdo térmica

Os dados de desnaturacdo térmica foram coletados no
Espectrofotdmetro Ultrospec 2100 pro UV/Visivel
(The Amersham Biosciences/GE Healthcare) utilizando uma
cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho o6ptico. As reacdes foram
incubadas a 30 °C por 10 minutos e depois submetidas a uma
rampa de aquecimento de 30 a 90 °C com acréscimo de 1 °C min
! As absorbancias foram obtidas no comprimento de onda de 260
nm. Reagbes: CT-DNA (200 uM pb) em solucdo desnaturante
(NaHPO,4 1,5 mM, NaH,PO, 0,5 mM e NaEDTA 0,25 mM)
(PODDUTOORI; PODDUTOORI; MAIYA, 2006). As reacdes
realizadas na presenca de porfirinas seguiram a razdo
[porfirina]/[CT-DNA]=r =0,02.

3.3.4 Ensaios de interacgdo das porfirinas com plasmideo pBSK 11
3.3.4.1 Ensaios de clivagem de DNA plasmidial

O plasmidio pBSK Il foi replicado em bactérias
competentes DHS5a transformadas e purificado utilizando o
protocolo do Kit de purificacdo HiSpeed Plasmid da QIAGEN. As
concentragdes do pBSK Il foram determinadas, em termos de
pares de base por litro, por espectrofotometria aplicando o
coeficiente de extincdo molar de 13200 M *cm ™ para as leituras
realizadas no comprimento de onda de 260 nm. As reac¢des padrédo
para clivagem de DNA foram preparadas com 330 ng/pogo (~25
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KM pb) de DNA plasmidial superenovelado em tampéo Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) a temperatura de 37 °C.
As concentragdes finais dos compostos nos experimentos variaram
de 3,0 uM para 4-TPyP (solubilidade méaxima) e 0-5,0 uM para as
porfirinas H,PtPor e ZnPtPor. Os controles ocorreram na auséncia
de porfirinas. As reacdes foram incubadas a 37 °C durante 24
horas na auséncia de luz ou por 90 minutos na presenca de luz
proveniente de uma lampada incandescente de tungsténio de 100
W de poténcia (fotoclivagem) (AURAS et al., 2016; OLIVEIRA
et al., 2017). As reagdes foram interrompidas com o loading buffer
— LB (azul de bromofenol, glicerol 50 % e 0,5 M EDTA) e
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1 %.

3.3.4.2 Efeito da for¢a ibnica na interacdo porfirina-DNA

A influéncia da forca ibnica na interacdo e clivagem de
DNA pelos complexos foi investigada através da variacdo da
concentracdo em solucdo do sal perclorato de litio (LiClIO,4) na
reacdo padrdo. As amostras com LiCIO, em diferentes
concentracdes (0 — 100 mM - concentracdo final) foram pré-
incubadas por 30 minutos a 37 °C na auséncia de luz. Apods esse
periodo os complexos foram adicionados (4 uM concentracdo
final) e as reagcdes mantidas a 37 °C durante 90 minutos com
exposicao a luz visivel. As reacdes foram interrompidas com LB e
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1 %.

3.3.4.3 Ligantes de sulco do DNA e a interagdo porfirina-DNA

Reacdes de clivagem com as porfirinas foram realizadas na
presenca de ligantes de sulco netropsina ou verde de metila. As
reacGes com diferentes concentracdes de ligantes de sulcos (0 - 50
uM — concentracdo final) foram previamente incubadas durante 30
minutos a 37 °C na auséncia de luz. Apds este periodo os
complexos foram adicionados (4 uM - concentracdo final) e as
reacdes mantidas a 37 °C durante 90 minutos com exposic¢ao a luz
visivel. As reacbes foram interrompidas com LB e submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1 %.

3.3.4.4  Mecanismo catalitico da interacdo porfirina-DNA
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3.3.4.4.1 Reacdes na presenca de sequestradores de EROs

ReacOes de clivagem foram realizadas na presenca de
sequestradores de espécies reativas de oxigénio (EROs). Para
investigar a importancia das EROs no mecanismo catalitico das
Pt(Il)-porfirinas foram realizadas reagcOes na presenca de
sequestradores de espécies superoxido O, (KI 8 mM), radicais
hidroxila OHe (dimetilsulféxido - DMSO e terc-Butanol - t-
BUuOH, ambos 0,8 mM) e oxigénio singlete ‘O, (NaN3; 8 mM) (XU
et al., 2010). As reacdes foram incubadas a 37 °C durante 90
minutos sob luz visivel, interrompidas com LB e submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1 %.

3.3.4.4.2 Reacgdes na presenca de TEMPO

Reacdes de clivagem com as porfirinas foram realizadas na
presenca de TEMPO. As reagbes padrdo foram preparadas na
presenca das porfirinas H,PtPor e ZnPtPor (1 pM) e do
sequestrador de radicais centrados em carbono 2,2,6,6-tetrametil-
1-piperidina- 1-oxil (TEMPO 0,5 mM) (OLIVEIRA et al., 2017).
Os controles ocorreram na auséncia das porfirinas. O controle com
TEMPO também foi utilizado. Todas as reagbes foram incubadas
a 37 °C durante 90 minutos com exposicdo a luz visivel. As
reacdes foram interrompidas com LB e submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1 %.

3.3.4.4.3 Reacdes em atmosfera de argonio

Reacbes de clivagem com as porfirinas também foram
realizadas na auséncia de oxigénio. As reacBes foram preparadas
no interior de uma glove bag com retirada a vacuo do ar com
oxigénio e substituicdo por gas argbnio. Todas as solucdes
utilizadas dentro da glove bag foram borbulhadas com géas argdnio
antes de iniciar o preparo das reacfes. As reacdes foram realizadas
com DNA plasmidial superenovelado (~25 uM pb) em solugéo
tampao Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). As
porfirinas H,PtPor e ZnPtPor foram adicionadas para
concentracdo final de 1 uM . Os controles ocorreram na auséncia
das porfirinas. O controle com Fe(I)EDTA (100 uM) na presenca
do agente redutor 1,4 — ditiotreitol (DTT — 10 mM) foi utilizado
como controle positivo para clivagem oxidativa e comprovacgédo da
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auséncia de oxigénio no sistema da glove bag. Em paralelo foram
procedidas reacBes na presenca de oxigénio, externas a glove bag,
para fins de comparacdo. Todas as reacdes foram incubadas a 37
°C durante 90 minutos com exposicao a luz visivel (fotoclivagem)
(OLIVEIRA et al., 2017). As reacdes foram interrompidas com
LB e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1 %.

3.3.4.5 Eletroforese em gel de agarose 1 % e quantificacdo do DNA
clivado

Todas as reacdes de clivagem de DNA plasmidial foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (1 %) contendo
brometo de etidio (BE 0,3 pg/mL) em tampédo Tris/Borato/EDTA
(TBE) 0,5 x durante 100 minutos a voltagem fixa de 90 V. Os géis
foram revelados com exposicdo a luz UV (KODAK Gel Logic
200 Imaging System). As formas de DNA superenovelado (Fl),
circular relaxado (FII) e linear (FIIl) foram calculadas com base
na intensidade de banda de cada canaleta através de andlise
densitométrica no software Kodak 1D 3.6 Gel Logic. A
intensidade das bandas do DNA supernovelado foi corrigida por
um fator de 1,47 (SREEDHARA; FREED; COWAN, 2000; JIN et
al., 2007) devido & diferente afinidade de ligagdo desta forma ao
brometo de etidio em comparacéo as formas Il e 111 (SHUBSDA;
GOODISMAN; DABROWIAK, 1997).

3.3.5 Ensaios de interacgéo das porfirinas com oligonucleotideo
fluorescente

3.3.5.1 Anelamento do oligonucleotideo

O oligonucleotideo ATCG-FAM utilizado neste estudo é do tipo
hairpin marcado com FAM na extremidade 5°: uma fita Unica de 49
nucleotideos (~15 kDa) com uma regido autocomplementar de 42
nucleotideos (21 pb) e uma regido ndo pareada de 5 timinas para
formacéo do loop.

Previamente as reacfes o oligonucleotideo ATCG-FAM do tipo
hairpin tamponado em Tris-HCI (10 mM pH 7,4) foi aquecido durante 5
minutos & temperatura de 95 °C para desnaturacdo das ligacdes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas e posteriormente resfriado
lentamente durante 1 hora em temperatura ambiente para maior
eficiéncia de anelamento do DNA (renatura¢do) (MARMUR; DOTY,
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1961). Ap6s a renaturacdo do oligonucleotideo foram realizadas as
reacdes descritas a seguir.

3.3.5.2 Reacg0es de clivagem direta

Reacdes padrdo com oligonucleotideo ATCG-FAM (25 pmol) em
tampdo Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) foram
realizadas na presenca das porfirinas HyPtPor e ZnPtPor nas
concentragdes de 1, 5 e 10 uM totalizando um volume de reagdo de 10
pL. Da mesma forma as reagdes padrdo também foram realizadas na
presenca do ligante de sulco menor netropsina para verificar a possivel
ampliacdo da atividade catalitica das porfirinas: as reagdes foram pré-
incubadas com netropsina (10 ou 25 pM) por 30 minutos a 37 °C no
escuro antes da adi¢do das porfirinas nas concentracfes supracitadas.

Todas as reacOes anteriores foram expostas a luz visivel nos
tempos de 0, 15, 30, 60 e 90 minutos, interrompidas com a adic¢éo de 1
uL de acetato de sodio (0,3 M pH 5,2), 1 uL de glicogénio (20 mg mL™
) e 36 uL de etanol 100 % e armazenadas durante 2 horas em freezer -
80 °C para precipitacdo da reacdo. Em seguida as reagdes foram
centrifugadas a 16000 x g durante 35 minutos, os sobrenadantes
descartados, os sedimentados lavados com 50 pL de etanol 70 %,
centrifugados novamente por 15 minutos e secos em centrifugador a
vacuo (Speed vac 5301 Eppendorf). Os sedimentados secos foram
ressuspendidos em 2,5 plL de tampdo formamida (80 % v/v formamida,
NaOH 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, 0,05 % azul de bromofenol e gua
para completar 1 mL de solucdo) e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) 16 %.

3.3.5.3 Reac0es de clivagem direta com piperidina

As reacdes foram preparadas conforme descrito no item anterior
“Reacgoes de clivagem direta”, porém apos a secagem os sedimentados
foram ressuspendidos com 4 uL de piperidina 10 %, misturados em
vortex durante 2 minutos, centrifugados rapidamente para ficarem no
fundo do tubo e aquecidos a 90 °C durante 30 minutos. Apés esse tempo
as amostras foram centrifugadas rapidamente, resfriadas durante 10
minutos em gelo e secas em Speed vac de 30 a 60 minutos. Durante este
tempo de secagem as amostras foram lavadas com 30 pL de éagua
ultrapura duas vezes. Apds secagem completa os sedimentados foram
ressuspendidos em 2,5 uL de tampdo formamida e submetidos a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida 16 %.
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3.3.5.4 Reac0es de footprinting

O protocolo para as reagBes de footprinting foi adaptado de
Swapan e Tullius (2008), Joyner, Reichfield e Cowan (2011), Joyner,
Keuper e Cowan (2013). As reacGes foram preparadas da mesma forma
descrita acima para clivagem direta, porém as reacfes ndo foram
incubadas na presenca de luz. As reacGes com netropsina foram pré-
incubadas por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adi¢do das
porfirinas. A partir de 10 minutos do preparo de todas as reacgdes
adicionou-se 0 Fe(I1)-EDTA e os agentes redutores da seguinte forma:
foram pipetados na parede de cada tubo de reagdo 1 pL de &cido
ascarbico (10 mM em Tris-HCI 10 mM, pH 7,4), 1 uL de Fe(I1)-EDTA
(1 mM) e 1 uL H,0, (0,6 %) de modo que as gotas ndo se tocassem para
ndo iniciar a reacdo de Fenton prematuramente. Ap6s o depdsito da
Gltima gota todas as outras foram misturadas rapidamente e
imediatamente adicionadas a reacdo para incubacdo de 4 minutos no
escuro & temperatura ambiente. Em seguida cada reacdo foi
interrompida com a adicdo de 1 pL de tiouréia (100 mM), precipitada
conforme protocolo descrito no item 3.3.5.2 para clivagem direta e
submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 16 %.

3.3.5.,5 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 16%

As placas de vidro para montagem do gel foram previamente
lavadas com detergente neutro e agua corrente, limpas com etanol e
isopropanol e recobertas com Repel-Silane ES e cloroférmio (1:1 v/v)
nas faces que entrariam em contato direto com o gel — para evitar a
aderéncia do gel ao vidro. Quatro minutos ap6s a aplicacdo do Repel-
silane ES as placas foram sobrepostas (com as faces recobertas voltadas
para o lado interno) com espagadores de 1 mm nas laterais e vedadas as
laterais e parte inferior com fita adesiva para evitar o vazamento do gel
ndo polimerizado.

A solugdo para o gel de poliacrilamida 16 % (40 mL de
acrilamida:bis-acrilamida 40 % 19:1, 10 mL de tampdo TBE 10 X,
42,06 g uréia - 7 M) foi preparada e submetida a agitacdo até a completa
diluicdo da uréia e em seguida adicionou-se &gua ultrapura até
completar o volume de 100 mL. Para promover a polimerizagéo do gel
foram adicionados a solugdo 500 pL de persulfato de aménio 10 %
(APS — m/v) e 50 pL tetrametiletilenodiamina (TEMED) e a solugéo foi
imediatamente aplicada entre as placas de vidro para descanso na
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posicdo horizontal por aproximadamente 1 hora até a completa
polimerizacdo do gel. Apb6s esse periodo as placas com o gel
polimerizado foram encaixadas na cuba vertical e o gel foi submetido a
uma “pré-corrida” em tampao TBE 1 X a poténcia constante de 50 W
(~1600- 1700 V) até atingir temperatura entre 45 e 55 °C para
estabilizacdo e aquecimento do gel a fim de evitar a renaturacdo do
DNA na aplicacdo das amostras (DOTY, 2003).

As reacdes de clivagem direta, com ou sem piperidina, e as
reacOes de footprinting ressuspendidas em tampédo formamida foram
aquecidas por 3 minutos a 95 °C para desnaturagdo completa de
pareamentos inespecificos do DNA e linearizagdo do oligonucleotideo.
As amostras foram imediatamente aplicadas no gel para corrida
eletroforética de 02h15min a poténcia constante de 50 W em tampéo
TBE 1 X. Também foram aplicadas no gel a sonda ATCG intacta (sem
tratamento) para visualizagdo da qualidade da sonda e ainda a ATCG
submetida ao tratamento quimico de depurinacdo, conforme protocolo
proposto por Maxam e Gilbert (1977), como marcador de sequéncia
especifico para adenina e guanina (purinas). Apds a corrida o gel foi
revelado em scanner de fluorescéncia Typhoon™ FLA 9000 (Fuji Film)
e analisado no software MultiGauge (Fuji Film).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados descritos a seguir, com excecdo dos géis de
clivagem direta e footprinting, foram publicados na revista Dalton
Transactions da The Royal Society of Chemistry - artigo aceito em
25 de dezembro de 2016 conforme APENDICE B.

3.4.1 Ensaios de dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) mensura a
absorbancia diferencial entre a luz circularmente polarizada a esquerda e
a direita de moléculas que tenham unidade opticamente ativas. Essa
técnica tem sido amplamente utilizada em estudos de mudancas
conformacionais de macromoléculas e em ensaios de interacdo destas
com pequenas moléculas (RODGER, 2010). Neste trabalho, o dicroismo
circular foi aplicado como técnica para a determinacdo de mudancas
conformacionais do DNA induzidas pelas porfirinas H,PtPor e ZnPtPor.
As interacdes entre complexos metalicos e 0 DNA podem afetar a
estrutura eletrbnica e as caracteristicas eletrdnicas do espectro de ambas
as moléculas (RODGER, 2010). Neste trabalho, foram realizadas
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titulagdes de volumes crescentes dos metalocomplexos ao CT-DNA
tamponado e observou-se que a adicdo de H,PtPor ou ZnPtPor
promoveu modificacbes no espectro do B-DNA (dupla fita com
helicidade a direita). O espectro de CD caracteristico de um CT-DNA
apresenta duas bandas: uma banda negativa em 245 nm relativa a
helicidade a direita do DNA forma B e uma banda positiva em 275 nm
referente ao empilhamento das bases nitrogenadas (SHAHABADI;
KASHANIAN; FATAHI, 2011). Nos experimentos realizados,
conforme demonstrado na Figura 14, houve um decréscimo significativo
das bandas negativas e positivas e um sinuoso deslocamento
batocrdmico (red shift — deslocamento para regido do vermelho), na
presenca de ambas as porfirinas sugerindo uma interagéo entre as bases
nitrogenadas do CT-DNA e o0s anéis aromaticos dos complexos
(SHAHABADI; KASHANIAN; FATAHI, 2011).

Figura 14 — Espectro de dicroismo circular das titulagBes de porfirinas em CT-
DNA.
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Reacdo inicial: CT-DNA (200 uM pb) em solucdo tampao de Tris-HCI (10 mM,
pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v). Titulagdo de volumes crescentes das porfirinas
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a) H,PtPor e b) ZnPtPor nas razBes estequiométricas (r=[porfirina]/[DNA]) de
0,00; 0,04; 0,10; 0,16; 0,23; 0,29; 0,35 e 0,41, respectivamente.
Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

As interacGes entre porfirinas e DNA podem gerar espectros de
dicroismo circular induzido (ICD) refletindo uma mudanca na geometria
da droga, como uma torcdo quiral ao longo dos cromdéforos das
porfirinas ou uma combinacdo das transicdes eletrdnicas da droga e do
DNA, como as mudancas conformacionais da forma B para forma Z ou
ainda uma transicdo de um DNA dupla fita para simples fita (BALAZ et
al., 2007; RODGER, 2010). Nestes ensaios foi verificado o
aparecimento de bandas de ICD entre 443-420 nm para adicdo de
H,PtPor e 448-420 nm para adi¢do de ZnPtPor (Fig. 15). Intera¢des do
tipo externas ou por sulco (regiGes AT) estdo associadas ao aumento de
uma banda positiva de ICD, como observado para as duas porfirinas,
enquanto 0 aumento da uma banda de ICD negativa, observada para
H,PtPor, pode estar relacionada a fendmenos de intercalagdo em regides
CG (FIEL; JENKINS; ALDERFER, 1990;RODGER, 2010). Os
resultados sugerem que estas Pt(ll)-porfirinas se aproximam da dupla
fita de DNA através de ligaches externas e ao mesmo tempo
paralelamente ao eixo das bases nitrogenadas, no caso da porfirina base-
livre HyPtPor. A Tabela 1 apresenta as concentragdes de CT-DNA,
porfirinas e acetonitrila em cada titulago. As titulagdes controles para
verificar o efeito de diluicdo do DNA e efeito das porfirinas em tampéo
estdo apresentadas nas Figuras 16 e 17.
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Figura 15 - Espectro de dicroismo circular induzido das titulagbes de porfirinas
em CT-DNA.
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Reacdo inicial: CT-DNA (200 uM pb) em solugdo tampao de Tris-HCI (10 mM,
pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v). Titulagdo de volumes crescentes das porfirinas
a) H,PtPor e b) ZnPtPor nas razdes estequiométricas (r=[porfirina]/[DNA]) de
0,00; 0,04; 0,10; 0,16; 0,23; 0,29; 0,35 e 0,41, respectivamente.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Tabela 1 - TitulagGes realizadas para as analises de dicroismo circular.

Titulagdo [pL] | % CH;CN | [Complexo] (uM) | [CT-DNA] (uM) | r [complexo]/[CT-DNA]
0 2% 0,00 200,00 0,00
6 35% 7,39 197,04 0,04
16 6 % 19,23 192,31 0,10
26 8,5 % 30,52 187,79 0,16
36 11 % 41,28 183,49 0,23
46 135 % 51,57 179,37 0,29
56 16 % 61,40 175,44 0,35
66 18,5 % 70,82 171,67 0,41

Reacdo inicial: CT-DNA (200 uM bp) em solucéo tampéo de Tris-HCI (10 mM,
pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v).
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Figura 16 — Espectro de CD da titulacio das porfirinas em tampéo.
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Reacdo inicial: solu¢do tamp&o de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (2 %
v/v). A titulagdo com volumes crescentes dos complexos em tampdo esta
demonstrada na tabela 1.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Figura 17 — Espectro da titulacdo de acetonitrila em CT-DNA.
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Reacdo inicial: CT-DNA (200 uM bp) em solucdo tampéo de Tris-HCI (10 mM,
pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v). A titulagio com volumes crescentes de
acetonitrila em CT-DNA esta demonstrada na Tabela 1.
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Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).
3.4.2  Andlises de desnaturacgéo térmica do CT-DNA

Ensaios de desnaturacdo térmica (melting) do DNA dupla fita sdo
utilizados no estudo da interacdo entre pequenas moléculas e DNA
através da determinacdo da estabilidade da estrutura secundaria do
DNA. Os dados de desnaturacdo térmica refletem a transicdo da
estrutura dupla fita para a simples fita das moléculas de DNA
submetidas a uma “rampa” lenta de aquecimento (BELOZEROVA,
LEVICKY, 2012; GUEDIN; MERGNY; LACROIX, 2010; MERGNY;
LACROIX, 2004). A intensidade da interagdo com o DNA pode alterar
a estabilidade da dupla hélice e consequentemente sua temperatura de
desnaturagdo (melting temperature — T,), como acontece na interacéo
com agentes intercalantes que se ligam covalentemente a0 DNA
promovendo maior estabilidade a estrutura e aumentando
significativamente sua Ty, pelo atraso na desnaturacdo (BALAZ et al.,
2007; PODDUTOORI; PODDUTOORI; MAIYA, 2006;). T, ou
temperatura de transicao refere-se a temperatura de equilibrio na qual 50
% da amostra esta preservada na forma de dupla hélice e 50 % esta na
forma de simples fita e é dependente da composi¢do do DNA: quanto
maior a porcentagem de bases C e G maior serd a T, devido a maior
guantidade de ligacbes de hidrogénio que contribuem para a
estabilizacdo da estrutura do DNA favorecendo as interacGes de
empilhamento dos pares de base C e G com as bases adjacentes
(BALAZ et al., 2007; DOTY, 2003; MARMUR; DOTY, 1962;
SHAHABADI; KASHANIAN; FATAHI, 2011).

Os experimentos de desnaturacdo térmica de CT-DNA foram
realizados na auséncia e presenca das porfirinas H,PtPor e ZnPtPor
seguindo a razdo estequiométrica de r = 0,02 ([porfirina]/[CT-DNA])
conforme demonstrado na Figura 18. A porfirina base-livre apresentou
um aumento de 2,03°C enquanto a de Zn(ll) aumentou em 1,3 °C a
temperatura de desnaturacdo em relagdo a T, do controle de CT-DNA.
Os resultados demonstraram que a interacdo com as Pt(Il)-porfirinas
promoveu uma maior estabilidade da dupla fita a desnaturacdo térmica,
porém a variacdo dos T, ndo foi muito grande sugerindo que as cargas
positivas dessas porfirinas colaboraram com a neutralizagdo da estrutura
polianiénica do DNA diminuindo a repulsdo entre fitas e aumentando a
estabilidade da dupla hélice (AROUNAGUIRI et al., 2000; BALAZ et
al, 2007; MARMUR; DOTY, 1962).
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Figura 18 — Curva de desnaturagdo térmica de CT-DNA na auséncia e presenga
das porfirinas.
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Reacdo inicial: CT-DNA (200 uM pb) em solu¢do desnaturante (1,5 mM
Na,HPO,, 0,5 MM NaH,PO, e 0,25 mM Na,EDTA) na presenca e auséncia dos
complexos de platina(ll) (H,PtPor e ZnPtPor) na razéo estequiométrica de 0,02
(r=[porfirina)/[[DNA]). O Tm foi estimado utilizando a aproximacéo sigmoidal
de Boltzman.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

3.4.3  Estudos de fotoclivagem do DNA plasmidial

Ensaios de clivagem de DNA plasmidial superenovelado foram
realizados para visualizacdo e quantificacdo relativa dos fragmentos de
clivagem provenientes da interacdo porfirinas-DNA. Em relacdo ao
grupo controle ndo houve evidéncia de clivagem na presenca das Pt(I1)-
porfirinas (H,PtPor e ZnPtPor) apds incubagdo por 24 horas no escuro.
Devido ao fato das porfirinas possuirem propriedades fotofisicas de
absorcdo da luz foram realizados ensaios de fotoclivagem - com as
reacOes incubadas na presenca de luz visivel - com o intuito de induzir
atividade catalitica dessas porfirinas e, de fato, foi possivel observar o
aumento dos fragmentos de DNA apds a fotoirradiacdo (Fig. 19). Néo
foi possivel a visualizacdo das amostras com porfirinas em
concentragcdes acima de 5 pM possivelmente devido a inibicao
competitiva das porfirinas com o brometo de etidio impossibilitando que
este intercalasse com o DNA e emitisse a fluorescéncia (LEPECQ;
PAOLETTI, 1967; NAFISI et al., 2007; SHUBSDA; GOODISMAN;
DABROWIAK, 1997). O precursor 4-TPyP também foi investigado
(Fig. 20), mas ndo apresentou atividade de clivagem no escuro e baixa
atividade sob radiacdo de luz visivel, indicando que a inser¢do dos
compostos de coordenacao Pt(11)-bpy foi essencial para a promogéo da
atividade de clivagem de DNA por Pt(Il)-porfirinas.
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Figura 19 — Clivagem de DNA-plasmidial na presenca das porfirinas.
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Reacdes padrdo: DNA plasmidial (~25 puM pb) em solucéo tampéo de Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v). Curvas de concentragdo dos
complexos (1-5 uM) de H,PtPor (A e B) e ZnPtPor (C e D). Figura: a) Ctrl —
controle sem complexo. Escuro (A e C): todas as reagOes foram incubadas
durante 24 horas a 37 °C no escuro. Luz visivel (B e D): todas as rea¢des foram
incubadas durante 90 minutos a 37 °C com exposi¢do a luz visivel. Os dados
representados referem-se a média e desvio padrao.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Figura 20 — Clivagem de DNA-plasmidial na presenca da precursora 4-TPyP
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Reacdes padrdo: DNA plasmidial (~25 pM pb) em solucéo tampéo de Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) com 4-TPyP (3 uM) a 37 °C. Escuro:
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as reagBes foram incubadas durante 24 horas a 37 °C no escuro. Luz visivel: as
reagBes foram incubadas durante 90 minutos com exposic¢éo & luz visivel. Os
dados representados referem-se a média e desvio padrao.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

3.4.4  Efeito da forca idnica na clivagem do DNA

O efeito da forca ibnica na interacdo porfirina-DNA foi avaliado
para verificar se a neutralizacdo das cargas negativas do plasmidio afeta
a atividade das porfirinas. Para evitar que a coordenacdo de ions ao
centro metalico iniba a atividade das porfirinas foi utilizado o sal
perclorato de litio, pois o perclorato ClO4 ndo interage fortemente com
0 metal. Quantidades crescentes de perclorato de litio (LiCIO,4) foram
adicionadas as reacdes — curva de concentracdo. Pode-se observar uma
diminuicdo da atividade de clivagem proporcional ao aumento da
concentracdo do LiCIO, na presenca de H,PtPor e um efeito mais
atenuado na presenca de ZnPtPor (Fig. 21). De fato as cargas positivas
das Pt(I)-porfirinas parecem ter fungdo fundamental na interacdo DNA-
porfirina através das forcgas eletrostaticas com a hélice polianidnica do
DNA, forcas estas importantes nas interacbes de =-stacking que
juntamente com dipolo-dipolo estabilizam a interagdo eletronicamente
(BARRAGAN et al., 2004; KIM; NORDEN, 1993; NAFISI et al, 2007).

Figura 21 — Clivagem de DNA-plasmidial na presenca das porfirinas e curva de
concentracdo de LiCIO,,
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ReagOes padrdo: H,PtPor (A) e ZnPtPor (B) 4 pM, DNA plasmidial (~25 pM
pb) em solugdo tampéo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v).
C - Controle sem porfirina e C + Li - controle + LiClIO, 100 mM. Curva de
concentracgdo de LiCIO, : 0-100 mM. Todas as rea¢6es foram incubadas durante
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90 minutos a 37 °C com exposicdo a luz visivel. Os dados representados
referem-se & média e desvio padréo.
Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

3.4.5 Mecanismo de interacgéo porfirina-DNA

A incubacdo prévia das reacOes na presenca de ligantes de sulco
foi realizada para estudar a seletividade de ligacdo desses complexos aos
sulcos do DNA dupla fita. Esses ligantes atuaram com blogueadores ora
do sulco maior, ora do sulco menor para avaliacdo da atividade de
clivagem das Pt(ll)-porfirinas. Foram utilizados ligantes classicos: o
verde de metila como bloqueador de sulco maior e a netropsina como de
sulco menor.

A prévia incubacdo com verde de metila promoveu a diminuicao
do aparecimento de DNA circular apés fotoirradiacdo na presenca de
todas as Pt(ll)-porfirinas. A netropsina é um antibiético ligante de sulco
menor do DNA com alta especificidade pelos pares de bases adenina e
timina (LEWIS et al., 2011; KIM; NORDEN, 1993; VAN DYKE;
HERTZBERG; DERVAN, 1982). Ela apresenta grupos positivamente
carregados que interagem com as cargas negativas dos grupos fosfatos
do DNA, forma ligagcbes de hidrogénio com os aceptores das bases
nitrogenadas empilhando nas regides com A e T e se ligando ao sulco
menor em uma conformago curva ou em uma conformagdo mais linear
ligada a uma molécula de agua para se ajustar a curvatura do sulco
menor (BELOZEROVA; LEVICKY, 2012; LEWIS et al., 2011). A
incubacdo com netropsina proporcionou um grande aumento na
atividade de todas as porfirinas, sendo que o aumento na presenca da
ZnPtPor foi maior que o observado para a base livre H,PtPor (Fig. 22 e
23). Esse fenbmeno ja foi reportado nos estudos com as TACN-
porfirinas  (triazas -  meso-mono-[4-(1,4,7-triazaciclononanil)]-
tri(fenil)]porfirina) apresentados no capitulo | desta tese (AURAS et al.,
2016).

Os resultados aqui apresentados sugerem que as porfirinas
tetraplatinadas interagem com o DNA preferencialmente através do
sulco maior (AROUNAGUIRI et al., 2000). J& foi reportado que a
insercdo do ion Zn(ll) no macrociclo da porfirina promove maior
interacdo ao DNA do que o macrociclo livre, sendo que o centro do ion
Zn(ll) se liga a timina deprotonada e interage com grupos no sulco
maior do DNA (SITERS et al., 2015) possivelmente devido a mudanga
no carater de acidez de Lewis causada pelas variacBes nos grupos
doadores do macrociclo (BONFA et al., 2003; SITERS et al., 2015).



91

Figura 22 - Clivagem de DNA-plasmidial na presenca das porfirinas e ligantes
de sulco.
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Reacdes padrdo: DNA plasmidial (~25 puM pb) em solucéo tampéo de Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) com H,PtPor (A) ou ZnPtPor (B) 4
UM (concentracdo final). Ligantes de sulco: verde de metila (MG - methyl
green) e netropsina (NET). C - Controle sem porfirina; C +GB (ligante de sulco
- groove binder)- controle + ligante de sulco correspondente; C + MG - controle
+ verde de metila 50 uM; C + NET - controle + netropsina 50 uM. Curva de
concentracdo dos ligantes de sulco: 2,5 - 50 uM. Todas as rea¢des foram pré-
incubadas durante 30 minutos no escuro e posteriormente os complexos foram
adicionados e as reacOes incubadas durante 90 minutos a 37 °C com exposicao a
luz visivel.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).
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Figura 23 — Representacdo grafica da clivagem de DNA-plasmidial na presenga
das porfirinas e ligantes de sulco.
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ReagOes padréo: H,PtPor (A e B) e ZnPtPor (C e D) 4 pM, DNA plasmidial
(~25 uM pb) em solugdo tampéo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila
(25 % vl/v). C - Controle sem porfirina e C + MG - controle + verde de metila
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50 uM; C + NET - controle + netropsina 50 uM. Curva de concentragdo dos
ligantes de sulco: 2,5 - 50 uM de verde de metila ou netropsina. Todas as
reagdes foram pré-incubadas durante 30 minutos no escuro e posteriormente 0s
complexos foram adicionados e as reagdes incubadas durante 90 minutos a 37
°C com exposicdo a luz visivel. Os dados representados referem-se a média e
desvio padréo.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

3.4.6 Investigacdo do mecanismo catalitico

As espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo envolvidas em
danos oxidativos ao DNA (JIANG et al., 2007) e espécies como o
oxigénio singlete e o superdxido participam de uma série de reagdes
como as de Fenton resultando na geracdo de radicais hidroxila muito
reativos que atacam diversas biomoléculas como &cidos nucleicos,
proteinas e lipidios (JAIN; TULLIUS, 2008; SHCHERBAKOVA et al.,
2006; SUN et al., 2017). Metalocomplexos podem atuar como nucleases
oxidativas devido ao fato do ion metalico poder realizar reagdes do tipo
Fenton e promover danos ao DNA através da remog¢do de um atomo de
hidrogénio da desoxirribose (SUN et al., 2017). Para verificar se as
EROs estdo envolvidas no mecanismo catalitico dessas Pt(ll)-porfirinas
as reacOes de clivagem foram realizadas na presenca de sequestradores
de EROs para verificar se 0 sequestro dessas espécies impediriam a
fragmentacdo do DNA (KI para superoxido, DMSO e t-BuOH para
radical hidroxila e NaN;3 para oxigénio singlete) (XU et al., 2010). Os
resultados apresentados nas Figuras 24-26 demonstram que ndo houve
inibicdo da clivagem do DNA na presenca dos sequestradores de
oxigénio singlete ou radical hidroxila. No entanto, na presenga do
sequestrador Kl observa-se a reducdo da atividade de ambas as
porfirinas, de forma mais acentuada para a porfirina base livre. Os ions
cloretos das Pt(Il)-porfirinas sdo labeis e substituidos por uma molécula
de 4gua quando em solugdo possibilitando a interacdo com o Kl que , de
acordo com a literatura, promove o decaimento da absor¢do da banda
Soret da porfirina e a inibicdo da fotoclivagem do DNA (ZHU et al.,
2016). Para verificar esta informacdo foram realizadas titulagdes com Kl
e 0 decaimento na absorcao da porfirina foi observado, corroborando o
apresentado pela literatura e o observado neste trabalho (dados néo
demonstrados).
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Figura 24 - Clivagem de DNA-plasmidial na presenca das porfirinas e
sequestradores de EROs.
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Reacdes padrdo: H,PtPor (A) e ZnPtPor (B) 4,0 uM, DNA plasmidial (~25 pM
pb) em solugéo tampéo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v).
C - Controle sem porfirina e C + sequestrador - controle + sequestrador
correspondente. Sequestradores adicionados: t-BuOH e DMSO (0,8 mM), KI (8
mM) e NaN; (8 mM). Todas as reacdes foram incubadas durante 90 minutos a
37 °C com exposicao a luz visivel. Os dados representados referem-se a média e
desvio padrédo.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).
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Figura 25 - Clivagem de DNA-plasmidial na presenca de sequestradores de
EROs e concentragdes crescentes de H,PtPor.
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ReacOes padrdo: H,PtPor (1-5 uM), DNA plasmidial (~25 uM pb) em solucédo
tampdo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). C +
sequestrador — controle sem porfirina + sequestrador correspondente.
Sequestradores adicionados: (A) t-BuOH (0,8 mM), (B) DMSO (0,8 mM), (C)
KI (8 mM) e (D) NaN; (8 mM). Todas as reagdes foram incubadas durante 90
minutos a 37 °C com exposic¢ao a luz visivel. Os dados representados referem-
se a média e desvio padrao.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).
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Figura 26 - Clivagem de DNA-plasmidial na presenca de sequestradores de
EROs e concentragdes crescentes de ZnPtPor.
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ReacOes padrdo: H,PtPor (1-5 uM), DNA plasmidial (~25 uM pb) em solucédo
tampdo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). C +
sequestrador — controle sem porfirina + sequestrador correspondente.
Sequestradores adicionados: (A) t-BuOH (0,8 mM), (B) KI (8 mM), (C) NaN,
(8 mM) e (D) DMSO (0,8 mM). Todas as reacdes foram incubadas durante 90
minutos a 37 °C com exposic¢ao a luz visivel. Os dados representados referem-
se a média e desvio padrao.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Para facilitar o sequestro dos EROs a concentragdo das porfirinas
foi reduzida para a diminuicdo da geracdo de EROs, entretanto, mesmo
nestas condigBes ndo houve inibi¢do da atividade das porfirinas (Fig.
27). Da mesma forma néo foi verificado efeito inibitério na presenca de
TEMPO, um sequestrador de radicais centrados em carbono (Fig. 28).
Na tentativa de compreender o mecanismo catalitico destas porfirinas
optou-se por excluir o oxigénio do meio reacional através de ensaio
realizado em atmosfera de argdnio (Fig. 29 e 30) e foi possivel observar
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inibicdo da clivagem de DNA principalmente na presenca da porfirina
base livre H,PtPor.

As Pt(I)-porfirinas sdo 6timas geradoras de oxigénio singlete e
acredita-se que a avida ligacdo ao DNA impossibilita que a azida de
sodio sequestre o 'O, pois é possivel que a geragdo das EROs ocorram
tdo rapidamente e muito préxima ao DNA, como ja reportado para uma
porfirina de Zn(lI1) 6tima geradora de oxigénio singlete (KOVALEVA et
al., 2014). A inibicéo da clivagem observada nos ensaios em atmosfera
de argbnio demonstra que ha participacdo do oxigénio na clivagem,
porém ela também ocorre em sua auséncia. Dessa forma os resultados
apresentados indicam que a fotoclivagem de DNA pelas Pt(I1)-porfirinas
segue 0 mecanismo misto, baseado em vias oxidativas e nao oxidativas,
sendo que para o complexo de Zn(ll) 0 mecanismo mais provavel seja o
hidrolitico, como ja descrito na literatura para metalocomplexos e
enzimas naturais com Zn(11) (MANCIN et al., 2005; KATSOULAKOU
et al., 2002; SITERS et al., 2015; XU et al., 2010; WAN et al., 2006).
Dentre os compostos investigados para uso como fotossensibilizadores
em TFD h4 grande interesse por complexos com metais de transi¢do que
sejam fotoativos e que tenham um mecanismo de acdo que ndo envolva
somente uma via oxidativa, mas que também sejam capazes de
promover a catalise por via ndo oxidativa, principalmente para
promover a morte celular em tumores hipoxicos, normalmente os mais
agressivos (LI et al., 2013; JOYCE et al., 2010).

Figura 27 - Clivagem de DNA-plasmidial na presenca das porfirinas e NaNs.
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ReagGes padrdo: H,PtPor ou ZnPtPor (250 nM (A) e 1 uM (B)), DNA
plasmidial (~25 uM pb) em solugdo tampdo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e
acetonitrila (25 % v/v). Sequestrador adicionado: NaN; (8 mM). C — controle
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sem porfirinas. Todas as rea¢des foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C
com exposi¢do a luz visivel. Os dados representados referem-se & média e
desvio padréo.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Figura 28 - Clivagem de DNA-plasmidial na presenga das porfirinas e TEMPO.
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Reacles padrdo: H2PtPor ou ZnPtPor (1 uM), DNA plasmidial (~25 puM pb) em
solucdo tampdo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v).
Sequestrador adicionado: TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidina- 1-oxil) (0,5
mM). Ctrl — controle sem porfirinas. Ctrl + TEMPO — controle + TEMPO (0,5
mM). Todas as rea¢Bes foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com
exposicdo a luz visivel. Os dados representados referem-se a média e desvio
padréo.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Figura 29 - Clivagem de DNA-plasmidial em atmosfera de argdnio.
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Reagdes de clivagem de DNA plasmidial e com as porfirinas H,PtPor e ZnPtPor
(1 uM) foram realizados na presenga de oxigénio e em atmosfera de argdnio
(Ar). Reacgoes padrdo: H,PtPor ou ZnPtPor (1 uM), DNA plasmidial (~25 puM
pb) em solucéo tamp&o de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v).
Ctrl — controle sem porfirinas. FEEDTA — controle + Fe(Il)EDTA (100 pM) +
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DTT (1,4 — ditiotreitol; 10 mM). Todas as reagdes foram incubadas durante 90
minutos a 37 °C com exposicéo a luz visivel.
Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

Figura 30 — Representacdo gréafica da clivagem de DNA-plasmidial em
atmosfera de argonio.
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Reacdes padrdo: H,PtPor ou ZnPtPor (1,0 uM), DNA plasmidial (~25 puM pb)
em solucéo tampéo de Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v). Ctrl
— controle sem porfirinas. Ar — argdnio. Ox — oxigénio. FEEDTA — controle +
Fe(INEDTA (100 puM) + DTT (1,4 — ditiotreitol; 10 mM). Todas as reagoes
foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com exposi¢do a luz visivel. Os
dados representados referem-se & média e desvio padréo.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017).

3.4.7 Clivagem direta e footprinting

Os fragmentos resultantes da interagdo do DNA com as Pt(Il)-
porfirinas foram sequenciados em gel de poliacrilamida 16 % para
investigar se a clivagem de DNA induzida pelas porfirinas ocorre em
sequéncias especificas. Este método é utilizado para definicdo dos
pontos de clivagem induzidas por nucleases (HENICHART et al.,
1997). Reagdes com as porfirinas e oligonucleotideo ATCG (49 bases -
~15 kDa) do tipo hairpin marcado com FAM na extremidade 5’ foram
realizadas para localizacdo de pontos de clivagem direta (Fig. 31). Os
hairpins sdo formados quando uma fita realiza pareamento com uma
porcdo da mesma fita formando um loop na por¢do ndo pareada
resultando em uma estrutura parecida com um grampo de cabelo
(BIKARD et al., 2010).
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Figura 31 — Oligonucleotideo ATCG-FAM no formato hairpin.

SCCGATTATTTAATCGCCGGCCGCT »
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Fonte: acervo da autora.

As duas porfirinas promoveram o0 desaparecimento da sonda
intacta e o aparecimento de fragmentos proporcionalmente ao tempo de
exposicdo da reagdo a luz. Os cortes, predominantemente em purinas,
deram origem a fragmentos com extremidades 3’ fosfato, porém
também é possivel visualizar clivagens oxidativas com formacdo de
extremidades 3’ fosfoglicolato (3’-PG). A clivagem oxidativa do DNA
pode gerar diversos tipos de produtos (fragmentos) dependendo da
posicdo em que um préton da pentose é removido, seja em C-1', C-2', C-
3', C-4', C-5". A remocdo do préton desencadeia uma série de reacoes de
eliminacdo resultando em diversos fragmentos, como por exemplo, o
fosfoglicolato que é fruto da remoc¢do de um hidrogénio do carbono 4’
da desoxirribose na presenca de O, (PATWARDHAN; COWAN, 2001).
Clivagens hidroliticas geram terminais 3’ hidroxila (3’-OH) e 3’ fosfato
(3’-OPO03), 0s marcadores de Maxam e Gilbert (1977) geram fragmentos
3'-OP0O; e clivagens oxidativas por Fe(IDEDTA e peréxido de
hidrogénio geram terminais 3'-OPO; e 3' fosfoglicolato (KOVACIC;
WELCH; FRANKLIN, 2003).

Na presenca das porfirinas na concentragcdo de 1 uM os cortes
ocorreram predominantemente nas posicbes A7PG, All, Al2, G15,
C17PG, G18 , G19 e G22 (Fig. 34 e 36). A porfirina de Zn(Il) ainda
apresentou clivagem em G29. Este padrdo de clivagem nédo se alterou
nas amostras com netropsina. Com o0 aumento da concentracdo da
metaloporfirinas (5 ou 10 uM) a clivagem foi muito mais intensa e
predominantemente em A7PG, C17PG e G15, mesmo para as amostras
com netropsina (Fig. 35-38). A netropsina apenas intensificou a
clivagem promovida pelas porfirinas e apresentou uma corrida
caracterizada pelo arrasto perto da localizacdo da sonda intacta e mesmo
diminuindo a concentragdo do antibidtico ndo foi possivel minimizar
este efeito.

Nas amostras tratadas com piperidina os pontos de clivagem em
ATPG e C17PG desaparecem dando lugar para clivagens mais intensas
em G3 e G15 (proporcional ao tempo de exposi¢do anterior ao
tratamento com piperidina). Pode-se observar que o mesmo acontece
para as amostras com netropsina. O tratamento com a piperidina
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normalmente promove a clivagem das ligacOes fosfodiéster em sitios
abéasicos resultantes das modificacbes na base nitrogenada e/ou
clivagem da ligacdo glicosidica. A perda da base desestabiliza a
estrutura do DNA e o deixa mais susceptivel a clivagem da ligacdo
fosfodiéster no 3°OH do nucleotideo abasico. Dessa forma os resultados
apresentados sugerem que os fragmentos em A7PG e C17PG
possivelmente eram sitios abasicos e por isso desapareceram apds 0
tratamento com piperidina promovendo assim o aparecimento de
fragmentos de menor massa molecular em G3 e G15 (Fig. 34-36).

As clivagens oxidativas em A7PG e C17PG ocorreram com
diferenca de 10 nucleotideos no mesmo lado da fita antes da formag&o
do hairpin (Fig.32). Considerando a estrutura do hairpin em dupla
hélice provavelmente estes pontos de clivagem estariam na mesma face
estando o primeiro ponto no inicio e o outro no fim de uma volta inteira
da simples fita. Estes dados reforcam a indicacdo de que as Pt(Il)-
porfirinas interajam externamente e de forma paralela ao eixo da dupla
hélice de DNA (Fig. 33).

Figura 32 — Oligonucleotideo ATCG-FAM no formato hairpin com marcagéo
dos sitios de clivagem oxidativa (3’PG) observados no gel de poliacrilamida.

SCCGATTATTTAATCGCEGGCCGCT
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Fonte: acervo da autora.
Figura 33 — Hélice da porcéo pareada do oligonucleotideo ATCG-FAM com

marcacao dos sitios de clivagem oxidativa (3°’PG) observados no gel de
poliacrilamida.

Fonte: acervo da autora. Estrutura gerada através do software Avogadro
(HANWELL et al., 2012).
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Figura 34 — Clivagem direta do oligonucleotideo ATCG-FAM na presenca da
H,PtPor (1 uM), netropsina e piperidina.
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Reacles padrdo: oligonucleotideo ATCG-FAM (25 pmol) em tampé&o Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presenca da porfirina H,PtPor (1
HUM). Reagdes padrdo também foram pré-incubadas com netropsina (10 uM) por
30 minutos a 37 °C no escuro antes da adicdo da porfirina. ATCG: sonda
intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. Ctrl: na auséncia de
porfirina. Todas as reagGes foram incubadas na presenca de luz visivel durante
0, 30, 60 e 90 minutos, precipitadas, ressuspendidas ou ndo em piperidina 10 %
(P) e posteriormente em tampdo formamida. As setas apontam clivagem
diferencial em A7PG e C17PG Imagem representativa.
Fonte: acervo da autora.
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Figura 35 - Clivagem direta do oligonucleotideo ATCG-FAM na presenca da
H,PtPor (5 pM), netropsina e piperidina.
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Reagbes padrédo: oligonucleotideo ATCG-FAM (25 pmol) em tampdo Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presenca da porfirina H,PtPor (5
HUM). Reagdes padrdo também foram pré-incubadas com netropsina (10 uM) por
30 minutos a 37 °C no escuro antes da adicdo da porfirina. ATCG: sonda
intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. Todas as reagdes foram
incubadas na presenca de luz visivel durante 0, 30, 60 e 90 minutos,
precipitadas, ressuspendidas ou ndo em piperidina 10 % (P) e posteriormente
em tampéo formamida. Imagem representativa.

Fonte: acervo da autora.
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Figura 36 - Clivagem direta do oligonucleotideo ATCG-FAM na presenca da
ZnPtPor (1 e 5 uM), netropsina e piperidina.
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Reagdes padrdo: oligonucleotideo ATCG-FAM (25 pmol) em tampdo Tris-
HCI (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presenca da porfirina ZnPtPor
(1 e 5 uM). ReagOes padrdao também foram pré-incubadas com netropsina (10
uM) por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adi¢cdo da porfirina. ATCG:
sonda intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. Todas as reagdes
foram incubadas na presenca de luz visivel durante 0, 30, 60 e 90 minutos,
precipitadas, ressuspendidas ou ndo em piperidina 10 % (P) e posteriormente
em tampdo formamida. Imagem representativa.
Fonte: acervo da autora.
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Figura 37 - Clivagem direta do oligonucleotideo ATCG-FAM na presenca da

H,PtPor e ZnPtPor (1, 5 e 10 uM).
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Reacles padrdo: oligonucleotideo ATCG-FAM (25 pmol) em tampé&o Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presenca das porfirinas H,PtPor e
ZnPtPor (1, 5 e 10 uM). ATCG: sonda intacta. A+G: marcador Maxam e
Gilbert para purinas. Todas as reagcdes foram incubadas na presenca de luz
visivel durante 0, 15, 30, 60 e 90 minutos, precipitadas e ressuspendidas em

tampéo formamida. Imagem representativa.
Fonte: acervo da autora.
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Figura 38 - Clivagem direta do oligonucleotideo ATCG-FAM na presenca da
H,PtPor e ZnPtPor (1, 5 e 10 uM) e netropsina.

2
[}
r r r r r r © ow
02288 oﬂ.e.O"aoﬂc’séoﬂaaéoﬂasé 38%% &
1 i s t !
3 o o [ B o { 3
c49 r’; ool y EE | A N
48 4 T el ~
A47 v A47
A46 y 3l A6
T45 v A44
AM{ ) : ' oW
A43
A43 Ei - A%

G35

A42 ” A39
Ta1 il -4 T G38
110 | BE M) G36

G32

ca7 G31
636 629
G35

34 |

23332 4 -~ WG
631 !

& §o e
s - “ _.G18
27

26 v &

25 - 615
24 5

23

G22 4

21 -

o A12
c1o . A1l
G18

c17

c16

G15

c14

T13

A12 .

A1l . A7
T10 &

9

8

A7

6

5

A4 A4
G3 e

@) _ . .

- e G3
5 5

Reagbes padrédo: oligonucleotideo ATCG-FAM (25 pmol) em tampdo Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presenca das porfirinas H,PtPor e
ZnPtPor (1, 5 e 10 pM). ReacBes padrdo também foram pré-incubadas com
netropsina (25 puM) por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adi¢do da
porfirina. ATCG: sonda intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas.
Todas as reagdes foram incubadas na presenga de luz visivel durante 0, 15, 30,
60 e 90 minutos, precipitadas e ressuspendidas em tampdo formamida. Imagem
representativa.

Fonte: acervo da autora.
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O footprinting é uma técnica amplamente utilizada para
delineamento das ligacfes provenientes da interacdo entre pequenas
moléculas e DNA (JAIN; TULLIUS, 2008; SHCHERBAKOVA et al.,
2006). Normalmente as porcGes de ligacdo da molécula ao DNA séo
protegidas do ataque de nucleases quimicas ou bioldgicas, efeito este
caracterizado pelo desaparecimento destas bandas em um gel de
poliacrilamida. Para a verificacdo e localizacdo dos sitios de ligacdo da
porfirina-DNA foram realizados ensaios de footprinting com
Fe(INEDTA como nuclease quimica na presenca dos reagentes
redutores acido ascorbico e perdxido de hidrogénio para a promogao da
reacdo de Fenton com geracdo de radicais hidroxila altamente reativos
(JAIN; TULLIUS, 2008; SHCHERBAKOVA et al, 2006). Os
resultados demonstraram que a presenca das metaloporfirinas
fragilizaram o oligonucleotideo deixando-o susceptivel ao ataque
oxidativo das espécies radicalares geradas pela interacdo de Fe(I1)EDTA
na presenca dos agentes redutores (reagdo de Fenton) (Fig. 39).
Observa-se que a intensidade da clivagem aumenta na presenca da
netropsina sugerindo que a porfirina se acopla a netropsina ja ligada ao
DNA formando um complexo hibrido. A literatura traz que a formacao
de nucleases artificiais hibridas tem maior potencial como nucleases do
gue complexos metalicos sozinhos (HENICHART et al., 1997). Quando
metalocomplexos sdo associados a ligantes de DNA (fita complementar,
peptideos, proteinas ou moléculas intercalantes ou ligantes de sulco)
formam um hibrido com maior afinidade a estrutura do DNA
possibilitando assim maior interacdo e agdo como nuclease.

Os resultados de clivagem direta e footprinting demonstraram a
capacidade das Pt(ll)-porfirinas em fotoclivar o DNA através de um
mecanismo oxidativo conforme indicado pela presenca de fragmentos
com terminais de clivagem oxidativa (3’PG) nos géis de clivagem direta
e, ainda, que as interagdes porfirina-DNA fragilizaram o0 DNA tornando-
0 mais susceptivel a acdo da nuclease quimica Fe(I)EDTA.
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Figura 39 - Footprinting com o oligonucleotideo ATCG-FAM na presenca da
H,PtPor e ZnPtPor (1, 5 ¢ 10 pM) e netropsina.
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Reagbes padrédo: oligonucleotideo ATCG-FAM (25 pmol) em tampdo Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presenca das porfirinas H,PtPor e
ZnPtPor (1, 5 e 10 pM). ReacBes padrdo também foram pré-incubadas com
netropsina (10 uM) por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adi¢do da
porfirina. ATCG: sonda intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas.
C: controle na auséncia de porfirina. N: netropsina; C + N: controle com
netropsina. Todas as reagdes foram incubadas com 1 pL de &cido ascorbico
(10mM em Tris-HCI 10 mM pH 7,4), 1 pL de Fe(I)EDTA (1 mM) e 1 pL
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H,O, (0,6 %) durante 4 minutos no escuro a temperatura ambiente e
interrompidas com 1 pL de tiouréia (100 mM). PG: para terminais 3’
fosfoglicolato. OPOs: terminal 3 OPO; As reagdes foram precipitadas e
ressuspendidas em tampdo formamida. Imagem representativa.

Fonte: acervo da autora.

35 CONCLUSOES

Os estudos apresentados avaliaram a interagdo entre o DNA
e as meso-tetra(4-piridil)porfirina-tetrakis-
[cloro(2,2 bipiridina)]platina(ll) base livre, H,PtPor, e seu
complexo de zinco, ZnPtPor.

Estas porfirinas sdo fotoativas e apresentaram atividade
catalitica quando expostas a luz visivel demonstrando habilidade
em fotoclivar o DNA na presenca ou auséncia de oxigénio,
sugerindo um mecanismo catalitico misto em que o complexo
apresenta capacidade de nuclease oxidativa ou hidrolitica.
Complexos com esta habilidade sdo desejaveis como antitumorais
por ter acdo também em tumores hipoxicos. A interagdo com o
ligante de sulco menor aumentou a atividade catalitica dessas
porfirinas, sugerindo a formagdo de um complexo hibrido, porém a
especificidade de ligagdo das porfirinas ndo foi alterada.

Os resultados sugerem que a interacdo entre as Pt(ll)-
porfirinas e o DNA aconteca por interacdo externa através da
formacdo de um aduto porfirina-DNA estabilizado pelas
interacBes eletrostaticas entre o complexo e os grupos fosfatos e
que essa interacdo deixa o DNA mais susceptivel ao ataque de
EROs.

Devido a alta habilidade em gerar oxigénio singlete e
fotoclivar o DNA as Pt(ll)-porfirinas podem ser potenciais
candidatas a fotossensibilizadoras para uso em terapia
fotodinadmica.
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4 CAPITULO IV - CONSIDERAGCOES FINAIS E
PERSPECTIVAS

A busca por drogas antitumorais constitui uma preocupacao
mundial visto que o cancer é a segunda maior causa de morte no mundo,
levando a morte cerca de 8,8 milhdes de pessoas somente no ano de
2015 e estima-se que esse numero aumente até 70 % nas proximas duas
décadas (WHO, 2017). Os tratamentos tradicionais ainda proporcionam
diversos efeitos colaterais pois sdo muito agressivos e ndo atingem
somente as células cancerigenas, mas as sadias também. 1sso impulsiona
estudos para o desenvolvimento de métodos mais locais e menos
agressivos a fim de promover maior eficacia no tratamento e melhor
qualidade de vida aos pacientes. Nesse ambito a terapia fotodinamica ja
tem sido utilizada em alguns paises como coadjuvante aos tratamentos
tradicionais e estudos no  desenvolvimento de  drogas
fotossensibilizadoras eficazes é o alvo de diversas pesquisas, tendo em
vista que a técnica tem como objetivo a acdo local da droga por
fotoativacdo Diversos complexos tém sido estudados para esse fim,
desde complexos organicos aos inorganicos, dentre eles destacam-se as
porfirinas (ETHIRAJAN et al., 2011).

As porfirinas sdo macrociclos terrapirrélicos com capacidade de
absorver luz em determinado comprimento de onda e gerar espécies
reativas de oxigénio quando fotoativadas na presenca de oxigénio
molecular. As porfirinas existem na natureza e sdo responsaveis por
intermediar diversos processos biogquimicos através de reagdes de
oxirreducdo (redox), como a fotossintese (clorofila — porfirina com
magnésio) e transporte de oxigénio sanguineo (heme — porfirina com
ferro). Devido sua importancia biolégica o desenvolvimento de
metaloporfirinas biomiméticas as naturais tem sido uma area de intensa
pesquisa (ETHIRAJAN et al., 2011; PRATVIEL, 2016).

Neste trabalho foi estudada a interagdo do DNA com
metaloporfirinas de Zinco(ll) com ligante derivado do 1,4,7-
triazaciclononano e metaloporfirinas de Zinco(ll) com compostos de
coordenacdo de platina(ll) (AURAS et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2017). De modo geral todas as porfirinas estudadas interagiram com o
DNA e apresentaram atividade catalitica quando expostas a luz visivel
(fotoclivagem) por mecanismos mistos sem dependéncia do oxigénio
molecular, fato este interessante para supressdo de tumores hipdxicos
(Lletal., 2013; JOYCE et al., 2010). As Pt(Il)-porfirinas foram as mais
ativas como nucleases e por isso estimularam mais estudos de interacdo
com CT-DNA, DNA plasmidial e oligonucleotideos. Estes estudos,
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demonstrados no capitulo Ill, demonstraram que estas porfirinas
interagem externa e paralelamente ao eixo da dupla hélice de forma a
induzir clivagens oxidativas em nucleotideos da mesma fita.

Como perspectivas pretende-se realizar estudos dessas porfirinas
com DNA G-quadruplex (G4), estrutura presente nos telébmeros. Os
telémeros sdo constituidos pela repeticdio de um hexanucleotideo
simples fita (TTAGGG), capaz de formar a estrutura G-quadruplex e na
maioria das conformacfes as guaninas formam quartetos com variagdo
das posicdes 5' e 3' e sua conformacao, paralela ou antiparalela, depende
das condigdes das solugbes e dos nucleotideos "flanqueados”
(BENIAMINOV et al., 2016). O encurtamento dos teldmeros estd
envolvido em doengas degenerativas e envelhecimento, porém seu
alongamento esta presente em 90 % dos casos de cancer, onde as
telomerases encontram-se ativas impedindo o encurtamento dos
teldmeros de cromossomos mutados e consequentemente a morte da
célula cancerigena (ARTANDI; DePINHO, 2010; JAFRI et al., 2016).
Desta forma, o DNA telomérico € um alvo promissor de pequenas
moléculas com agdo terapéutica anticancer (SHAY et al., 2001; JAFRI
et al., 2016). Relatos na literatura demonstram que a oxidagdo dos
teldmeros inibe a acdo das telomerases e pode vir a ser uma alternativa
para o tratamento do cancer (BENIAMINOV et al., 2016). Devido a sua
aromaticidade as porfirinas interagem com estruturas G-quadruplex (r-
stacking) e possui alta capacidade de oxidar guaninas através da geracédo
de oxigénio singlete (BENIAMINOV et al., 2016). Nesse sentido,
estudos das Pt(ll)-porfirinas com G-quadruplex sdo necessarios para
uma melhor compreensdo das interacdo dessas porfirinas com o DNA
telomérico a fim de auxiliar no desenvolvimento de drogas porfirinicas
para uso clinico no tratamento do cancer.
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We aimed to synthesize a new series of triazacyclononanyl-porphyrins (4 and 5) with the potential ability
to bind DNA. For this, the free-base porphyrin 4 and the corresponding Zni)-complex 5 were synthesized
by the Schiff base formation reaction. The binding ability of the porphyrin derivatives 4 and 5 with DNA
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Introduction

Tetrapyrrole macrocycles are of crucial interest for their poten-
tial applications in diverse fields such as biomimetic models
for photosynthesis,"* electronic materials,® catalysis," and
medicine.”® In the past few decades, the synthesis of por-
phyrin derivatives has emerged as one of the major areas of
research due to the success of these molecules for the eradica-
tion of malignant cells by photodynamic therapy (PDT) after
their selective accumulation in neoplastic tissues.” ™ In
addition, the low darl-toxicity profile, easy removal from the
tissue, and efficiency in generating reactive oxygen species by
the absorption of photons in the visible or near IR region
make them ideal candidates for developing effective photo-
dynamic agents.'"'” These findings have encouraged researchers
to design and synthesize potential targeting anticancer drugs
derived from porphyrins.' Previously, a large number of these
molecules have been synthesized by the coupling of diverse
bioactive units, such as carbohydrates," amino acids,'®
steroids,'® glycosides'” and N-heterocycles,'® to the porphyrin
periphery.
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from calf-thymus was studied by UV-vis and emission spectroscopy. Detailed analysis of the results
suggests that the interaction of these systems most probably occurs through x-stacking and secondary
hydrogen interaction surface binding with ct-DNA. Moreover, we also demonstrate the substantial ability
of porphyrins 4 and 5 to generate 'O and to photocleave plasmid DNA after irradiation.

DNA recognition, binding, cleavage and modification, or
cross-linking by small molecules, have attracted extensive
interest due to their potential applications in the fields of
molecular biology technology and drug development.'*!
There continues to be great interest in macrocyclic polyamines
because of their rich and robust coordination chemistry,*

in many ap of their as bio-
mimetics, in medicine and in catalysis. In particular, those
derived from 1,4,7-tri (TACN) i a privi-
leged elass of ligands for a variety of cations. Transition metal
complexes of TACN have found application as sensors,? metal-
loenzyme models™ as well as hydrolytic agents capable of
the non-oxidative cleavage of a range of substrates, including
activated esters® and DNA.>®?” Thorough literature search
revealed that heterocycles containing an N-donor atom
ring system, such as 1,4,8/11-tetraazacyclotetradecane
(cyclam),*®  1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic
acid (DOTA)* and 1,4,7-triazacyclononane (TACN),* exhibit a
wide spectrum of medical and biomimetical activities, for
example, acting as a chelator for image contrast,’'”* nucleic
acids delivery,”® DNA cleavage®™ or therapeutic agents for
cancer.”**®

By considering the biological significance of these two
classes of molecules, it was contemplated to construct new
triazacyclononane-substituted  porphyrins combining  the
porphyrin and TACN moieties, using 2-chloromethyl-4-methyl-
6-formylphenol (Cmff) as a spacer, in a single molecular
framework. Such hybrid compounds can be a potential candi-
date of new phototherapeutic agents. In an attempt to obtain
more insight into the selectivity and efficiency of DNA

This joumal is @ The Royal Society of Chemnistry and Owner Societies 2016



124

Photochemical & Photobiological Sciences

(0, (i) and (i)

(2 ok

Porphyrin 4; M = 2H;

Porphyrin 5; M = Zn(ll);
Scheme 1 Step reactions for porphyrins 4 and 5. Reaction conditions:
(i) La(OTf)s, toluene, reflux, 10 h; (ii) NaBH,, MeOH/CHCl, 25 °C, 15 min;
(iii) Zn{OAc),-2H,0, MeOH/CHCls, 30 min.

recognition and cleavage by different substituted porphyrins,
we selected the 1,4 7- tnazacyclanonane group due to its good
DNA-

Herein, we aimed to synthesize a new series of Cmff-TACN-
porphyrins (4 and 5, Scheme 1) with the potential ability to
bind DNA. For this, the free-base compound 5-(3-{(4,7-diiso-
propyl-1,4,7-triazacyclononan-1-yl )methyl }-2-hydroxy-5-methyl-
benz-amino)-10,15,20-tri( phenyl)porphyrin 4 and  the
corresponding zinc(i) complex 5 were synthesized. In this
article, TACN-porphyrin hybrid can serve as a nuclease mimic.

The binding ability of the porphyrin derivatives 4 and 5
with DNA from calf-thymus (ct-DNA) was studied by UV-vis
and emission spectroscopy. Detailed analysis of the results
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with the Cmff-TACN 2 compound in the presence of La(OTf);
as a Lewis acld ca(alys( in dry toluene under reflux to afford

the corresp porphyrin i diate 3 (in situ),
which on reducucn by NaBH; in a chloroform/methanol
mixture at 25 °C duced ituted amino-

porphyrin 4 (7 = 44%), in moderate yields. Further, the free-
base porphyrin 4 was successfully converted to its zinc(n)
complex analogue 5 (7 = 90%) by using Zn(OAc),-2H,0 as out-
lined in Scheme 1. The synthetic methodologies are presented
in the ESLT

MS and NMR analysis of porphyrins 4 and 5

Porphyrins 4 and 5 were fully characterized by CHN% elemen-
tal analysis, HRMS-ESI-MS, 'H NMR, UV-vis, emission spectro-
scopy, istry and sp i As an
example, the ESI-MS mass spectra analysis of free-base por-
phyrin 4 shows two peaks at m/z 975 and mj/z 1007, corres-
ponding to the mono-protonated species [M + H]', followed by
the adduct species with methanol in the gas phase [M + H +
McOH] respectively (Plg S$1, ESIf). When the peak at m/z 975
is and to fra ion (ESI-MS/MS) two
peaks in the ESI-(+)-MS/MS mass spectrum can be observed
(Fig. S1, ESIt). The first ion peak at m/z 630 can be assigned to
a positively charged species generated by the loss of a triaza-
cyclononanyl group, followed by a second loss peak at m/z 614
which can be assigned to a positively charged radical species
porphyrin generated by the loss of NH; in the protonated form
(NH;). The ESI-MS spectrum of Zn(n) complex 5 and
HRMS-ESI spectra of porphyrins 4 and 5 are presented in the
ESI (Fig. S2 and S3, ESI{).

The '"H NMR of porphyrin 4 shows the internal proton reso-
nances at high fields (—2.76 ppm), while at low fields the other
proton ponding to the peripheral of the por-
phyrin are located. The resonances that appear as a duplet and
a broad singlet in the 8.80-8.95 ppm range can be attributed
to the f-H protons. In the case of the unsubstituted phenyl
groups the resonances appear as a multiplet at 7.76 ppm for
the meta- and para-H phenyl ring protons and duplet at
8.22 ppm for the ortho-H, respectively. The signals relating to
the phenyl ring spacer, between the porphyrin macrocycle and

suggests that the interaction of these systems most p! ly
occurs through -stacking and i
surface binding with ct-DNA. Addmonally, we also demon-
strate a great ability of porphyrins 4 and 5 to generate '0, and
to photocleave plasmid DNA after visible light irradiation.

Results and discussion
hesi: it hyrins 4 and 5

of

The targeted porphyrins 4 and 5 were prepared according to
the methodology described by Nath and co-workers."* Starting
from 5-(4-aminophenyl)-10,15,20-triphenylporphyrin 1, which
was obtained by the reduction of 5-(4-nitrophenyl)-10,15,20-tri-
phenylporphyrin using NaBH, and Pd/C 10% conditions.*®
Firstly, meso-mono-(4-aminophenyl)porphyrin 1 was reacted

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2016

the t 1 moiety, are assigned as duplets at
8.02 ppm for the meta-H and 7.10 ppm for the ortho-H. On the
other hand, the signal resonances around 1.25, 2.95, 3.65,
4.59, 7.00 and 7.96 ppm are attributed to the triazacyclonona-
nyl unit. The 'H NMR of compound 5 shows the disappear-
ance of the resonances at high fields when metallated with the
zinc(n) ion, and the same profile was observed for the proton
resonances of the free-base porphyrin 4. 'H and COSY 2D
NMR spectra data of porphyrins are presented in the ESI
(Fig. S4-7, ESI{).

and analysis
The electronic absorpuon spectm of the free-base porphyrin 4
and 11 phyrin 5 in h solution consist
of an lope of superi d ab bands in the range

of 300-800 nm, arising from the characteristic absorption

Photochem. Photobiol. Sci, 2016, 15, 564-579 | 565
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e/M.em” (x10%)

300 400 500 600 700 800
Wavelength / nm
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Fig. 1 Electronic absorption spectra of (a) porphyrin 4 and (b) porphyrin 5 in CH,Cl; at 298 K. Inset shows the Q bands ([ ] = 3 uM).

Table 1 Electronic absorption and emission data of porphyrin deriva-
tives in DCM

are shown in Fig. 2 and the emission quantum yield (¢¢) was

i 1 from the emission and ption spectra of the
reference 5,10,15,20-tetra( phenyl)porphyrin (TPP; ¢ = 0.150 in
DCM) by a comparative method (Table 1)."” The Q) and

Emission”
Porphyrin ~ A/nm (g, M~ em™") (4/nm) ¢
Qo

™ 416 (216.667), 515 (16.662), 550 648,718 0.150

(9.987), 590 (8.880) and 648 (7.455)
ZnNH,TPP 421 (240.000), 561 (11.346) and 604,652 0.077

603 (10.045)
4 418 (234.422), 516 (16.218), 553 652,720 0.031

(10.715), 592 (8.128) and 647 (7.943)
5 425 (266.677), 558 (23.337) and 602,650  0.052

600 (17.477) ment of the triazacy

“ Deacrated DCM solution.  TPP as a reference standard.

bands of porphyrin derivatives are in the
500-800 nm spectral region. The emission quantum yields of
porphyrins 4 and 5, compared to their precursors (TPP and
ZnNH,TPP, see Fig. 2), are quite smaller and can be attributed
to an increase in the intersystem crossing to the triplet excited
state or an increase in internal conversion due to the attach-
! | group in the 1 macro-
cyele position. The insertion of the Zn(u) metal ion into the
macrocycle resulted in a decrease of the emission intensity
and quantum yield. The different values for the quantum
yields may be a clue concerning the electronic coupling

properties of substituted porpl (Fig. 1). Unf ly, the between the triazacyclononanyl unit and the porphyrin ring

bands resulting from the of the tri: I | related to the presence or absence of the Zn(n) metal ion.**

moiety are overlayed in the spectrum, due to the strong por- ) . )

phyrin Soret absorption band. CY‘": 0 and sp analysis of
Porphyrins 4 and 5 exhibited ch ic Soret ab 4and 5

bands at 418 nm (¢ = 234.422 M™' ¢cm ') and 425 nm (e =

The cyclic voltammograms of porphyrins 4 and 5 in anhydrous

266.677 M~' cm™"), respectively. Q-bands are d at 516
(Qy1-0)), 553 (Qypo-0))y 592 (Qu(1-)) and 647 nm (Qy(o ) for free-
base 4. The corresponding absorption Q-bands for Zn(u)-
complex 5 are observed at 558 and 600 nm, respectively
(Table 1). In spite of their similarities, it should be noted that
the Soret-band is quite narrow for the free-base porphyrin 4,
when compared with that of Zn(n) complex 5 (bathochromic
shift; A4 = 8 nm). This observation is consistent with a Zn(m)
distorted square-planar coordination ion mode into the tetra-
pyrrole macrocycle. In the case of porphyrin 4, the absence of
the metal ion in the porphyrin core could result in lower elec-
tronic i between the le core and peripheral
groups (Fig. 1).

‘The spectroscopic experiments show the emission and exci-
tation spectra of porphyrins 4 and 5 in dry CH,Cl, (Aex at
420 nm for free-base and Zn(n) compounds; demies = 720 nm
for free-base porphyrins and A¢pss = 660 nm for the zinc com-
plexes) and the spectral data are given in Table 1. Both spectra

566 | Photochem. Photobiol Sci. 2016, 15, 564-579

fichl, hane are shown in Fig. 4. Firstly, when analyzing
the electrochemical behavior of the Cmff-TACN unit it is poss-
ible to observe that the cyclic voltammogram shows an irre-
versible wave in the 0.0 V to —2.00 V range, which can be
attributed to the ligand reduction process containing the
phenolate group at E, = —1.04 V (Table 2). Moving the poten-
tial to a positive region (0.0 V to +2.00 V), we can observe the
presence of one oxidation process at E,, = +1.03 V, which can
be assigned to oxidation of the Cmff-TACN species (Table 2).
The cyclic voltammograms of Cmff-TACN at several scan rates
are presented in the ESI (Fig. S9, ESIT).

For free-base porphyrin 4, we can see three oxidation pro-
cesses (i ) and two i (ir i
and quasi-reversible) (Fig. 3A), in the —1.50 V to +2.00 V poten-
tial range. In the anodic region, we can observe the existence
of three oxidation processes at Ey, = +1.060 V, +1.373 V and
+1.605 V (versus ferrocene/ferrocenium redox pair), respect-
ively. The first process can be attributed to the oxidation of the

This jourmal is © The Royal Society of Chemnistry and Owner Societies 2016
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Fig. 2 (a) and (c) Emission {ie. = 420 nm) spectra of free-base porphyrin 4 and Zn{i)-complex 5 derivatives. (b) and (d) Excitation (iemiss = 660 nm)
spectra of free-base porphyrin 4 and excitation Ui = 720 nm) of Zn(i) 5, both in N solution.
Table 2 Redox potentials data of compounds studied in this work —— porphyrin 4 E,
(E versus Fc/Fc* redox couple) @ A _. v fouar =
Processes  TPP CmffFTACN 4 5
Ereaz
Eor +1.204 V* +1.245 V* +1.060 V* 40.863 V°
Ega 41426V — +1.373 V" +1.274 VP (.
Eo - - +1.605 V" +1.650 V' ’ . . . . . v .
Erear —0.998 V* -0.522V° =0.933V° =0.796 V° A5 -1.0 05 0.0 05 1.0 15 20
Eretz 1335V — 1264V — e
R ® 3o Equiay Somiaz
“Eyn = (Epa + Epd/2). * Anodic peak. © Cathodic peak. 5pA .
!Ilﬂ \/\'\/
Cmff-TACN group, followed by the first and second monoelec- -0 05 0.0 05 1.0 15 20
tronic oxidation of the porphyrin ring, generating species of a Potential (E vs Fe/Fc')
z-cation radical and a dication type, respectively (Fig. 3A).
Moving to cathodic direction, we observe an ir i Fig. 3 Cyclic of ins (A) free-base 4 (black line)

reduction followed by the second quasi-reversible reduction and (B) zincli) complex 5 (red Uine) solution In ECM 0.1 MTBAPFg, using
N . 2 " glassy carbon electrode, at scan rate 100 mVs™.

process for porphyrin 4 (Fig. 3A). This first reduction process

is observed at Ep. = —0.933 V, and can be assigned to the

reduction of the Cmff-TACN group, followed by the first por-

phyrin reduction process, at —1.264 V, which can be attributed  +2.30 V potential range. In the anodic potentials, we can

to the formation of a mradical anion porphyrin species observe the exi of three oxidation p at Ep, =

(Fig. 3A). +0.863 V, +1.274 V and +1.650 V, respectively. The first anodic
On the other hand, metalloporphyrin 5 presents three oxi-  process at Ey, = +0.863 V can be attributed to the oxidation of

dation processes (irreversible) and two reduction processes the CmffTACN group, while the processes at Ep, = +1.274 V

(irn ible and quasi ible) (Fig. 3B), in the =1.30 V to  and Ep, = +1.650 V (versus Fc/Fc') are assigned to monoelectro-

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2016 Photochem. Photobiol. Sci,, 2016, 15, 564-579 | 567
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Fig. 4 Spectroel
+145 V and (c) +145 V to+ 1.85 V range, respectively.

nic oxidation of the porphyrin ring, generating a s-cation
radical and a dication type species, respectively (Fig. 3B).

lectrochemistry of free-base porphyrin 4 solution in DCM, 0.1 M TBACIO,, in the oxidation (a) 0.0 V to +1.20 V, (b) +120 V to

the porphyrin ring (Fig. 4b). Finally, when the applied poten-
tial was increased to 1.85 V, the absorbance at 316 nm,

In the cathodic region, only one ir wave at
Epe = —0.796 V can be observed (Fig. 4b) and this process is
assigned to the reduction of the CmfF-TACN group in 5. In
Table 2 are listed the summary of the redox potentials for the
precursor materials and porphyrins 4 and 5. Cyclic voltammo-
grams of porphyrins are presented in the ESI (Fig. $10 and
§111). All the redox processes for porphyrin 4 and metallo-
porphyrin 5 were analyzed and confirmed by UV-vis spectro-
electrochemistry experiments.

Spectroelectrochemical studies were carried out with a
107*-10"" M range solution of porphyrin 4 in CH,CI, for the

d to the possible of the

substituted moiety, increased further suggesrmg the oxidation
of the llowing the i d intensity band
at 512 nm and decreased mtenslty spectral band at 753 nm
(Fig. 4c).

Moving to the negative potential side, the reduction of the
porphyrin 4 in the 0.0 to —1.10 V range (Fig. 5a) and the dis-
appearance of the Soret band was observed at —0.93 V in
417 nm, concomitantly with an increase of the absorbance at
450 nm and the rise of the absorption in the 650-900 nm
range. These specual changes can be attributed to the first

ype unit,

oxidation and The

try results are shown in Fig. 4. The oxidation in the 0.0 to
+1.20 V range (Fig. 4a) led to the bathochromic shift of the
Soret band from 417 to 440 nm and to the appearance of two
new bands at 329 and 664 nm, while the Q-bands faded. These
spectral changes can be attributed to the monoelectronic oxi-
dation of the porphyrin ring to the x-radical cation species.*’
When the potential was shifted from +1.20 to +1.45 V, the
intensity of the Soret and 664 nm bands decreased while there
was an increase of absorbance at 461, 512 and 753 nm, mdlc::—

of the porphyrin ring, forming the
n-radical anion species along with the reduction process of the
Cmff-TACN unit (Fig. 5a). Finally, when the potential was
shifted in the -1.10 V to —1.50 V potential range, spectral
changes that can be assigned to the second monoelectronic
reduction of the porphyrin ring to the dianion species were
observed (Fig. 5b). This was characterized by the disappear-
ance of the bands around 450 and 788 nm, concomitantly with
the increase in the absorption at 261 and 595 nm, as shown in
Fig. 4e. All the spectroelectrochemical data of metallo-

ing the of the second 1 of

568 | Photochem. Photobiol. Sci, 2016, 15, 564-579

hyrin 5 are d in the ESI (Fig. $12f).

This journal is © The Royal Society of Cheristry and Owner Societies 2016
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Fig. 5 Spectroelectrochemistry of free-base porphyrin 4 solution in DCM, 0.1 M TBACIO,, in the reduction (a) 0.0 V to -1.10 V and (b) -1.10 V to

~1.50 V range, respectively.

Biomolecule interaction assays tion spectra of porphyrins 4 and 5 with ct-DNA. In the absence
of ct-DNA, d 4 has a higher of the Soret-

The interaction of porphyrins 4 and 5 with nucleic acids were  band around 418 nm. The UV-vis ct-DNA titration experiments

studied by UV-vis and i p py, with p pounds are p d in the ESI (Fig. 514

since the i of the P y with DNA  and S151).

and the ability to cleave this bi upon ivati A general trend of hypochromism (the decrease in the

provide high p for their application as p of the Soret-band), for all the porphyrins af(er

in cancer photodynamic therapy.***! It is commonly accepted addluon of ct-DNA solutions was ob: d for all

that porphyrin-type drugs are able to induce by tar- The d porphyrin hyp in the UV-vis spectra

geting and inducing damage in DNA.** To compare the
bmdmg afﬁmty of porphyrins 4 and 5 with the corresponding
| studies with the corres-
ponding porphyrin precursors TPP and ZnNH,TPP were also
performed. A series of ct-DNA titrations were carried out using
solutions of porphyrins at a constant concentration (3 pM in
CH;CN-tris-HCI buffered mixture sol ) with i

(Table 3) after addition of solutions with increasing concen-
trations of ct-DNA increases in the order: TPP < ZnNH,TPP < 4
< 5. Even though precursor compounds TPP and ZnNH,TPP
present a weak potential for secondary H-bonding and/or
n-stacking interaction binding with the DNA phosphate or NH
groups, porph 4 and 5 d d a higher trend of

concentrations of DNA (initially solubilized in tris-HCI buﬂer
solution) of low molecular weight from calf thymus (ct-DNA).
As an example, Fig. 6 shows the overall changes in the absorp-

of the S band ption. In fact, previous
studws have reported tha( non-cauomc porphynns have
activity against DNA ion.>* The i
hypochromicity values for precursor porphyrins TPP and

12 12
(a) (b) :!
1.0 1.0 fo
0.8 0.8 ('l
: §
g 06 g 06
2 04 o | 2 04 1
oum
0.2 l 1 0.2 )
. 20 M 20 M
0.0 =
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Wavelength/ nm Wavelength/ nm

Fig. 6 Electronic UV-vis absorption spectra of (a) free-base porphyrin 4 and (b) zincli)-complex 5, both 3 uM, with increasing ct-DNA concen-
trations ranging from 0 to 20 M in CH3CN~tris-HCl buffer mixture solution.

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2016
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Table 3 Data for the i binding of with
ct-DNA

Porphyrin ™ ZnNH2TPP 4 5
Hypochmmmty 30.0 33.0 61.9 75.2

(H,

Quenchmg (Q, %) 11.0 32.0 61.1 72.0

K4 (inM™") 1.51x10° 3.60x10" 111x10' 930x10"

“ Ky, reference data.*® *H(%) = (AbSipa Soret-band — Absgp, Soret-
band)/(Abs;nia Soret-band) x 100. “Q(%) = (Max. initial emission —
Max. final emission)/(Max. initial emission) x 100. ¢ Binding constant
by UV-vis analysis (K;,).****%

ZnNH,TPP (around 30-35%) led us to suppose that these

129
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The effect of the addition of ct-DNA (in tris-HCI buffer solu-
tion) on the porphyrins (CH,CN tris-HCl buffered solution)
was also d by py (Fig. 7). Here,
the porphyrin solutions were utratrd with increasing concen-
trations of DNA, where the porphyrin derivatives emit between
500 and 800 nm after excitation at 420 nm, and the emlssnon
bands remain but the i ity d
quenching, Table 3). The observed emission quenching of the
porphyrin derivatives after addition of DNA solutions (Fig. 7)
decreases in the order: 5 ~ 4 > ZnNH,TPP > TPP. The largest
hypochmmmty (without any bathochromic shift) and the

for pound 4 after additi
of DNA d that this p d can be a int
calation mode with DNA. Therefore the major mode of inter-
action between zmc(u)—porphynn 5 and DNA seems to be a

derivatives bind to ct-DNA by H-bonding and/or it 1

simple binding between the Zn(u) ion

stacking modes i g most probably the partial i
of the phenyl or 4-aminophenyl rings between adjacent base
pairs on DNA. The partial interaction mm the base pairs of

into the porphyrin and the negative phosphate groups of DNA.
No bathochromic shift was observed for the two com-
pounds 4 and 5, thereby suggesting that these porphyrins do

not into DNA (Fig. 6 and 7). According to the
observed differences between porphyrins 4 and 5, some inter-
action between the phosphate groups of DNA and the Zn(u)

d5is d. The i

DNA has been i for ph

types.** To further clarify the DNA-binding mode, the mmnslc

binding of all p ds were calculated as

described in the Experimental section and are ized in  centre of P
Table 3.

Comparing the intrinsic binding constant (K;) of precur-
sors TPP and ZnNH,TPP to porphyrin derivatives 4 and 5, we
can observe a decreasing sequence order of affinity mth ct-
DNA: 5 > ZnNH,TPP > 4 > TPP. There are no

phosphate groups on DNA and Zn(n) on complex 5 promotes

how the i ion of in 5 into the DNA
major and/or minor grooves. Prwlous studles have reported
that the Zn(u) ion in the p r‘ can p
the i ion with DNA by i and/or di

or spectral changes for bathochromic shifts for these porphyr-
ins, suggeslmg that classical i is not g

binding with phosphate groups of DNA.* The architecture of
the porphyrin derivatives with insertion of the 1,4,7-triaza-

in this case.”® The great h hromici b d in the
415-440 nm spectral range (Flg 6) suggests the formation of a
well-defined porphyrin-DNA adduct stabilized by H-bonding
and also =-stacking interactions in solution, but also covalent
and van der Waals interactions between Zn-TACN-porphyrin 5
moieties and the phosphate groups located on DNA is pro-
posed (Table 3).

group at the meso position, has a considerable
flexibility as compared with porphyrins containing guanidinio-
carbonyl groups®” due to the p of the tri !
nyl-type moiety at the para position, which promotes a higher
binding constant. The emlsslon ct-DNA umtmn experiments
with p p are d in the ESI (Fig. S16
and Sl7t].

Relative Emission Intensity / a.u.

Wavelength / nm

® porphyrin §
A, =420 nm

-
8

Relative Emission Intensity / a.u.
2

Wavelength / nm

Fig. 7 Emission spectra of porphyrins 4 and 5 (1-2 uM range) with increasing ct-DNA concentrations ranging from 0 to 10 uM in CH3CN~-tris-HCL

buffered mixture solution (iey. = 420 nm).

570 | Photochem. Photobiol Sci, 2016, 15, 564-579

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2016



130

Published on 21 March 2016. Downloaded by Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) on 21/10/2016 18:54:21.

Photochemical & Photobiological Sciences

View Article Online

Paper

PP

L n L n

.
ZnNH,TPP

T T
Ctrl Por 5

— —
Por4 ZnNH,TPP

Fig. 8 DNA cleavage analysis promoted by the complexes observed by agarose gel electrophoresis. Control (Ctrl), 5,10,15,20-tetra(phenyl)por-
phyrin (TPP), ZnNH,TPP, free-base porphyrin 4 (Por 4) and Zn(i)—porphyrin 5 {Por 5). Standard reactions: ~25 M plasmid DNA, 10 mM tris-HCl pH
7.4, 25% CHsCN (from porphyrin stock solution) and a final concentration of 35 uM for TPP and 250 uM for the other porphyrins. (A-i and B) All
samples were incubated for 90 minutes at 37 °C under visible light. (A-ii and C) All samples were incubated for 24 hours at 37 °C in the dark. All the

reactions were performed in triplicate

DNA cleavage and photocleavage analysis

The ability of the porphyrins 4 and 5 to generate singlet
oxygen and to interact with DNA prompted us to test their
ability to promote photodamage to nucleic acids. To evaluate
the potentialities of porphyrin derivatives 4 and 5 to induce
DNA strand breaks by a mechanism dependent on their ability
to generate ROS, mainly '0,, their photostability and ability to
generate '0, upon itation were determined. The
photostability of 4 and 5 was studied by monitoring the
decrease of the absorbance of their Soret-bands, after different
times of visible light irradiation (400-800 nm) delivered by an
illumination system at a fluence rate of 30 mW cm™>°" In
DMFitris-HCl buffered mixture solutions (9:1, v/v) of both
compounds at 0.5 pM showed good photostability over the
investigated irradiation period of 60 min (ESI, Fig. 513 and
Table T1f). The ability to generate '0, by porphyrins 4 and 5
in DMF (1.0 mL) was determined by a chemical method using
9,10-diphenylanthracene (DPA) as the 'O, scavenger.’” TPP
and ZnNH,TPP derivatives were used as references for 4 and 5,
respectively. All compounds at 0.5 pM were able to photo-
oxidize DPA at 50 pM (ESI, Fig. S131). The porphyrins 4 and 5
demonstrated to be potent generators of 'O, and at 0.50 pM
these dyes decompose 49% and 52% of DPA, respectively, after
60 min of light irradiation. Both dyes have shown a good
ability to photo-oxidize DPA when compared to the corres-
ponding references TPP (30%) and ZnNH,TPP (42%). The
ability of these derivatives to photo-oxidize DPA decreases in
the order: porphyrin 5 > porphyrin 4 > ZnNH,TPP > TPP. The
photostability and ability to generate 'O, of 4 and 5 after being
exposed to light and oxygen allowed us to envisage them as
potential photocleavage agents.

For photocleavage studies, the influence of visible light
exposure on plasmid DNA cleavage activity of the different

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2016

complexes was investigated, since this is a common feature
for porphyrin-based complexes. Interestingly, there were no
evident DNA cleavage products after 24 hours of incubation in
the dark with any of the complexes. We attempted to increase
activity of the complexes by exposure of the reaction media to
visible light. In fact, the activity increased substantially with
the appearance of linear DNA upon porphyrin 4 and 5 treat-
ment; the ZnNH,TPP complex was less active in this
group. The precursor TPP complex was also used to verify if
the modifications in the TPP structure would result in a
change on DNA cleavage activities. As observed in Fig. 8 and 9,
TPP is the less active complex, indicating that addition of
1,4,7-triazacyelononanyl units, linked by NH bridge to the
porphyrin, in this case is fundamental to the DNA cleavage
activity.**

Influence of DNA groove binders and ionic strength on the
cleavage reaction

The addition of DNA groove binders to the reaction medium in
the analysis of DNA-complex interaction helps to elucidate in
which manner the complex approaches and interacts with
DNA.** Netropsin is an oligopeptide with two n-methylpyrrole
rings and it is a well-known double strand DNA (dsDNA)
minor groove binder, which usually generates DNA cleavage-
inhibition patterns.** This ligand has a positive net charge
potential that is attracted by the electronegative potential of
the minor groove of the DNA double helix (electrostatic inter-
actions). The hydrogen bonds between amides of antibiotic
and the potential H-bond acceptor substituent on the A-T
base pairs define the netropsin binding specificity since the
N-2 amino group of guanine usually blocks the interaction of
this drug.’”*" The samples previously treated with netropsin,
and then, with the porphyrin complexes, demonstrated a

iol Sei, 2016, 18, 564-579 | 571
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pronounced increase in the plasmid circular topoisomer (FII),
80 as observed in Fig. 10 and 11. For zinc(n) metalloporphyrin 5
the increase was from 31% to 75%, and 18% to 62% for free-
- base porphyrin 4 and 7% to 58% for ZnNH,TPP samples. The
401 presence of the linear form was also observed in free-base por-
201 phyrin 4 and metalloporphyrin 5 (Fig. 10).
o Methyl green is well known as a specific double helix DNA
major groove binder.”” The addition of methyl green to the
& reaction mixture caused a slight increase in the cleavage
A activity of porphyrin 4 and ZnNH,TPP and a decrease to 13%
of FII in the samples treated with Zn(u)-porphyrin 5. In
general, increased DNA cleavage observed with the addition of

Cleaved DNA (%)

-

o8823828%
OE
%h

minor groove binders suggests superior higher affinity of the
complex to the major groove.** We observed a huge increase in
the DNA cleavage with any of the complexes under analysis
when associated with netropsin but a small loss in activity
when methyl green was added. Hydrolytic complexes associ-
ated with DNA-binders (intercalators, minor groove binders or
positively charged groups) are used as strategies to increase
the affinity of the complex to DNA.°* The new conjugated
orientation inside the minor groove is described as being
responsible for the higher reactivity since nucleobases face the

Cleaved DNA (%)

R
< & &
< a&(‘*b & o
&
< < F
ar o Fu = Ful

Fig.9 DNA cleavage analysis promoted by the porphyrin derivatives
(histograms represent the quantification of the bands observed in the
agarose gel from Fig. 8). Control (Ctrl), 5,10,15,20-tetra(phenyl)p

minor groove and the metal ion points to the phosphate back-
bone. Studies found that the combination of the minor groove

phyrin (TPP), ZnNH,TPP, free-base porphyrin 4 (Por 4) and Zn(1)-por-
phyrin 5 (Por 5). Standard reactions: ~25 M plasmid DNA, 10 mM tris-
HCI pH 7.4, 25% CH;CN (from porphyrin stock solution) and a final con-
centration of 35 uM for TPP and 250 uM for the other compounds. (A)
All samples were incubated for 24 hours at 37 °C in the dark and (B) all
samples were incubated for 90 minutes at 37 *C under visible light

binder di in A to other drugs originate from hetero-
dimers with high ability to modulate the DNA alkylation site
of guanine residues in GC rich sequences promoting an
efficient G-N3 alkylation via the cooperative binding.***® Our
results suggest that these complexes would gain a new binding
specificity enabling connections in CG-rich regions, which

(400-800 nm range). DNA forms were calculated based on the band

wouldn’t be possible by netropsin alone.
intensities of each lane. Data represent mean and SD.

s e ey v S
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Fig. 10 Effect of DNA groove binders and ionic strength in the DNA cleavage reaction. Control (Ctrl or C). Porphyrins: (A) Zn(i)-porphyrin 5 (Por 5),
(B) free-base porphyrin 4 (Por 4) and (C) ZnNH,TPP. Controls for Netropsin (NET or N), methyl green (MG) and LIC1O, (Li) reactions: C + N, C + MG
and C + Li. Standard reactions carried out in the presence of groove binders or salt. Standard reactions: ~25 uM plasmid DNA, 10 mM tris-HCl pH
7.4, 25% CHCN (from porphyrin stock solution) and a final concentration of 250 M for each compound. Addition of groove binders: netropsin and
methyl green in a final concentration of 50 M. Influence of ionic strength: addition of LICIO, at a final concentration of 100 mM. All samples were
incubated for 90 minutes at 37 °C under visible light. All the reactions were done in triplicate.
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FiQ. 11 Effect of DNA groove binders and ionic strenglh for DNA clea-
vage (%) by the complexes. Standard reactions carried out in the pres-
ence of groove binders or salt. Control (Ctrl or C). Porphyrins: (A}
porphyrin 5, (B) porphyrin 4 and (C) ZnNH,TPP. Controls for netropsin
(N), methyl green (MG) and LiCIO, reactions: C + N, C + MG and C +
LICIO,, Standard reactions: ~25 M plasmid DNA, 10 mM tris-HCl pH
7.4, 25% CHCN (from porphyrin stock solution) and a final concen-
tration of 250 uM for each compound. Addition of groove binders:
netropsin and methyl green in a final concentration of 50 uM. Influence
of ionic slrenglh. addition of LICIO,4 to a final concentration of 100 mM.
All ;amples were incubated for 90 minutes at 37 *C under visible llghﬁ,
DNA forms were calculated based on the bands intensities of each lane.
Data represent mean and SD.

To evaluate the influence of ionic strength on the DNA-
complex interaction, LiClO; was added in the standard reac-
tions to neutralize negative charges of DNA as previously
described.*® In this work the ionic strength does not seem to
influence the DNA-complex interactions, except for the moder-
ated inhibition of FII formation (from 31% to 20%) in Zn(u)-
porphyrin 5 samples (Fig. 10 and 11).

of DNA cleavage (ROS

Reactive oxygen species (ROS) can be generated from a sequen-
tial reduction of molecular oxygen and are often involved in

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2016
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Fig. 12 Electrophoresis gels for standard reactions carried out in the
presence of ROS scavengers. Porphyrins: in 5 (Por 5), porphyri

4 (Por 4) and ZnNH,TPP. Controls (C) for NaNs, Ki, DMSO and t-BuOH:
C + NaNj, C + Ki, C + DMSO and C + t-BuOH (t-but). Standard reac-
tions: ~25 uM plasmid DNA, 10 mM tris-HCI pH 7.4, 25% CHCN (from
porphyrin stock solution) and a final concentration of 250 uM for each
derivative. Addition of ROS scavengers: (A) NaN3 (8 mM), (B) KI (8 mM),
(C) DMSO (0.8 mM) and (D) t-BuOH (0.8 mM). All samples were incu-
bated for 90 minutes at 37 °C under visible light. All the reactions were
done in triplicate.

DNA damage via an oxidative mechanism.” To attest if ROS
are involved in the DNA-cl g by the y
standard reactions were performed in the presence of ROS
scavengers. In general, the insensitivity to ROS scavengers is
an indication of a hydrolytic reaction occurring.”’ As demon-
strated in Fi

12 and 13 DNA cleavage by porphyrin 4 and
ZnNH,TPP is not dependent on ROS, and we can thus propose
a non-oxidative pathway,""***" whereas there was an isolated
FII inhibition by the oxygen singlet scavenger NaN; in
porphyrin 5 samples showing that NaN; has an important role
in the production of the active species responsible for DNA
cleavage by this complex.” "*

‘We observed that the addition of Zn(u) to the porphyrin
macrocycle increases the activity in relation to free-base
porphyrin on DNA photocleavage studies. The DNA charge
neutralization promoted by ionic strength assays decreases
porphyrin 5 activity suggesting that the electrostatic inter-
actions between porphyrin 5 and the negative charge of
DNA phosphate groups facilitate the interaction of both
structures being a fundamental factor to DNA hydrolysis. The

other compounds were not affected by this phenomenon
assuming that the positive charge of the metal ion
cooperates with the interaction with the negative charge of
the phosphate groups, as discussed in our spectroscopy
studies.™
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Fig. 13 Influence of ROS scavengers in DNA-cleavage by parphyrins.
Standard reactions carried out in the presence of ROS scavengers. Por-
phyrin derivatives: (A) porphyrin 5, (B) porphyrin 4 and (C) ZnNH,TPP.
Control (Ctrl). Controls (C) for NaNs, Ki, DMSO and t-BuOH: C + NaNs,
C + Ki, C + DMSO and C + t-BuOH (t-but). Standard reactions: ~25 M
plasmid DNA, 10 mM tris-HCI pH 7.4, 25% CHsCN (from porphyrin stock
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Experimental

Materials

The (3(4,7-diisopropyl-1,4,7-triazacyclononan-1-yl)methyl }-2-
hydroxy-5-methylbenz-aldehyde), labeled Cmff-TACN, was syn-
thesized according to the literature.*® Agarose was obtained
from Invitrogen™. Bluescript SK II Plasmid DNA (pBSK II)
(2961 bp) was purchased from Stratagene (USA), HiSpeed
Plasmid Purification Kit was purchased from QIAGEN, and
Acetonitrile HPLC grade was purchased from TediaBrasil. Calf
thymus DNA (ct-DNA) (8-15 kb), netropsin, tris-HCI and water
molecular biology reagent were purchased from Sigma-
Aldrich®. All other reagents used in this research were of
analytical grade.

Physical measurements

Elemental CHN% analyses were obtained using a Perkin-Elmer
CHNY% 2400e equipment (USP - Sao Paulo). Compounds were
analyzed using a mass spectrometer with electrospray ioniza-
tion (ESI-MS) in the positive mode using an Amazon X Ton
Trap (Bruker Daltonics, Billerica, MA). Mass spectra were
recorded with the methanolic solutions of around 500 ppb
concentration with a flow of 180 pL min~" and capillary of
3000 V. High resolution ESI-MS (HRMS-ESI) was performed on
a miecrOTOF QI mass (Bruker Dal

Billerica, MA). 'H and COSY 2D 'H-'H NMR spectra were
recorded on a Varian AS-400 spectrometer at 400.13 (“H).
CDCl; was used as the solvent and TMS as the internal refer-
ence, The chemical shifts are expressed in § (ppm) and the
coupling constants (f) in Hz. Unequivocal 'H assignments
were made with the aid of COSY 2D (*H-"H). Infrared analyses
(FT-IR) were performed on a Perkin Elmer FTIR 100 spectro-
photometer, in the region 4000-400 em™, using KBr pellets
(spectroscopy grade). Absorption, emission and excitation
spectra were recorded using PerkinElmer Lambda 750 and
Cary Eclipse Varian (excitation wavelengths at Aecitation =
420 nm and A.ission = 720 nm, slit 2.0 nm, emission range
500-800 nm and excitation range 300-650 nm), respectively.
Cyclic vol g of the porphyrins were recorded with a

solution) and a final concentration of 250 uM for each
Addition of ROS scavengers: NaNz (8 mM), KI (8 mM), DMSO (0.8 mM)
and t-BuOH (0.8 mM). All samples were incubated for 90 minutes at
37 °C under visible light. DNA forms were calculated based on the band
intensities of each lane. Data represent mean and SD.

BAS potentiostat-galvanostat system, model Epsilon, at room
temperature under an Ar L in dry dichls
solution. Electr 1 grade 1 n hexa-
fluorophosphate (TBAPF;) was used as the supporting electro-
Iyte. A standard three-electrode system was employed to carry
out these experiments: a glassy carbon working electrode;
a platinum wire auxiliary electrode and a platinum wire

Moreover, porphyrin 5 shows a of DNA cl ge in
the presence of the '0, scavenger (NaN,) while the other
porphyrins were not affected. These results suggest that singlet
oxygen may be the key for the cleavage mechanism.”* However,
it is difficult to speculate on how this derivative coordinates to
the DNA phosphodiester backbone since the mechanism is
still not fully elucidated. As a consequence of the porphyrin 5
ability to generate singlet oxygen under visible light, thls com-
pound seems a promising photosensitizer for

d nce electrode. To monitor the reference elec-
tmde, a ferrocenium/ferrocene redox couple was used as an
internal reference (Ey;, = 0.4 V vs. NHE).””

Biomolecule binding assays

Porphyrin interactions with ct-DNA were performed by taking
spectral 1ts at room p e in tris-HCI buffer
solution at pH 7.4 and 25% of CH;CN. The DNA base pair con-

therapy.”
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of low n weight DNA from calf thymus
(ct-DNA) were determined by spectroscopy, using the molar
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of the complexes used in all experiments were fixed at their

acetonitrile. The standard DNA cleavage reactions were carried
out with 330 ng per well (~25 pM bp) of supercoiled plasmid
in 10 mM tris-HCl buffer pH 7.4 and 25% acetonitrile (v/v)
(from porphyrin stock ). The final i of

Tuti

I solubility in itrile: 35 pM for TPP, and 250 pM
for ZnNH,TPP, porphyrin 4 and porphyrin 5. Controls were
run without compounds. The reaction mixture was incubated
at 37 °C for 24 h in the absence of light or 90 minutes in the

of a 100 W i d tungsten lamp and then

complexes used in all experiments were fixed at their maximal
solubility in acetonitrile: 35 pM for TPP, and 250 pM for
ZnNH,TPP, porphyrin 4 and porphyrin 5. Controls were run
under the same conditions with 25% acetonitrile (v/v) lacking
compounds. Porphyrins in CH;CN-tris-HCI buffer sol

quenched with a loading buffer - LB (bromophenol blue,
glycerol 50% and 0.5 M EDTA). All the experiments were per-
formed at least in triplicate.

Electrophoresis. Samples were run on horizontal agarose

(25%:75%, v : v) were titrated with increasing concentrations of
ct-DNA (in tris-HCI buffer solution, ranging from 0 to 20 pM).
The absorption spectra of porphyrins were acquired in the
wavelength range of 300-800 nm. The intrinsic bmdmg con-

gels (1% ag g ethidium (EB, 0.3
pg mL™") in 0.5 x TBE buffer for 100 min at 90 V. The gels were
visualized under UV light (KODAK Gel Logic 200 Imaging
System) and the densitometric analysis was performed with
Kodak 1D 3.6 Gel Loglc software

stants (Ky,) of porphyrins 4 and 5 were calculated
to the decay of the absorption Soret band using the followmg
eqn (1),****°* through a plot of [DNAJ/(e, — &) versus [DNA],

= [DNA}/(eb — &) + 1/Kn(ev — &) (1)

where [DNA] is the concentration of DNA in the base pairs,
£, is the extinction coefficient (4,p,/[ porphyrin]), &, and & are the
extinction coefficients of free and fully bound forms, respect-
ively. In the plots of [DNA]/(e, — &) versus [DNA], K;, is given by
the ratio of the slope to the interception (see the ESIt).

The emission spectra of the interaction of the porphyrin
derivatives with ct-DNA were acquired in the gth range

[DNA]/(ea — &1)

DNA cl iled (FI), nicked (FII)
and linear (FIITI) DNA forms were calculated based on the band
intensities of each lane obtained by densitometric analysis.
The supercoiled intensity bands were corrected by a factor of
1.47*"*2 due to its different EB-DNA binding affinity compared
to the form 11 and 1I.**

Influence of groove binders, and ionic strength on DNA clea-
vage. DNA groove binding preference of the porphyrins was
performed by adding netropsin or methyl green (50 pM final
concentration), minor and major groove binders, respectively,
to the standard reaction mixture. The mixtures were previously

bated for 30 minutes at 37 °C in the dark. The influence

of 500-800 nm upon excitation at 420 nm, in CH;CN-tris-HCI
buffer solution at pH 7.4 (see the ESIt).

'0, generation and photostability assays

For the determination of singlet oxygen production, solutions
containing DPA*’ (50 uM) with or without porphyrin deriva-
tives at 0.5 pM were prepared in DMF solution in a 1 x 1 cm
quartz cuvette. The solutions were irradiated at room tempera-
ture and under gentle magnetic stirring, with a LED array
system emitting red light (4 > 580 nm) at a fluence rate of
26 mW cm > Measuring the decrease in absorbance at
378 nm at pi blished irradi itored the
breakdown of DPA. The photostability of the porphyrin deriva-
tives (2 pM) was determined by measuring the absorbance at
410-430 nm range (TPP, ZnNH,TPP, 4 and 5) before and after
visible light irradiation (400-800 nm) at a fluence rate of
30 mW em ™2,

Photocleavage of plasmid DNA

DNA cleavage analysis. The pBSK II plasmid DNA was trans-
formed into DH5a competent cells, replicated and purified
according to the QIAGEN HiSpeed Plasmid Purification Kit
protocol. Plasmid concentrations in terms of base pau’ per L
were determined sp ph ically p g an
extinction coefficient of 13.200 M~* em™ at 260 nm. The stan-
dard DNA cleavage reactions were carried out with 330 ng per
well (~25 pM bp) of supercoiled plasmid in 10 mM tris-HCl
buffer pH 7.4 and 25% acetonitrile. The final concentrations

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2016

of the ionic strength of the reaction medium in compound
activity was observed by adding LiClO, (100.0 mM final con-
centration) to the standard mixture and then incubated for
30 minutes before the addition of complexes. After the pre-
vious incubations all samples - with groove binders or salt -
were maintained at 37 °C for 90 minutes under visible light
(100 W), quenched with LB and electrophoresed in agarose
gels. All the experiments were performed at least in triplicate.

DNA cleavage mechanism pathway. To verify the influence
of reactive oxygen species (ROS) in the complex-DNA cleavage
mechanism, reactions were carried out in the presence of
scavengers for superoxide (KI; 8 mM), hydroxyl radicals (DMSO
and t-BuOH; 0.8 mM) and singlet oxygen (NaNy; 8 mM).*
Reactions were incubated at 37 °C for 90 minutes under visible
light, quenched with LB and electrophoresed in agarose gels.
All the experiments were performed at least in triplicate.

Conclusions

In summary, we have synthesized and fully characterized the
new mono-substituted free-base and its respective zinc(n)

plex porphyrins, the peripheral triazacyclono-
nanyl moiety. The insertion of the Zn(n) ion into the macro-
cycle resulted an increased activity against other porphyrins
reported in this work, which can be attributed to the DNA
phosphate group interaction in Zn(n) axial position. These
novel substituted-porphyrin derivatives show interesting inter-
actions with biomolecules such as calf thymus DNA and

Photochem. Photobiol. Sci, 2016, 15, 564-579 | 575
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plasmid DNA and can be considered potential and promising
did as bio-sup ular compounds for DNA-inter-
action applications.
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Introduction

The interaction of DNA with small molecules is the aim of
numerous studies in drug design."” Metal-drug complexes are
a very important class of compounds which interact with DNA.
There is special interest in transition metal complexes due to
their diverse coordination geometries, redox potentials and
the ability to interact with DNA via covalent or non-covalent
interactions.” Covalent binding may be irreversible and result
in the replacement, inter and intra-strand cross linking or
alkylation of nit bases. The lent binding is a
reversible interaction where the molecule interacts with DNA
via intercalation, electrostatic forces or groove binding, trigger-
ing changes in DNA conformation, strand breaks or inhibiting

ZnPtPor with DNA using UV-vis, emission fluorescence, CD spectroscopy, and DNA melting properties
altered by the Pt(n)-porphyrinoid compounds. Additionally, we observe the ability of these porphyrin
derivatives to generate ‘0, and to efficiently photocleave plasmid DNA upon visible light irradiation based
on a mixed (oxidative/hydrolytic) mechanism.

photoactivation, especially due to singlet oxygen production,
promotes cancer cell death because of irreversible photo-
damage caused by free oxygen radical generation.*”

There are several reports of clinical studies using
porphyrin-based drugs as photosensitizers for PDT in cancer.”
Clinical trials using an hematoporphyrin derivative (HpD)
began in the 70s and in the late 80s gave rise to Photofrin® as
presented today.’ Photofrin® and some second generation
porphyrin-based pt itizers are already app d for
clinical use in to well-established #

dditi cancer

Porphyrins have been the subject of investigation for their
use as photosensitizers in PDT due to their planar aromatic
structure, photophysical properties - efficient singlet oxygen
generation, high Q-band absorption in the red wavelength,

protein-DNA ng/ ion. In lent binding ry affinity for tumor cells, relatively inexpensive

the stability of the DNA-molecul plex depends on the starting materials and straight synthesis.*”

DNA-molecule mode of gnition includi 1 i Among other transition metals, platinum has been widely

forces, hydrogen bonds, van der Waals and used in I-drug p in porphyrin-based

interactions." pounds. The li reports that pl porphyrin
Photodynamic therapy (PDT) is a invasive have p prodigi i as ph i

medical treatment involving light - in most cases a laser - tizers for PDT.>*'!

molecular oxygen and a drug as a photosensitizer to induce 11 with a ch istic metal center core

cell death.® The oxidative stress caused by the photosensitizer
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have proven to be more efficient in PDT than the free-base
species. In melanoma cells the Zn(u) core porphyrin demon-
strated to be a more effective photosensitizer than the free-
base macrocycle, because of the higher ROS production in
these cancer cells.® Zinc(n)-porphyrin-Pt(n) C*N*N acetylides
were competent in singlet oxygen production in PDT.”

Cationic free-base or cationic metalloporphyrins are of
great interest for use as photosensitizers.'” There is special
interest in cationic porphyrins because of their strong electro-
static interactions with the polyanionic DNA backbone.'*®

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Scheme 1 Synthetic route representation of meso-tetra-[(4-pyridyl)
i i ins (HzPtPor and ZnPtPor). The coun-
terion hexafluorophosphate (PFg") is omitted for clarity.

A good example of this class is the meso-tetrakis(N-methyl-4-
pyridinium)porphyrin (TMPyP) used for the selective destruc-
tion of tumors due to its ability to produce singlet oxygen.'”
The efficacy of cationic porphyrins as photosensitizers is
mainly due to their widespread interaction with negative
charges of membranes - plasma membrane, mitochondria,
lysosome and endoplasmic reticulum - promoting porphyrin
permeation and 1 into the b with ROS
generation after photostimulation.* Of note, cationic porphyr-
ins inhibit melanoma tumor evolution in vivo via light-depen-
dent and independent mechanisms."*

In this work, we prepared the peripheral Pt(bpy)Cl" substi-
tuted porphyrins (H,PtPor and ZnPtPor, Scheme 1) and used
UV-Vis, emission fluorescence and CD spectroscopy to
measure their interaction with DNA. The thermal melting pro-
perties of the resulting Pt(i)-porphyrinoid compounds and
the interaction of porphyrin-DNA assemblies were also ana-
lyzed. Additionally, we demonstrate the ability of these por-
phyrin derivatives to generate '0, and to photocleave plasmid
DNA after visible light irradiation.

Results and discussion

Design of tetra-platinum(n) porphyrins

Considering the remarkable photophysical and chemical pro-
perties of porphyrins and also the excellent binding features
of [Pt(bpy)Cl]" moieties with biomolecules, we envisaged
a simple approach to obtain a tetra-platinated porphyrin
and its respective Zn(n)-porphyrin Pt(u)-bipyridine complex
(Scheme 1). The tetra-platinum(u) free-base porphyrin H,PtPor
was first described by Toma and co-workers."
Metalloporphyrin ZnPtPor was easily prepared by mixing the
free-base porphyrin H,PtPor with the corresponding zinc(n)
acetate salt in a CHCI;/MeOH solvent mixture for one hour at
room temperature.'” The formation of the Zn(n) metallo-
porphyrin was confirmed by its typical UV-Vis spectrum behavior
where the [Pt(bpy)Cl]" moiety was followed at 300-330 nm,
while the porphyrin Soret-band and the two Q-bands were

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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detected at 427, 561 and 623 nm, respectively. At the end of
the complexation reaction, the mixture was concentrated
under vacuum and then p d with a q
NH,PF, solution. The solid product was then filtered and
washed several times with cold water, followed by recrystalliza-
tion in cold diethyl ether. The obtained derivative ZnPtPor
exhibited a dark-purple color and afforded a final yield of
above 85%. Zinc(u)-porphyrin ZnPtPor was characterized and
confirmed by elemental analysis, UV-vis and emission
spectroscopy.

with CT-DNA

ption spectra prop
Pt(n1)-porphyrins were titrated with the increasing amounts of
calf thymus DNA (CT-DNA) and the UV-vis spectra were
measured (Fig. 1). The precursor 4-TPyP CT-DNA titration
experiments are presented in the ESI (Fig. S11). In the absence
of CT-DNA, complexes H,PtPor and ZnPtPor (black solid line)
had a higher absorbance at around 415-440 nm while in the
presence of CT-DNA we observed a hypochromicity of the
Soret-band for these derivatives. This hypochromicity was 5.6
and 6.75 fold higher for H,PtPor and ZnPtPor, respectively,
than the corresponding non-cationic precursor 4-TPyP that

Wavelength / nm

Fig. 1 Electronic absorption spectra of (a) H,PtPor and (b) ZnPtPor
(1.0 M) with increasing CT-DNA concentrations ranging from 0.0 to
10.0 M in CH3CN/Tris-HCl pH 7.4.

Dalton Trans., 2017, 46, 1660-1669 | 1661
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lacks the potential for cationic-anionic electrostatic binding
with DNA phosphate groups. Therefore, the intensity of hypo-
chromicity follows the decreasing order ZnPtPor > H,PtPor >
4-TPyP (Table 1). The hypochromicity values suggest that these
derivatives bind to DNA in a non-classical or secondary inter-
action mode (H-bonding and/or z-n stacking interactions)
involving the N-donor or the partial insertion of the pyridyl
ring between the adjacent base pairs on DNA as described for
poly-aza macrocyclic complexes.'®"*

Small bathochromic shifts are observed in Pt(i)-complexes
and have been descnbed as a weak intercalation to the double

" ide 19

The intrinsic binding constants (Ky,) of compounds 4-TPyP,
H,PtPor and ZnPtPor were calculated as summarized in
Table 1 and compared to the values given in the literature for
meso-tetra-[(4-pyridyl)porphyrin]platinum(u)  using  surface
plasmon resonance techniques (SPR)'". In the present work,
Pt(u) porphyrins in the para position ring demonstrated a
weaker binding to CT-DNA than the meta-substituted Pt(u)-
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A) H,PtPor
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porphyrins proposed by Toma and co-workers'' following the
increasing order of (K,): 4-TPyP < H,PtP < ZnPtPor.

The spectral behavior observed in Fig. 1 suggests that a
porphyrin-DNA adduct stabilized by cationic-anionic electro-
static interactions between porphyrin and the phosphate
groups is located on DNA suggesting a i ive mode

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Wavelength (nm)

o= 000 =+ r0.04 =+ r0.10 ==+ r0.16 = r0.23 =+ r0.29 = r0.35 == r041

Fig. 2 Circular dichroism spectra of CT-DNA (200.0 M bp) in Tris-HCl
(10 0 mM pH 7.4) and 2.0% (v/v) acetonitrile solution in the presence of

for these porphyrin-DNA interactions.*”

Circular dichroism assays

Circular dichroism (CD) spectroscopy measures the difference
in absorption of left and right circularly polarized light and
was performed in this work to determine the potential DNA
conformational changes induced by the platinum-porphyrin
H,PtPor and ZnPtPor. The DNA-drug interactions may affect
the electronic structure and electronic spectral characteristics
of the molecules.”’ The addition of increasing amounts of
Pt(u)-porphyrins to CT-DNA clearly modifies the CD spectra of
B-DNA. In the CD spectra, the helicity characteristic of right-
handed B-form DNA is represented by a negative band at
245 nm while base stacking is identified by the positive band
at 275 nm (Fig. 2).”* In these CD experiments the intensities of
positive and negative bands decrease significantly, and a slight
bathochromic effect (red shift) suggests the interaction

Table 1 Spectral data for the interaction of porphyrins 4-TPyP, H,PtPor
and ZnPtPor with DNA

amounls of (A) HzPtPor and (B) ZnPtPor porphyrins at the fol-
lowing ic ratios: r = in]/[DNA] = 0.00, 0.04, 0.10,
0.16, 0.23, 0.29, 0.35 and 0.41, respectively.

between DNA base pairs and the aromatic rings of the
complexes.**

Induced circular dichroism (ICD) also occurs upon
porphyrin-DNA interactions and may reflect a geometric
change in the drug as a chiral twist among the porphyrin

P ora ination between drug and DNA elec-
tronic transitions such as conformational changes from B- to
Z-DNA or a double to single-strand DNA transition.**** In the
present case, an ICD band was observed at 443-420 nm for
H,PtPor and 448-420 nm for ZnPtPor samples (Fig. 3).
An increase in a positive ICD band is probably related to
outside/groove binding (AT binding sites) while a negative one,
as shown for H,PtPor, is characteristic of intercalative binding
at GC binding sites.”"** Possibly, H,PtPor approaches the DNA
backbone via outside binding and also in parallel to the DNA
bases axis. The concentration of DNA, porphyrin and aceto-
nitrile in each titration is shown in Table S$1.f In the ESI the
control titrations are shown (Fig. S2 and $31).

4TPYP H,PtPor ZnPtPor .
Hypochromicity (H %)* 8.0 45.0 54.0

Red shift (A4, nm)” 0.0 16.0 11.0

Quenching (Q, %)° 7.85 53.5 79.8

K (M) 1.89 x 10" 1.21 x10° 9.76 x 10°

T (°C) - 55.34 5421

“H (%) = (Abs.,,“m Soret-band — Absg,, Soret-] band)/[Ahsh“.m Soret-
band) * 100. * A7 (nm) = Ay Soret-band — Aiyiat Soret-band. < Q (%) =
(Max itial emission — Max. final emission)/(Max. initial emission) x
100. ¢ Binding constant (K). “ Melting temperature (7y,).

1662 | Dalton Trans, 2017, 46, 1660-1669

spectra with CT-DNA

The effect of the addition of CT-DNA on the Pt(u) porphyrins

was also itored by fl spectroscopy

(Fig. 4). Porphyrin solutions were titrated with the increasing

concentrations of CT-DNA and the emission spectra were

recorded between 600 and 800 nm usmg an excitation wave-

length of 420 nm. The emission band length
but the i ity d

d in the ing

This joural is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Fig. 3 Induced circular dichroism spectra of CT-DNA (200.0 uM bp) in
Tris-HCl (10.0 mM pH 7.4) and 2.0% (v/v) acetonitrile solution in the
presence of increasing amounts of (A} HzPtPor and (B) ZnPtPor deriva-
tives at the following stoit ic ratios: r = in)/[DNA] = 0.00,
0.04, 0.10, 0.16, 0.23, 0.29, 0.35 and 0.41, respectively.

Relative Emission / a.u.

Relative Emission / a.u.

Wavelength / nm

Fig. 4 Emission spectra of (a) HPtPor and (b) ZnPtPor (1.0 uM) with
increasing CT-DNA concentrations ranging from 0.0 to 10.0 yM in
CH3CN/Tris-HCl buffer solution mixture (iex = 420 nm).
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order: ZnPtPor > H,PtPor > 4-TPyP (emission quenching,
Table 1). The titration emission experiments for the precursor
4-TPyP CT-DNA are presented in the ESI (Fig. S4t). The largast

2 R 1 h

p (without a i h

shift) and the observed emission quenching for platinum(u)-
porphyrin compounds H,PtPor and ZnPtPor after the addition
of CT-DNA indicate that these compounds may potentially
interact via a non-intercalative mode with DNA. We also
suggest that in ZnPtPor porphyrins, an interaction between the
phosphate groups of DNA and the Zn(n) center may occur (the
insertion of ZnPtPor into the DNA major or minor grooves).
Previous studies have reported that the Zn(n) ion coordination
position in the porphyrin macrocycle can promote the inter-
action with DNA by electrostatic or coordination binding with
the phosphate groups of DNA.2*2¢

DNA thermal melting analysis

DNA melting experiments are used to demonstrate the DNA-
drug interaction through the determination of the stability of
the DNA secondary structure, the melting temperature data
reflects the transition of the double helix to single stranded
DNA by heating.?”?*

The strength of DNA-complex interaction can alter the DNA
double helix stability and also its melting temperature (7,,).*
Ty or the temperature of midtransition refers to the equili-
brium temperature at which half of the sample is folded and
half is Ided.*>* Large in T,, are iated with
strongest interactions.”* CT-DNA thermal melting experiments
in the presence of either H,PtPor or ZnPtPor were performed.
The T,, for CT-DNA in the presence or absence of the por-
phyrin derivatives (r = 0.02 [porphyrin]/[CT-DNA]) is shown in
Fig. 5 and Table 1. The H,PtPor increases the T,, by 2.03 °C
compared to Ty, control (only CT-DNA) while ZnPtPor slightly
increases the Ty, by 1.3 °C. The increased Ty, value promoted

100
s T T
:
o 801
©
u w.
]
o
g 401 1
2 — CT-DNA - Tm 52.81°C
g 20 ==+ HPtPor - Tm 54.84 °C|
ﬂ ===~ ZnPtPor - Tm 54.11 °C
0 T T T T T
30 40 5 60 70 80 90
Temperature [°C]

Fig. 5 Normalized thermal denaturation curve of CT-DNA (200 yM bp)
in denaturing solution (L5 mM Na;HPO, 0.5 mM NaH,PO, and
0.25 mM Na,EDTA) in the absence or presence of platinum(i) complexes
(HzPtPor and ZnPtPor) at a 0.02 ic ratio (r = i
[DNA]). T,,, was esti using
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Fig. 6 Photo-oxidation of DPA (100.0 M) in DMF with or without
porphyrin derivatives 4-TPyP, H,PtPor and ZnPtPor at 1.0 yM, after red
light irradiation (LED array system; i > 600 nm) at a potency of
26 mW cm 2. The DPA absorbance was recorded at may = 378 nm.

by these compounds may be suggestive of DNA partial inter-
calation (Fig. 6).*

Photostability and ROS generation (0,)
Photostability and the ability of porphyrin derivatives H,PtPor
and ZnPtPor to '0, upon pl ion were deter-
mined to evaluate their potential to induce DNA strand breaks
by a mechanism dependent on reactive oxygen species (ROS),

The photostability of H,PtPor and ZnPtPor was measured
by monitoring the decrease in the absorbance of the corres-
ponding Soret-bands (4 = 400-800 nm range) after different
times of white light irradiation at an intensity of 30
mW cm>*' These compounds were quite photostable over
the irradiation period (30 min; Table 2). However, ZnPtPor
seems to be more susceptible to degradation upon illumina-
tion. This effect may be due to its higher capacity to generate
10, (see below).

The ability of H,PtPor and ZnPtPor to generate 'O, in DMF
solution was determined by a chemical method using 9,10-

Table 2 Photostability of porphyrin derivatives 4-TPyP, H,PtPor and
ZnPtPor

Irradiation time (min)

Porphyrins 0 5 10 15 20 25 30
4-TPyP 100 100 99 9 98 96 96
H,PtPor 100 96 94 92 92 91 91
ZnPtPor 100 97 95 95 95 95 88

Each complex is present at a concentration of 1.0 pM in CHyCN/Tris-
HCI buffer mixture solutions, after irradiation with white light
(400-800 nm) at a fluence rate of 30 mW em ™ for different periods of
time (0-30 min). The results are presented as the ratio of residual
absorbance at Soret-bands at different periods of time, and absorbance
before irradiation.
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diphenylanthracene (DPA) as an 'O, scavenger.”* Free-base
porphyrin and zinc(i) derivatives were able to photo-oxidize
DPA (Fig. 6). The compounds demonstrated to be potent gen-
erators of '0, decomposing 39% and 61% of DPA, respectively,
after 30 min irradiation. Both dyes have shown the ability to
photooxidize DPA when pared to the cor ding
porphyrin standard 4-TPyP. The ability of these derivatives to
photooxidize DPA decreases in the order: ZnPtPor > H,PtPor >
4-TPyP. The photostability and the ability to generate 'O, of
H,PtPor and ZnPtPor after being exposed to light and oxygen
allowed us to envisage them as potential candidates for PDT
studies.

DNA cleavage studies

DNA photocleavage by the H,PtPor and ZnPtPor complexes
was investigated and, interestingly, no evident DNA cleavage
products were observed in experiments performed in the dark
for 24 hours (Fig. 7A-C). In an attempt to induce tetra-plati-
num(n) porphyrin activity the reaction media was exposed to
visible light which, indeed, substantially amplified the activity
(Fig. 7B-D).

In concentrations above 5.0 uM we were unable to observe
DNA bands in the agarose gels, and we suspect that this could
be due to the inhibition of ethidium bromide (this dye is used
for DNA staining) binding to DNA, and porphyrins may be

B) HPtPor 90 min light

e

2ZnPtPor 90 min light

Cleaved DNA (%)

Fig. 7 DNA cleavage promoted by the complexes observed through
agarose gel electrophoresis. Standard reactions: plasmid DNA (~25.0 M
bp), Tris-HCL (10.0 mM pH 7.4), 25% (v/v) acetonitrile. Complexes con-
centration curves (1.0-5.0 pM) of H,PtPor (A and B) and ZnPtPor (C and
D). (a). Ctrl — control (no complex). Dark (A and C): all the samples were
incubated for 24 hours at 37 °C in the dark. Visible light (B and D): all the
samples were incubated for 90 minutes at 37 °C under visible light. Data
represent mean and SD.
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acting as competitors of ethidium bromide.”**** The precursor
4-TPyP was also investigated and there was no evidence of
DNA cleavage by this compound in the dark, and very low cl
vage under visible light conditions, indicating that the inser-
tion of the Pt(u)-bpy peripheral complexes was essential for
DNA cleavage activity (Fig. S5%).

a-

Effect of the ionic strength on DNA cleavage

The effect of the ionic strength in the reaction medium on the
DNA-porphyrin interaction was estimated in an attempt to
observe if the neutralization of negative charges from the poly-
anionic plasmid DNA affects porphyrin activity. Increasing
concentrations of LiClO, were added to the standard reactions
and a decrease in the activity was seen, proportional to the
incre of the LiClO, concentration in the H,PtPor samples,
and less pronounced for the ZnPtPor samples (Fig. 8). In fact
positive charges of platinum(u) porphyrins seem to have a fun-
damental role in DNA-porphyrin interaction via electrostatic
forces at the polyanionic DNA helix. Electrostatic forces are
important in =-stacking interactions which together with
dipole-dipole electronically stabilize the interaction.***'*

Mechanism of DNA binding

In order to clarify the potential selectivity of the complexes
towards the DNA major or minor grooves, we used the classical
groove binding reagents: methyl green (major groove) or
netropsin (minor groove).

Methyl green, previously added to the reactions, promoted
a decrease of the DNA circular form for all porphyrin samples.
The antibiotic netropsin is a double stranded DNA minor
groove binder with high specificity for adenine and thymine
base pairs.”>*® This type of compound binds into the minor
groove in a curved conformation or in a more linear confor-
mation offset by a linked water molecule to fit in the minor
groove curvature.” Netropsin caused an interesting increase in

A HPtPor B)

2ZnPtPor

COF wmFl Al

Fig. 8 Effect of ionic strength on DNA cleavage by the Pt(i)-porphyrin
complexes. Standard reactions: HaPtPor (A) or ZnPtPor (B) 4.0 uM,
plasmid DNA (~25.0 uM bp), Tris-HCI (10.0 mM pH 7.4), 25% (v/v) aceto-
nitrile. C — control (without porphyrins) and C + Li — control + LiClO,4
100.0 mM. LiCIO4 concentration: 0-100.0 mM. All the samples were
incubated for 90 minutes at 37 °C under visible light. Data represent
mean and SD.
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the activity of the complexes, and the increase observed for

ZnPtPor was higher than that for free base porphyrin H,PtPor
(Fig. 9 and S6%). This phenomenon was already portrayed by
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Fig. 9 Influence of DNA groove binders in the DNA cleavage reaction.

Standard reactions were carried out in the presence of groove binders.
Standard reactions: H,PtPor (A and B) or ZnPtPor (C and D) 4.0 uM,
plasmid DNA (~25 pM pb), Tris-HCL (10 mM pH 7.4), 25% (v/v) aceto-
nitrile. Concentration of groove binders: 2.5-50.0 uM of methyl green
{MG) or netropsin (Net). C — control (no complex); C + MG - control +
methyl green 50 yM; C + Net — control + netropsin 50 uM. All the
samples were pre-incubated for 10 min at 37 °C in the dark and the
complexes were then added. The reactions were incubated for
90 minutes at 37 °C under visible light. Data represent mean and SD.
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our group with
(phenyl)porphyrin.*”

These experiments suggest that meso-tetra-{(4-pyridyl)
porphyrin]tetraplatinum(n) porphyrins interact with DNA
preferentially via the major groove.™ It is already reported that
for zinc(u) porphyrins the zinc ion insertion into the macro-
cycle promotes a stronger binding to the DNA structure com-
pared to the free macrocycle.’® The Zn(n) ion center binds to
deprotonated thymine and interacts with groups in the DNA
major groove. This may be due to the change of the Lewis
acidity caused by variations in the macrocycle donor groups.*®

[4-(1,4,7-tri 1 1)}tri

igation of the DNA cleavag h pathway
Reactive oxygen species (ROS) are often involved in the oxi-
dative mechanism of DNA damage.”” Singlet oxygen and
superoxide undergo a series of reactions like the Haber-Weiss
and Fenton reaction with the generation of hydroxyl radicals
that damage DNA in an oxidative manner. To verify the DNA
cleavage mechanism standard reactions were carried out in
the pres: of ROS gers (KI for sup ide species,

DMSO and -BuOH for hydroxyl radicals and NaN; for singlet

A) H,PtPor
100
£ w0
£
% 40
H
S 20
[
O R S < B SN
o W OO >
(:e 1‘ .,‘) 0* ~
B) ZnPtPor
100
g 80
g 60
§ 40
3 20
0
O R P LR
S & > & 9O
D & O WY o7
B ) o n & 9 A
COF mFI
Fig. 10 Rep graphic of DNA reactions carried out

in the presence of ROS scavengers. Standard reactions: H,PtPor (A) or
ZnPtPor (B), 4.0 uM, plasmid DNA (~25 pM pb), Tris-HCL (10 mM pH 7.4),
25% (v/v) acetonitrile. Scavengers added: t-BuOH and DMSO (0.8 mM),
Kl (8 mM) and NaN; (8 mM). C ~ control (no complex); C + scavenger -
control + corresponding scavenger. All the samples were incubated for
90 minutes at 37 °C under visible light. Data represent mean and SD.
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oxygen species) in an attempt to verify if ROS are crucial for
DNA-cleavage promoted by these platinum(n)-porphyrin com-
plexes.”” The data presented in Fig. 10 (Fig. 7 and S8t) show
that DNA-cl by the is not inhibited by typical
scavengers of singlet oxygen or hydroxyl radical species.
Interestingly, we observe a considerable decrease in activity in
the presence of KI in the H,PtPor samples while in the
ZnPtPor samples this decrease was milder (Fig. S7 and S8). In
solution, the chloride ion of each pyridyl ligand of the meso-
tetra-[(4-pyridyl)porphyrin]jtetraplatinum(u) porphyrin is sub-
stituted by a water molecule enabling the interaction with KI
which, according to the literature, promotes a decay in the
Soret-band absorption, which causes the inhibition of DNA
photocleavage.’’ To check if this also occurs with the por-
phyrin complexes presented here, we performed KI titrations,
and decay in absorption was observed, thus confirming the lit-
erature (data not shown). If we consider that ROS generation
under ph 1 is occurring, di the concen-
tration of porphyrin in the reaction may facilitate the ROS
scavenger effect. However, even at lower concentrations of
porphyrin complexes the putative inhibitory effect of ROS sca-
vengers was not observed (Fig. $9t). Neither a scavenger of
carbon centered radicals (TEMPO, Fig. S10f) was effective. For
this reason oxygen was excluded from the reaction medium
(Fig. S11 and S12f) and now a clear inhibition of the DNA
photocleavage is observed, especially for H,PtPor. We thus
propose a mixed type mechanism for the cleavage reaction of
these porphyrin complexes based on oxidative as well as non-
oxidative (potentially hydrolytic for ZnPtPor) pathways.******

Conclusions

In this study we demonstrate the interaction among
meso-tetra-[(4-pyridyl )porphyrin]tetraplatinum(u)  derivatives
(HPtPor and ZnPtPor) and the DNA double stranded struc-
ture. Our findings suggest that these photoactive porphyrins
interact with DNA via outside binding through a porphyrin-
DNA adduct formation stabilized by cationic-anionic electro-
static interactions between the porphyrin and the phosphate
groups located on DNA. These porphyrins may be interesting
as ph iti in photody therapy and photo-

since we rate their activity towards
DNA cleavage under exposure to light.

h 1 1

Experimental

General materials

The cis-dichloro(2,2-bipyridine)platinum(n) complex and
respective meso-tetra-substituted platinum(n)-porphyrin com-
pounds H,PtPor and ZnPtPor were synthesized and purified
according to the literature.'"""® H,PtPor was metallated with
Zn(n) ions using the acetate method, as described in the
Experimental  section."? meso-Tetra-(4-pyridyl)porphyrin
(4-TPyP) was purchased from Sigma-Aldrich®. Bluescript SK 11

This journal is © The Royal Society of Chermistry 2017
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Plasmid DNA (pBSK II, 2961 base pair - bp) was purchased
from Stratagene (USA) and the HiSpeed Plasmid Purification
Kit from QIAGEN. Agarose was obtained from Invitrogen™
and acetonitrile HPLC grade from TediaBrasil. Calf Thymus
DNA (CT-DNA, 8-15 kb), netropsin, methyl green, Tris-HCI and
water molecular biology reagent were acquired from Sigma-
Aldrich®. All other reagents used in this research were of
analytical grade.

Spectroscopic analysis

Elemental CHN% analysis for zinc(n) complex ZnPtPor was
performed using a PerkinElmer CHN% 2400e equipment.
ZnPtPor characterization, absorption and emission spectra
were recorded using a PerkinElmer Lambda 750 (absorption
range 290-800 nm) and Cary Eclipse Varian (excitation wave-
lengths at 420 nm, slit 2.0 nm, emission range 500-800 nm),
respectively. Due to low solubility of the meso-tetra-[(4-pyridyl)
porphirinatejzine(n) complex in the acetonitrile/Tris-HCI
buffer so]unon mixture (precipitation), could not perform the

P ization and bi lecule assays in this
work.
The pul ,' results ob d from Zn(u) pl
1 analysis for : CyoH26NgPtZn-5H,0,

exp. [calc) %C = 76.0 (75.9), %H = 4.7 (4.8), %N = 17.1 (16.8).
UV-vis (in DMF), Aye, nm (g M~ em™): 308 (12845), 320
(13 448), 427 (21 383), 564 (2422) and 611 (1317).

DNA-porphyrin interaction assays

DNA-porphyrin interaction assays were performed by UV-vis
absorption and spectra

at room perature. CT-DNA ion was determined
by UV-vis spectroscopy using 13200 M™' em™ as a molar
extinction coefficient (per base pair) at 260 nm. Porphyrin
(1.0 pM) in Tris-HCI buffer solutions (pH 7.4) was titrated with
the increasing amounts of CT-DNA (from 0.0 to 10.0 uM) with
the absorption spectra acquisition range of 290-800 nm. The
intrinsic binding constants of compounds H;PtPor and
ZnPtPor were calculated according to the absorption Soret-
band decay using the following eqn (1), through a plot of
[DNAJ/(£, — &) versus [DNAJ:

[DNA]/(ea — er) = [DNAJ/(ep — &r) +1/Kp(en — &) (1)

where [DNA] is the concentration of DNA in the base pairs, &,
is the extinction coefficient (Aqp/[ porphyrin]), and &, and &¢
are the extinction coefficients of free and fully bound forms,
respectively. In the plots of [DNAJ/(e, — &) versus [DNA] Kj, is
given by the ratio of the slope to the intercept. The emission
spectra of DNA-porphyrin interaction were acquired in the
wavelength range of 600-800 nm upon excitation at 420 nm.

Circular dichroism studies

Circular dichroism spectra were recorded on a Jasco J-815
Circular dichroism spectropolarimeter (with the PFD-425S
Peltier thermostat accessory) using a quartz cuvette of 2.0 mm
optical pathlength at 37 °C. The measured range was

This journalis © The Royal Society of Chemistry 2017
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520-220 nm with a bandwidth of 1.0 nm and a resolution of
0.5 nm at a scan speed of 100.0 nm min™" resulting in 601
data points. The initial CT-DNA concentration was 200.0 yM
(bp) and the spectra were registered in the absence and in the
presence of the complexes. Control reaction: CT-DNA
(200.0 M bp) in Tris-HCI (10.0 mM pH 7.4) and 2.0% (v/v)
acetonitrile solution. The porphyrins (500.0 uM) were titrated
into CD cuvette until the precipitation of the solution.

Thermal melting studies

Thermal melting data were collected using a quartz cuvette of
1.0 em uptlcal pathlength on an Ultrospec 2100 pro UVIVlslble
(The GE
Healthcare) The reactions were held at 30.0 °C for 10 minutes
and then heated from 30.0 to 90.0 °C at 1.0 °C min~".
Absorbances were recorded at 260 nm. Reaction conditions:
CT-DNA 200.0 pM (bp) in denaturing solution (Na,HPO,
1.5 mM, NaH,PO, 0.5 mM and Na,EDTA 0.25 mM).* In the
presence of porphyrin: [ porphyrin]/[CT-DNA] = r = 0.02.

ility and '0,

The photostability of porphyrin derivatives was determined by
measuring the absorbance for free-base H,PtPor at 417 nm
and for Zn(n)-complex ZnPtPor at 427 nm before and after
white light irradiation (400-800 nm) at a fluence rate of
30 mW em™. To determine singlet oxygen production, solu-
tions ing 9,10-diph (DPA; 100.0 pM)
with or without porphyrin derivatives at 1.0 pM were prepared
in degassed DMF solution in a 1.0 x 1.0 cm quartz cuvette and
was monitored by measuring the absorbance decrease at
378 nm in pre-established irradiation intervals. The solutions
were irradiated at room temperature and under gentle mag-
netic stirring with a LED array system emitting red light (1 >
600 nm) at a fluence rate of 26 mW em ™.

DNA cleavage studies

The pBSK 11 plasmid DNA was transformed into DH5« compe-
tent cells replicated and purified using the QIAGEN HiSpeed
Plasmid Purification Kit protocol. The pBSK II concentrations
in terms of base pair per L were determined spectrophoto-
metrically by employing an extinction coefficient of 13200
M~ em™ at 260 nm. DNA cleavage standard reactions were
carried out with 330 ng per well (~25.0 pM bp) of supercoiled
plasmid in Tris-HCI buffer (10.0 mM pH 7.40) and 25% (v/v)
acetonitrile solution at 37 °C. The final concentrations of com-
pounds used in all experiments were 3.0 pM for 4-TPyP
(maximal solubility) and 0-5.0 pM for H,PtPor and ZnPtPor.
Controls lacking porphyrins were run. The samples were incu-
bated at 37 °C for 24 hours in the absence of light or for
90 minutes in the p ce of a 100 W i ds

lamp (photocleavage), quenched with a loading buffer - LB
(bromophenol blue, glycerol 50% and 0.5 M EDTA) and loaded
in agarose gels.
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is and DNA cl

g
DNA cleavage reactions were run on horizontal agarose
gels (1%) containing ethidium bromide (EB 0.3 pg mL™") in
0.5 TBE buffer for 100 minutes at 90 V. The gels were pictured
under UV light (KODAK Gel Logic 200 Imaging System). All the
experiments were performed at least in triplicate. Plasmid
DNA forms, supercoiled (FI), circular (FII) and linear (FIII),
were calculated based on the band intensities of each lane
obtained by densitometric analysis (Kodak 1D 3.6 Gel Logic

). The sup iled i ity bands were corrected by
1.47 factors®>** due their different EB-DNA binding affinity
compared to the form 1 and IL.**

Effect of ionic strength on DNA cleavage

The effect of the ionic strength on the DNA cleavage by the
complexes was observed by adding LiClO, to the standard reac-
tion mixture. Incubation (30 min) was previously performed
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DNA cleavage mechanism pathway
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