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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 
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RESUMO 
 

Reações de clivagem endonucleolítica do DNA têm sido alvo de intensa 

pesquisa para modelos de reatividade de drogas antitumorais. Nucleases 

associadas a cofatores metálicos apresentam alta afinidade pela dupla 

fita de DNA sendo capazes de interagir de modo específico acelerando a 

reação de hidrólise da ligação fosfodiéster. O desenvolvimento de 

drogas fotossensibilizadoras para terapia fotodinâmica no tratamento de 

câncer (TFD) tem recebido destaque na pesquisa de nucleases com 

efeito antitumoral, devido sua ação localizada e efeitos colaterais 

reduzidos comparados aos tratamentos tradicionais. Neste sentido 

metaloporfirinas biomiméticas às naturais têm sido propostas como 

potenciais metalonucleases para uso em terapia fotodinâmica devido sua 

capacidade em gerar oxigênio singlete após fotoativação. No presente 

trabalho foi analisada a interação do DNA com Zn(II)-porfirinas com 

ligante derivado do 1,4,7-triazaciclononano (TACN) e ainda com 

Zn(II)-porfirinas catiônicas com compostos de coordenação de 

platina(II). Os ensaios de interação de DNA como as porfirinas foram 

realizados por métodos espectroscópicos (ultravioleta visível, 

desnaturação térmica e dicroísmo circular) e a avaliação da atividade 

catalítica por visualização 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 catalítica quando expostas à luz visível 

(fotoclivagem) através de mecanismos mistos sem dependência do 

oxigênio molecular, fato este interessante para supressão de tumores 

hipóxicos. As Pt(II)-porfirinas foram as mais ativas como nucleases e os 

resultados sugerem que a interação com o DNA aconteça por interação 

externa e paralela ao eixo da dupla hélice  através da formação de um 

aduto porfirina-DNA estabilizado pelas interações eletrostáticas entre o 

complexo e os grupos fosfatos de forma a induzir clivagens oxidativas 

em nucleotídeos da mesma fita. Devido à alta habilidade em gerar 

oxigênio singlete e fotoclivar o DNA as TACN-porfirinas e Pt(II)-

porfirinas podem ser consideradas potenciais candidatas a 

fotossensibilizadoras para uso em terapia fotodinâmica. 

 

Palavras-chave: Metalonucleases artificiais. Porfirinas. 

Fotossensibilizadores. Terapia fotodinâmica no câncer. 

 

  



 

 

  



 

 

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(II)-porphyrin with 1,4,7-

triazacyclonanyl derivative substituent and cationic Zn(II)-porphyrin 

with platinum(II) 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(II)-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(II) porphyrins are potential candidates as photosensitizer 

to PDT. 

 

Keywords: Artificial metalonucleases. Porphyrins. Photosensitizer. 

Photodynamic therapy in cancer. 
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1 CAPÍTULO I – INTRODUÇÃO 

 

1.1 ESTRUTURA DO ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO – DNA 

 

Os ácidos nucleicos são biopolímeros formados a partir de 

unidades compostas por uma base nitrogenada, uma pentose e um 

fosfato.  As bases são compostos aromáticos heterocíclicos que contém 

nitrogênio e são comumente divididas entre purinas (adenina e guanina) 

e pirimidinas (citosina, timina e uracila). Os compostos formados por 

uma base e uma pentose são denominados nucleosídeos. Quando há pelo 

menos um fosfato ligado ao grupo hidroxila da pentose do nucleosídeo a 

unidade passa a se chamar nucleotídeo, que é a unidade básica dos 

ácidos nucleicos. Na maioria dos seres vivos o fosfato está posicionado 

no C5' da pentose. Os ácidos nucleicos são classificados em ácido 

desoxirribonucleico (DNA) e ácido ribonucleico (RNA). A diferença 

entre eles é a pentose, sendo a 2-desoxirribose no DNA e a ribose no 

RNA, e ainda uma diferença na composição das bases: A, C e G são 

bases presentes em ambos, porém a timina está presente somente no 

DNA e a uracila no RNA (KOOL, 2001; MARMUR; DOTY, 1962; 

WATSON; CRICK, 1953). 

A formação da fita de DNA ocorre quando um grupo 3' hidroxila 

da pentose de um nucleosídeo forma uma ligação fosfodiéster com o 5' 

fosfato de um nucleotídeo, deslocando um pirofosfato.  

Termodinamicamente, a força motriz da reação é a clivagem da ligação 

fraca entre os fosfatos acoplada à formação de uma ligação fosfodiéster 

forte e a entropia da liberação do pirofosfato. Espontaneamente esta 

reação é excessivamente lenta, mas a velocidade da reação pode ser 

aumentada centenas de vezes por segundo quando na presença da 

enzima DNA polimerase. Isso acontece porque a enzima diminui a 

energia de ativação da reação em muitas quilocalorias por mol (KOOL, 

2001). As ligações fosfodiéster conferem estabilidade ao DNA, sendo 

que a hidrólise espontânea dessas ligações tem meia vida de 30 milhões 

de anos (SILVERMAN, 2010). 

Na década de 40 estabeleceu-se que o DNA é um repositório de 

informações genéticas promovendo o armazenamento, processamento e 

regulação dessa informação (LIPFERT et al., 2014; SILVERMAN, 

2016). Na década de 50, Watson e Crick, auxiliados por pesquisas de 

Wilkins e Franklin, postularam a estrutura secundária do DNA, 

conhecida como o modelo de dupla hélice, revolucionando os 

conhecimentos químicos e biológicos referentes a esta biomolécula 

(WATSON; CRICK, 1953). Desde lá, muito se avançou na 
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compreensão do DNA e sua importância biológica, como por exemplo, 

o sequenciamento genômico que permitiu a constatação de similaridades 

e discrepâncias 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 ligações de 

hidrogênio entre as bases nitrogenadas, de forma que adenina se ligue à 

timina por duas ligações e citosina à guanina por três ligações de 

hidrogênio. Dizem-se antiparalelas, pois a extremidade 5’ de uma fita se 

liga à 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. Já na natureza há 

o interesse biológico em manter a integridade genética e por isso a 

ocorrência da dupla fita é o mais comum, pois é considerada uma 

estrutura mais rígida do que a fita única (KOOL, 2001). 

 
Figura 1 – Modelo do B-DNA 3D proposto por Watson e Crick (1953) 

 
Fonte: adaptado de PRAY (2008) 

 

Em solução aquosa a estrutura do DNA dupla hélice é governada 

pelo complexo equilíbrio de forças não covalentes: as forças 
estabilizadoras como as ligações de hidrogênio de Watson-Crick e o 

empilhamento das bases nitrogenadas, e ainda as forças 

desestabilizadoras como as interações eletrostáticas de repulsão entre os 

grupos fosfato intrafita ou entre fitas. Há também o efeito estérico entre 
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as bases pareadas. Todas essas interações tornam a dupla hélice 

entalpicamente muito favorável (ligações de hidrogênio e empilhamento 

de bases) e entropicamente desfavorável (restrições entrópicas na 

formação da dupla hélice) (GARCÍA-RAMOS et al., 2013; KOOL, 

2001). O empilhamento de bases e as ligações de hidrogênio são as 

interações que estabilizam todas as hélices do DNA. Mesmo uma 

simples fita, não pareada, pode formar uma hélice se as bases 

nitrogenadas de seus nucleotídeos estiverem eficientemente empilhadas 

(KOOL, 1997). Dados experimentais demonstraram que cada 

empilhamento de base ou ligação de hidrogênio contribui para a 

estabilidade da estrutura de DNA em ~1 kcal/mol por par de base 

(KOOL, 1997). As ligações de hidrogênio e empilhamento entre bases 

também são ligações não covalente fracas, facilmente rompidas com 

ação do calor, porém ambas são complementares, pois uma estabiliza a 

outra e se uma é prejudicada a outra também será, como se pode 

observar na adição de agente desnaturante ou na presença de calor. O 

empilhamento das bases facilita a formação das ligações de hidrogênio 

entre o par, e a formação dessas ligações impede a torção das bases e 

facilita o empilhamento delas (MARMUR; DOTY, 1962). 

As ligações de hidrogênio são interações entre um próton ácido e 

um ótimo doador de elétron e são fundamentais na estabilização da 

dupla hélice (KOOL, 1997).  Estudos mostram que moléculas de DNA 

com maior quantidade de CG tem uma maior temperatura de 

desnaturação térmica (Tm - melting) do que as moléculas com maior 

composição de AT. Isso se deve ao fato de CG formar três ligações de 

hidrogênio entre o par e AT somente duas, sendo estas últimas mais 

vulneráveis à ruptura. As ligações de hidrogênio possuem baixa energia 

e podem ser desfeitas e refeitas facilmente. Para impedir que elas sejam 

refeitas e ocorra a renaturação do DNA agentes desnaturantes como 

ureia ou formamida podem ser acrescentados à solução para que o DNA 

permaneça desnaturado, mesmo em temperaturas que permitam sua 

renaturação. Esta estratégia é utilizada para desnaturar DNA de 

amostras que serão submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

(DOTY, 2003; MARMUR; DOTY, 1962). 

As bases nitrogenadas são planares e estão empilhadas de forma 

que ocorra contato direto com sistema π (pi) elétron das bases vizinhas 

(π-stacking). A geometria de justaposição de duas moléculas aromáticas 

proporciona um contato direto entre os sistemas π. A referência ao 

"empilhamento de bases" surge devido ao fato das bases nitrogenadas 

estarem em contato face-à-face (KOOL, 1997). Interações fracas como 

as forças de van der Waals, efeitos hidrofóbicos e as interações 
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eletrostáticas entre os dipolos estabilizam este empilhamento de bases 

da dupla fita (KOOL, 2001). A distância entre os planos aromáticos no 

empilhamento é de 3,4 Angstroms (Å), esta disposição 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 área de superfície e maior polaridade (KOOL, 2001). O 

empilhamento aromático é fundamental na regulação gênica, pois o 

reconhecimento entre enzimas e o DNA é regulado pelas interações π-

stacking entre os aminoácidos aromáticos e as bases nitrogenadas 

(MATTA; CASTILLO; BOYD, 2006). 

A repulsão eletrostática das cargas negativas dos grupos fosfatos 

entre as fitas da dupla hélice é uma das interações eletrostáticas mais 

importantes na formação desta estrutura (KOOL, 1997). A estrutura 

polianiônica do DNA atrai os íons positivos e repele os íons negativos, 

promovendo uma acumulação de contra íons próximos à molécula, de 

modo a reduzir a repulsão eletrostática neutralizando as cargas e 

impedindo a separação das fitas (LIPFERT et al., 2014). Quando se 

adiciona sal ao meio os íons positivos formam nuvens eletrônicas em 

volta das cargas negativas do fosfato protegendo da repulsão, pois as 

cargas são neutralizadas, a estrutura é estabilizada e diminui a 

solubilidade das bases aumentando as interações hidrofóbicas. Na 

ausência do sal o oposto ocorre demonstrando a importância da força 

iônica na estabilização da dupla hélice (MARMUR; DOTY, 1962). 

A conformação das pentoses juntamente com o empilhamento das 

bases determina a geometria da hélice, o número de resíduos por volta e 

o espaço entre os pares de bases (MATTA; CASTILLO; BOYD, 2006). 

O DNA pode adotar uma série de conformações, porém a predominante 

é a dupla hélice à direita, denominada B-DNA, mas dependendo da 

hidratação dos sulcos e da força iônica do meio outras estruturas de 

DNA podem ser formadas como A-DNA e Z-DNA (DUCHEMIN et al., 

2017; GARCÍA-RAMOS et al., 2013). A conformação da pentose 

determina o tipo de estrutura de DNA: quando C3' está acima do eixo da 

molécula as hidroxilas 5' e 3' ficam mais próximas entre si aproximando 

os grupos fosfatos e reduzindo a distância entre nucleotídeos 

característica do A-DNA, as bases ficam longe do eixo da dupla hélice 

resultando em uma hélice mais aberta. Quando o C2' da pentose está 

acima do plano as bases ficam alinhadas próximas ao eixo da dupla 

hélice, característico do B-DNA com torção à direita (MATTA; 

CASTILLO; BOYD, 2006). 

No B-DNA a torção à direita forma sulcos, sendo o sulco maior 

de 22 Å e o menor de 12 Å entre as fitas sucessivas. Apesar das bases 
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nitrogenadas estarem dispostas na parte interna da dupla hélice de DNA 

elas são reconhecidas e acessadas pelas enzimas através desses sulcos. 

Dessa forma os sulcos são ótimos sítios de interação do DNA com 

pequenas moléculas e grupos quirais do tipo bipiridinas (DUCHEMIN 

et al., 2017). 

 

1.1.1 Modos de interação 

 

A estrutura do DNA oferece uma gama de potenciais sítios de 

ligação para pequenas moléculas, proteínas e compostos de 

coordenação. Essas moléculas podem interagir com o DNA de modo 

irreversível (por interações covalentes ou de coordenação) ou reversível 

(interações eletrostáticas, ligações aos sulcos e intercalação) (GARCÍA-

RAMOS et al., 2013; SHAHABADI; KASHANIAN; FATAHI, 2011). 

As ligações covalentes são irreversíveis e resultam na troca de bases 

nitrogenadas, com crosslinking inter e intra-fita e/ou alquilação das 

bases. As ligações não covalentes são interações reversíveis onde a 

molécula interage com o DNA por intercalação, interações eletrostáticas 

e/ou afinidade por sulcos promovendo mudanças conformacionais na 

estrutura do DNA, rompimento das ligações fosfodiéster e inibição das 

interações entre DNA-proteína (ALEKSIĆ; KAPETANOVIĆ, 2014). 

As interações não covalentes de DNA com pequenas moléculas 

fornecem o mecanismo básico de ação de muitos agentes terapêuticos 

incluindo compostos antivirais, antimicrobianos e antitumorais 

(HOFSTADLER; GRIFFEY, 2001). A estabilidade da interação do 

DNA com outras moléculas nas ligações não covalentes depende do 

modo de reconhecimento entre cada componente que pode ocorrer 

através de forças eletrostáticas, ligações de hidrogênio, van der Waals e 

interações hidrofóbicas (ALEKSIĆ; KAPETANOVIĆ, 2014; PAGES et 

al, 2015). As interações eletrostáticas entre cátions e a estrutura negativa 

do DNA podem ocorrer na superfície externa da hélice, normalmente 

através dos sulcos do DNA pelo acesso facilitado às bases e 

simultaneamente aos grupos fosfatos (GARCÍA-RAMOS et al., 2013). 

Os sulcos permitem a interação direta com as bases que ficam 

localizadas na parte central do eixo da dupla hélice, principalmente o 

sulco maior que é a preferência de acesso por várias proteínas ligantes 

de DNA (SANGEETHA GOWDA et al,. 2014). A intercalação ocorre 

quando há a inserção de sistemas planares policíclicos aromáticos entre 

pares de bases do DNA (HERNÁNDEZ-GIL et al., 2013; KOOL, 

1997). Essa interação é estabilizada pelas nuvens π entre o complexo e 

as bases e pode ocorrer em ambos os sulcos do DNA. A intercalação 
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aumenta o espaçamento entre as bases adjacentes, resultando na 

distorção da hélice e interferindo na replicação e transcrição por impedir 

a ação das topoisomerases, principalmente nas células com alta taxa de 

proliferação como as cancerígenas (GARCÍA-RAMOS et al., 2013; 

SANGEETHA GOWDA et al., 2014).  

 

1.2 DESENVOLVIMENTO DE METALONUCLEASES 

 

Sob condições fisiológicas as ligações fosfodiéster que formam a 

fita de DNA são estáveis hidroliticamente apresentando meia vida de 

10
6
 anos. Enzimas que aceleram essa reação e promovem a cisão do 

DNA são denominadas nucleases (COWAN, 2001; JIN; COWAN, 

2005; SILVERMAN, 2010). A clivagem do DNA é essencial para os 

processos de reparo da replicação e também na desinserção de DNA 

viral e normalmente são promovidos por endonucleases, como as 

topoisomerases e as enzimas de restrição. Dessa forma, terapêuticos em 

que o alvo seja o DNA também precisam promover a clivagem para 

induzir processos de morte celular, como a apoptose (SANGEETHA 

GOWDA et al., 2014). O desenvolvimento de análogos de riboenzimas 

e pequenas moléculas que sejam capazes de clivar as ligações 

fosfodiéster no DNA de forma sítio-específica tem sido uma área de 

intenso estudo devido ao grande potencial em aplicações 

biotecnológicas e terapêuticas como no câncer e doenças virais 

(ALEKSIĆ; KAPETANOVIĆ, 2014; COWAN, 2001; DUCHEMIN et 

al., 2017; HERNÁNDEZ-GIL et al, 2013; PAGES et al, 2015; 

SILVERMAN, 2010; SILVESTRI; BRODBELT, 2013; SREEDHARA; 

FREED; COWAN, 2000).  

A hidrólise biomimética das ligações fosfodiéster do DNA 

promovida por nucleases tem grande importância biológica, 

especialmente as reações intermediadas por íons metálicos 

(DUCHEMIN et al., 2017; PAGES et al, 2015; SREEDHARA; FREED; 

COWAN, 2000). A interação dos íons metálicos é de suma importância 

para a química dos ácidos nucleicos, visto que na maioria das vezes o 

íon metálico é a interface entre o DNA e a enzima (LIPPERT, 1992). 

Nucleases associadas a cofatores metálicos podem se unir extensamente 

ao oligonucleotídeo e acelerar a reação de hidrólise da ligação 

fosfodiéster, como, por exemplo, as riboenzimas que podem utilizar íons 

metálicos divalentes como cofatores para catálise (COPELAND et al., 

2002; SILVERMAN, 2010). 

A compreensão estrutural e do mecanismo catalítico de 

metalonucleases naturais serve de modelo para o desenvolvimento de 
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nucleases artificiais com a incorporação de íons metálicos para aumento 

de sua capacidade catalítica (GYURCSIK; CZENE, 2011; 

SANGEETHA GOWDA et al., 2014). A interação entre as cargas 

negativas dos grupos fosfato reprimem a aproximação de nucleófilos de 

pequenas moléculas, repressão esta que é diminuída na presença de 

metais de transição devido à ligação de primeira esfera entre o metal e o 

éster do fosfato, permitindo que a nuclease metálica se una 

extensamente ao DNA. A capacidade hidrolítica dessas pequenas 

moléculas pode ser incrementada com a inserção de grupos funcionais, 

como quelatos ou compostos de coordenação (COPELAND et al., 2002; 

SREEDHARA; FREED; COWAN, 2000). As propriedades 

fotoquímicas e fotofísicas dos complexos metálicos os fazem ótimas 

matrizes para aplicações biológicas, visto que a neutralização por 

cofatores metálicos é um dos mecanismos mais utilizados pelas enzimas 

naturais (COWAN, 2001; SANGEETHA GOWDA et al,. 2014; 

WEIDMANN; KOMOR; BARTON, 2013). Os íons metálicos têm 

diversas funções como promover a ligação e reconhecimento do 

substrato, ativação eletrostática, geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) para ataque nucleofílico, compensação de cargas e 

estabilização do estado de transição do fosfato pentacoordenado 

(GYURCSIK; CZENE, 2011; LIPPERT, 1992).  Normalmente a 

hidrólise é facilitada pela presença de íons metálicos que atuam como 

ácidos de Lewis. O ataque nucleofílico ao grupo fosfato promove a 

formação de um intermediário pentacoordenado que é estabilizado pelo 

catalizador e irá promover a clivagem da ligação fosfodiéster resultando 

na cisão da fita (Fig. 2) (SANGEETHA GOWDA et al,. 2014). 

 
Figura 2 - Hidrólise das ligações fosfodiéster do DNA. 

 
Fonte: SANGEETHA GOUDA et al., 2014. 

 

Desde a descoberta da cisplatina como agente antimoral a 

interação dos complexos metálicos com o DNA tem sido alvo de intensa 

pesquisa para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos 
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(SANGEETHA GOWDA et al., 2014).  Metalocomplexos com 

capacidade de simular atividade de nuclease podem promover a reação 

em 14 ordens de magnitude e essa função é acentuada quando são 

associados a agentes bimetálicos, quando há grupos funcionais 

positivamente carregados e/ou quando os ligantes se conjugam ao DNA 

através dos sulcos ou como intercaladores (HERNÁNDEZ-GIL et al., 

2013; LIPPERT, 1992; JIN; COWAN, 2006). 

A reatividade eletroquímica e fotoquímica dos metalocomplexos 

possibilita que eles interajam com DNA de diversas formas e promovam 

a clivagem da dupla fita. Alguns complexos metálicos podem apresentar 

atividade catalítica via mecanismo oxidativo o que aumenta sua 

potencialidade como agentes antitumorais (SREEDHARA; FREED; 

COWAN, 2000). A clivagem oxidativa ocorre pelo ataque à pentose e às 

bases e é mediada por espécies reativas de oxigênio (EROs) que além de 

promover a clivagem podem causar efeitos citotóxicos (SREEDHARA; 

FREED; COWAN, 2000). O mecanismo de clivagem oxidativa do DNA 

baseia-se em processos de transferência de elétrons nas espécies 

envolvidas e nos alvos. As EROs podem ser geradas através da redução 

sequencial do oxigênio molecular originando ânion superóxido (O2
-
), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH
.
), sendo este 

último extremamente reativo provocando danos ao DNA pela adição de 

pontes duplas às bases ou por subtrair átomos de hidrogênio da pentose. 

Ainda há o oxigênio singlete (
1
O2) responsável pela clivagem oxidativa 

de DNA através de transferência de energia (JIANG et al., 2007; 

SANGEETHA GOWDA et al., 2014).  A presença de metais com 

capacidade redox possibilita a formação de radicais hidroxila através de 

reações do tipo Fenton e Haber-Weiss que promove a clivagem do DNA 

por um mecanismo dependente do metal. O ataque oxidativo das 

espécies metálicas em alto estado de oxidação e/ou ataque das EROs à 

pentose promovem a clivagem do DNA (BARTON; RAPHAEL, 1984; 

FLEISHER et al., 1986; HERNÁNDEZ-GIL et al, 2013; LIPPERT, 

1992; KOMOR; BARTON, 2013). Esse mecanismo é vantajoso para 

drogas anticâncer, pois a maioria dos agentes antitumorais só interage 

com o DNA na presença de oxigênio e íons metálicos, além de 

possuírem, em sua maioria uma porção glicosilada que aumenta a 

eficiência 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 sítio-específico de 

DNA, como ligantes de sulco maior ou menor. A multinuclearidade dos 

complexos também podem aumentar a eficiência e seletividade devido à 
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cooperatividade positiva e formação de espécies ativas. Metalonucleases 

carregadas positivamente têm maior afinidade pelo DNA polianiônico e 

maior eficiência 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 π-stacking e 

ainda por possibilitar a fotoclivagem sob-radiação de fonte luminosa no 

comprimento de onda específico do ligante (JIANG et al., 2007). 

 

1.2.1 Platina 

 

Vários metais de transição têm sido empregados na química 

medicinal, dentre eles os complexos de platina que têm demonstrado 

interação com a molécula de DNA de vários modos como intercalação e 

ligação por sulco através de ligações não covalentes. Porém a primeira 

droga anticancerígena com platina que teve eficácia comprovada para 

uso clínico foi a cisplatina, que interage com o DNA de forma covalente 

(PAGES et al., 2015).  

A descoberta da cis-Pt(NH3)2Cl2 (cisplatina, cis-

diaminodicloroplatina(II) -  cis-DDP) como antitumoral na década de 60 

foi uma revolução no tratamento do câncer.  As formas biológicas ativas 

originadas pela troca dos ligantes por moléculas de água cis-

[Pt(NH3)2Cl(OH2)]
+
 e cis-[Pt(NH3)2(OH2)2]

2+
 se ligam covalentemente 

ao DNA formando crosslinks intrafita entre duas guaninas adjacentes na 

posição N7, que é mais acessível pelo sulco maior (Fig. 3) . Os adutos 

formados pela combinação da platina e DNA são reconhecidos pelas 

proteínas celulares, inibem processos como a transcrição e replicação e 

induzem a apoptose. A cisplatina tem ampla distribuição sistêmica, não 

seletiva ou direcionada, tendo suas formas ativas processadas em células 

de rápida proliferação, sejam elas sadias ou não, fato que causa danos às 

células saudáveis podendo levar a graves quadros de neurotoxicidade e 

nefrotoxicidade (LI et al., 2013; LIPPERT, 1992). 
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Figura 3 - Mecanismo de interação cisplatina-DNA. 

 
Fonte: adaptado de GARCÍA-RAMOS et al., 2013 e SANGEETHA GOUDA et 

al., 2014. 

 

Após a cisplatina, diversos compostos de coordenação com 

platina foram propostos e testados para uso em quimioterapia. Estes 

compostos demonstravam muito mais atividade do que os compostos 

orgânicos. Os compostos de coordenação com platina apresentam 

neutralidade, formam quadrado plano quando com Pt(II) e octaedro 

(Pt(IV)), dentre outras propriedades (LIPPERT, 1992).  

 

1.2.2 Zinco 
 

O íon zinco(II) é o sítio ativo metálico de muitas enzimas e a 

compreensão da sua função catalítica é de grande interesse para 

aplicação em modelos farmacológicos. A maioria das enzimas com 

zinco são hidrolíticas e diversos análogos dessas enzimas têm sido 

estudados (KATSOULAKOU et al., 2002). O zinco é essencial para o 

crescimento, desenvolvimento e diferenciação de todos os tipos de vida.  

É o segundo metal traço mais abundante no corpo humano e está 

presente em mais de 300 metaloenzimas de diferentes espécies como 

cofator de diversas funções biológicas. Por conter o orbital d completo 

(d
10

) o Zn(II) não participa de reações redox mas atua como um 

catalizador eletrofílico em várias enzimas como ácido de Lewis (aceptor 

de um par de elétrons). Por essa razão o Zn(II) é um íon estável em 

meios biológicos o que o torna um excelente cofator para reações que 

requerem um íon estável para atuar como catalizador ácido-base de 

Lewis. As metaloenzimas com Zn(II) podem assumir diversas 

geometrias de coordenação (McCALL; HUANG; FIERKE, 2000).  
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O Zn(II) catalítico localiza-se no sítio ativo da enzima e interage 

diretamente com o substrato. Normalmente está coordenado a três 

resíduos de aminoácidos (na ordem de preferência: histidina, glutamato, 

aspartato e cisteína) e uma molécula de solvente para completar a esfera 

de coordenação tetraédrica. Também pode ocorrer a coordenação de 

primeira esfera quando ocorre ligação com quatro aminoácidos 

(McCALL; HUANG; FIERKE, 2000). 

No desenvolvimento de biomiméticos compostos de coordenação 

de Zn(II) têm demonstrado capacidade de promover a hidrólise do DNA 

e Zn(II)porfirinas demonstraram habilidade em produzir oxigênio 

singlete sob irradiação de luz promovendo a oxidação do DNA 

(LIPPERT, 1992). 

 

1.3 TERAPIA FOTODINÂMICA (TFD) E AS 

METALOPORFIRINAS 

 

Nos últimos anos a pesquisa para desenvolvimento de 

metalocomplexos com ação anticâncer foi intensificada devido aos 

excelentes resultados apresentados na clínica (JIANG et al., 2007; 

KOMOR; BARTON, 2013; LIPPERT, 1992; PAGES et al, 2015).  O 

DNA é o alvo das metalodrogas anticâncer e por isso a interação entre o 

DNA e estes complexos tem sido amplamente estudada. Alguns 

metalocomplexos atuam como nucleases químicas oxidativas na 

presença de agentes redutores produzindo EROs através da redução do 

centro metálico. A fotoativação destes complexos podem causar danos 

ao DNA devido à geração de oxigênio singlete e por isso fazem parte de 

uma grande área de interesse de desenvolvimento de drogas capazes de 

fotoclivar o DNA para uso em terapia fotodinâmica (TFD) (GARCÍA-

GIMÉNEZ et al., 2013). 

Terapias menos agressivas e mais seletivas como a TFD 

apresentam vantagens em relação à diminuição da toxicidade e efeitos 

colaterais. A TFD é uma alternativa aos tratamentos conservadores e 

tem sido amplamente utilizada nos tratamentos de lesões dermatológicas 

e tumores acessíveis por endoscopia (LI et al., 2013; ETHIRAJAN et al, 

2011). A terapia fotodinâmica é um tratamento minimamente invasivo 

que tem como objetivo induzir a morte celular através da fotoirradiação 

local em área pré-tratada com uma droga fotossensibilizadora (FS) 

(GARCÍA-GIMÉNEZ et al., 2013; STERNBERG; DOLPHIN; 

BRÜCKNER, 1998). O estresse oxidativo promovido pelo 

fotossensibilizador desencadeia a morte da célula cancerígena devido 

aos danos irreversíveis promovidos pela geração de EROs, 
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principalmente o oxigênio singlete (BŘÍZA et al., 2012). Após o ganho 

de energia por irradiação do FS ele retorna ao seu estado fundamental 

transferindo energia para o oxigênio molecular triplete para produzir 

oxigênio singlete, altamente reativo e citotóxico (ETHIRAJAN et al., 

2011). O oxigênio singlete causa danos oxidativos a diversas 

biomoléculas como proteínas, ácidos nucleicos e membranas lipídicas 

(GARCÍA-GIMÉNEZ et al., 2013). O FS é ativado somente na presença 

da luz em um comprimento de onda especifico e não deve ser ativo no 

escuro, fato que reduz os efeitos colaterais (JOYCE et al., 2010).  Um 

FS ideal deve ter a habilidade de gerar oxigênio singlete, ter espectros 

de absorção nas bandas satélites (Q-band), alta solubilidade em 

solventes injetáveis, ausência de toxicidade no escuro e o mínimo de 

efeitos adversos (ETHIRAJAN et al, 2011).  

Os primeiros agentes fotossensibilizadores aprovados para uso 

eram compostos orgânicos capazes de gerar oxigênio triplete (
3
O2) para 

produção de oxigênio singlete (
1
O2) altamente reativo com o objetivo de 

promover a morte celular e a ativação do sistema imune (através da 

fotoativação entre 600-850 nm). Com o passar dos anos inúmeros 

complexos inorgânicos foram investigados para uso em TFD, dentre 

eles as metaloporfirinas que são capazes de gerar oxigênio singlete 

citotóxico após excitação com luz visível (LI et al., 2013; LIPPERT, 

1992; JOYCE et al., 2010).  

Grandes sistemas aromáticos têm demonstrado alta afinidade ao 

DNA e capacidade antitumoral e catalítica por fotoclivagem (KOOL, 

1997; SANGEETHA GOWDA et al.,. 2014). Há diversos complexos 

com sistemas aromáticos capazes de fotoclivar o DNA, dentre eles as 

metaloporfirinas (LIPPERT, 1992). As porfirinas têm sido introduzidas 

no desenvolvimento de metalonucleases e demonstraram aumentar a 

eficiência e seletividade da clivagem (JIANG et al., 2007).  As 

porfirinas possuem capacidade de absorção de luz visível, um extenso 

sistema π (22 elétrons π) e alta estabilidade.  Sua estrutura de macrociclo 

tetrapirrólico apresenta intensa absorção na região de 400 nm (banda 

Soret) e bandas satélites entre 600-800 nm (Q-band). A inserção de 

substituintes periféricos e/ou íon metálico no macrociclo podem 

interferir no espectro de absorção (CHANDRA et al., 2000). O tamanho 

da molécula, sua planaridade, as propriedades eletrônicas e a capacidade 

em coordenar com diferentes íons metálicos fazem das porfirinas base 

ideal para a síntese de sistemas moleculares miméticos de enzimas 

(CHANDRA et al., 2000; ETHIRAJAN et al, 2011).  

As metaloporfirinas têm importante função em sistemas 

catalíticos e podem ser utilizadas em vários campos da ciência, desde o 
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desenvolvimento de novos catalizadores quanto na medicina para atuar 

como FS para tratamento de tumores (BARRAGÁN et al., 2004; 

PRATVIEL, 2016). As porfirinas são alvo de investigação para TFD 

devido à planaridade de sua estrutura, suas propriedades fotofísicas e 

extraordinária 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 oxigênio singlete e superóxidos, são gerados por 

reações do tipo II e I , respectivamente, levando  a célula à apoptose 

(XU et al., 2015). Após a absorção de luz o FS no seu estado 

fundamental singlete é transformado para um estado eletronicamente 

excitado, o triplete, que pode participar de processos de transferência de 

elétrons com um substrato biológico promovendo a geração de espécies 

radicalares (Tipo I). Estas espécies ao interagir com oxigênio molecular 

dão origem às  EROs, como o superóxido. Já no mecanismo Tipo II há a 

conversão do oxigênio no estado triplete para o estado singlete de vida 

curta (1-3 μs), mas altamente reativo. No estado fundamental o oxigênio 

possui os dois últimos orbitais preenchidos com um elétron cada, 

constituindo dois orbitais π degenerados, ou seja, com elétrons 

desemparelhados e com spins paralelos formando um bi-radical, por isso 

o oxigênio neste estado é denominado triplete. No estado triplete estes 

orbitais apresentam a mesma energia e oxigênio apresenta momento 

spin magnético permanente que é característico de moléculas 

paramagnéticas. Já quando o oxigênio triplete ganha energia ocorre a 

inversão do spin de um dos elétrons, gerando um espécie excitada e 

altamente reativa, o oxigênio 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 câncer, 

como o Photofrin® e algumas drogas de segunda geração que já são 

utilizados na clínica de TFD em complemento a tratamentos tradicionais 

(ETHIRAJAN et al, 2011; STERNBERG; DOLPHIN; BRÜCKNER, 

1998). Dentre as metaloporfirinas, as catiônicas são de grande interesse 

para TFD, pois favorecem a intercalação com o DNA devido às 

interações eletrostáticas com os grupos fosfatos dos sulcos e as 

interações de π-stacking com as bases nitrogenadas.  Essas porfirinas 

também interagem com as cargas negativas das membranas plasmáticas, 

mitocondrial, lisossômica e do retículo endoplasmático facilitando sua 

permeação e acumulação para posterior geração de EROs por 

fotoestimulação (ALEKSIĆ; KAPETANOVIĆ, 2014; BARRAGÁN et 

al., 2004; GIREK; SLIWA, 2015; MCCORMICK et al, 2014; JANA et 
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al., 2016; PAGES et al, 2015). A porfirina catiônica meso-tetrakis(4-N-

metilpiridina)porfirina (H2-TMPyP4) é um grande exemplo de porfirina 

com alta afinidade pelo DNA e geradora de oxigênio singlete que tem 

seu uso clínico como FS em TFD (Fig. 4) (GIREK; SLIWA, 2015; 

PRATVIEL, 2016). 

 
Figura 4 - Estrutura da meso-tetrakis(4-N-metilpiridina)porfirina H2-TMPyP4. 

 

 
 

Fonte: PRATVIEL, 2016. 

 

1.4 JUSTIFICATIVA 

 

A compreensão da interação de metalocomplexos com DNA se 

faz necessária para o desenvolvimento de novas nucleases. 

Metalocomplexos de Zn(II) mimetizam o sítio ativo de diversas enzimas 

e podem ter sua interação ao DNA e ação catalítica intensificada quando 

associados a ligantes como os derivados da amina cíclica 1,4,7-

triazaciclononano (TACN), ou, a compostos de coordenação com metais 

de transição, como a Pt(II). As propriedades dos íons metálicos 

associadas à planaridade, estabilidade e absorção de luz das porfirinas 

podem gerar metaloporfirinas com amplo uso nas ciências. Neste 

trabalho, foi avaliada a interação do DNA com metaloporfirinas de 

Zinco(II) com substituintes derivados do 1,4,7-triazaciclononano e 

metaloporfirinas catiônicas de Zinco(II) com compostos de coordenação 

de Platina(II) a fim de investigar sua capacidade catalítica em fotoclivar 

o DNA. Também foram estudadas as interações sítio-específicas da 

formação do complexo porfirina-DNA através de técnicas 
espectroscópicas e de eletroforese. 
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2 CAPÍTULO II – INTERAÇÃO E FOTOCLIVAGEM DE DNA 

COM A PORFIRINA MESO-MONO-[4-(1,4,7-

TRIAZACICLONONANIL)]-TRI(FENIL)] E SEU 

RESPECTIVO COMPLEXO DE ZINCO(II) 

 

2.1 CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

O desenvolvimento de metalocomplexos de baixa massa 

molecular capazes de mimetizar as funções de nucleases e fosfatases 

naturais é uma área de ampla pesquisa, visto sua vasta aplicação 

biotecnológica e médica (HERNÁNDEZ-GIL et al, 2013; JIN; 

COWAN, 2005; TJIOE et al, 2012; WAN et al, 2006).  Diversos 

estudos têm associado a amina cíclica 1,4,7-triazaciclononano (TACN) 

para síntese de complexos metálicos (TJIOE et al, 2012). Desde sua 

síntese em 1972 a TACN tem demonstrado sua importância na 

estabilização de estruturas inorgânicas como complexos de metais de 

transição (PERALTA et al, 2005). Este ligante é amplamente utilizado 

como mimético de enzimas devido sua capacidade de hidrolisar as 

ligações 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 atenção para o desenvolvimento de 

drogas e para uso como fotossensibilizadores para tratamento 

antitumoral por terapia fotodinâmica (TFD) (XU et al., 2015). Com base 

na eficiência 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(II), denominado Porfirina 5 foram sintetizados como miméticos 

de nucleases no Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia - 

LABINC- UFSC pelo Prof. Dr. Bernardo A. Iglesias – Departamento de 

Química da Universidade Federal de Santa Maria – UFSM e por Bruna 

L. Auras, M.Sc. conforme apresentado por AURAS e colaboradores 

(2016) (Fig.5).  

Em colaboração com o LABINC- UFSC foram realizados estudos 

preliminares de interação das porfirinas 4 e 5 com o DNA de timo de 

bezerro (calf-thymus DNA ou CT-DNA) por  espectroscopia na região 

de ultravioleta visível (UV-Vis) e emissão  de fluorescência através de 

ensaios de titulação de CT-DNA nas porfirinas. Os resultados sugerem 
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que a interação das TACN-porfirinas ocorre por meio de interações do 

tipo π-stacking (empilhamento) possivelmente por uma inserção parcial 

do grupo fenil ou 4-aminofenil entre bases nitrogenadas adjacentes e 

também por interações secundárias de hidrogênio com os grupos 

fosfatos do DNA. Para a porfirina com Zinco(II) há indicativo de que o 

íon metálico também interaja com os grupos fosfato do DNA através de 

interações eletrostáticas (ARAKI et al., 2000). Ainda demonstrou-se 

que as TACN-porfirinas sobre irradiação de luz visível são excelentes 

geradoras de oxigênio singlete (
1
O2) - espécie excitada do oxigênio 

molecular extremamente reativa que apresenta dois elétrons 

emparelhados  (ETHIRAJAN et al., 2011). 

As evidências apresentadas nos ensaios preliminares 

impulsionaram a realização de mais estudos de interação e ensaios de 

fotoclivagem de DNA para investigação da atividade catalítica destas 

TACN-porfirinas e sua utilização como fotossensibilizadores em terapia 

fotodinâmica. Estes ensaios foram realizados no Centro de Biologia 

Molecular Estrutural – CEBIME – UFSC e serão apresentados neste 

capítulo. 

 
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(II)  (porfirina 5). 

 
Fonte: adaptada de AURAS et al., (2016). 

 

2.2 OBJETIVO 

 

Estudar as interações das porfirinas 4 e 5 com DNA e demonstrar 

a habilidade destes complexos em fotoclivar o DNA após fotoirradiação 

com luz visível. 
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2.2.1 Objetivos específicos 

 

Investigar a atividade catalítica dessas porfirinas através de 

ensaios de clivagem de DNA plasmidial com visualização dos 

fragmentos em gel de agarose 1% com coloração de brometo de etídio. 

Avaliar a influência da força iônica na interação porfirina-DNA 

através de ensaio de clivagem de DNA plasmidial na presença de 

perclorato de lítio (LiClO4). 

Verificar o modo de interação porfirina-DNA através de ensaio 

de clivagem de DNA plasmidial na presença de ligantes de sulco maior 

e menor de DNA. 

Analisar a influência das espécies reativas de oxigênio (EROs) no 

mecanismo catalítico das porfirinas através de ensaio de clivagem de 

DNA plasmidial na presença de sequestradores de EROs.  

 

2.3 METODOLOGIA 

 

2.3.1 Materiais 

 

O plasmídeo Bluescript SK II (pBSK II, 2961 pares de base - 

pb) foi adquirido da Stratagene (USA) e o kit de purificação 

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 

quilobase - kb), netropsina, verde de metila, Tris-HCl e água grau 

reagente para biologia molecular foram adquiridos da Sigma-

Aldrich
®
. Todos os outros reagentes utilizados são de grau 

analítico. 

 

2.3.2 Síntese e caracterização dos complexos 

 

A rota sintética e caracterização dos complexos estudados no 

presente trabalho foram realizadas pelo Prof. Dr. Bernardo A. Iglesias – 

Departamento de Química da Universidade Federal de Santa Maria - 

UFSM e Bruna L. Auras, M.Sc. – Departamento de Química 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 plasmídio pBSK II foi replicado em bactérias competentes 

DH5α transformadas e purificado usando o protocolo do Kit de 

purificação HiSpeed Plasmid da QIAGEN. As concentrações do 

pBSK II foram determinadas, em termos de pares de base por litro, 

por espectrofotometria de UV-Vis (ultravioleta visível) aplicando o 

coeficiente de extinção molar (ε) de 13200 M
−1

cm
−1 

para leitura no 

comprimento de onda de 260 nm. As reações padrão para clivagem 

de DNA foram preparadas com 330 ng/poço (~25 µM pb) de DNA 

plasmidial superenovelado em tampão Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e 

acetonitrila (25 % v/v) à temperatura de 37 °C. As concentrações 

finais dos compostos nos experimentos foram: 35 µM para a 

precursora 5,10,15,20-tetra(fenil)porfirina - TPP e 250 µM para 

meso-mono-(4-aminofenil)porfirina de zinco(II) - ZnNH2TPP, 

porfirina 4 e porfirina 5. Os controles ocorreram na ausência de 

porfirinas. As reações foram incubadas a 37 °C durante o período de 

24 horas na ausência de luz ou durante 90 minutos na presença de 

luz proveniente de uma lâmpada incandescente de tungstênio de 100 

W de potência (fotoclivagem) (AURAS et al., 2016). As reações 

foram interrompidas com o loading buffer – LB (azul de bromofenol, 

glicerol 50 % e 0,5 M EDTA) e submetidas à eletroforese em gel de 

agarose 1 %. 

 

2.3.4 Eletroforese e quantificação do DNA clivado 

 

As reações de clivagem de DNA foram submetidas à 

eletroforese em gel de agarose (1 %) contendo brometo de etídio 

(BE 0,3 µg mL
-1

) em tampão TBE 0,5 x  durante 100 minutos à 

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 (FII) e linear (FIII) foram 

calculadas com base na intensidade de banda de cada canaleta 

através de análise 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 à diferente 

afinidade de ligação do brometo de etídio à FI em comparação às 

formas II e III (SHUBSDA; GOODISMAN; DABROWIAK, 

1997). As formas apresentam migração diferente no gel, conforme 

demonstrado na Figura 6. 
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Figura 6 – Representação do padrão de migração do DNA plasmidial em gel e 

agarose 1%. 

 

 
 

Fonte: acervo da autora. 

 

2.3.5 Influência dos ligantes de sulco e força iônica na clivagem 

do DNA pelas porfirinas 
 

Ensaios com ligantes de sulco menor e maior foram 

realizados com a adição de netropsina ou verde de metila (50 µM 

concentração final) à reação padrão. As reações foram pré-

incubadas durante 30 minutos a 37 °C na ausência de luz antes da 

adição das porfirinas.  

A influência da força iônica sobre a clivagem de DNA pelos 

complexos foi investigada pela adição de LiClO4 (100 mM 

concentração final) à reação padrão para pré-incubação durante 30 

minutos a 37 °C na ausência de luz antes da adição das porfirinas.  

Após a prévia incubação todas as amostras – com ligantes de sulco 

ou LiClO4 – foram mantidas a 37 °C durante 90 minutos com 

exposição à luz visível (100 W). As reações foram interrompidas 

com LB e submetidas à eletroforese em gel de agarose 1 %.  

 

2.3.6 Mecanismo catalítico 

 

Para investigar a importância das espécies reativas de 

oxigênio (EROs) no mecanismo catalítico das porfirinas foram 

realizadas reações na presença de sequestradores de espécies 

superóxido (KI 8 mM), radicais hidroxila (DMSO e t-BuOH 0,8 

mM) e oxigênio singlete (NaN3 8 mM) (XU et al., 2010).
 
As 

reações foram incubadas a 37°C durante 90 minutos com 

exposição à luz visível, interrompidas com LB e submetidas à 
eletroforese em gel de agarose 1 %.  
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados descritos a seguir foram publicados na revista 

Photochemical & Photobiological Sciences da The Royal Society 

of Chemistry – artigo aceito em 20 de março de 2016 conforme 

APÊNDICE A. 

 

2.4.1 Fotoclivagem de DNA 
 

Neste trabalho avaliou-se a capacidade das TACN-porfirinas em 

fotoclivar o DNA plasmidial quando expostas à luz visível. 

Primeiramente as reações de clivagem de DNA plasmidial na presença 

das porfirinas foram incubadas durante 24 horas na ausência de luz e 

depois submetidas à eletroforese em gel de agarose. Da mesma forma 

reações de clivagem com as porfirinas foram submetidas à incubação 

durante 90 minutos com fotoirradiação de luz visível, conforme 

demonstrado na Figura 7. Nas reações incubadas na ausência de luz 

(escuro) a porcentagem de clivagem não foi maior do que a apresentada 

na amostra controle, inferindo que nenhuma das porfirinas estudadas 

apresentou atividade no escuro (Fig. 8). Contudo nas reações 

fotoirradiadas com luz visível 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 ZnNH2TPP que apresentaram 

menor atividade que seus derivados. Os resultados demonstraram que a 

capacidade em fotoclivar o DNA obedeceu a ordem decrescente 

porfirina5 > porfirina4 > ZnNH2TPP > TPP (para porcentagem de 

clivagem de DNA) e que a adição 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 – Análise dos fragmentos de clivagem promovidos pelas TACN-

porfirinas. 

 

 
 

Reações padrão: DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução tampão de Tris-HCl 

(10 mM pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v).  Porfirinas: TPP (35 µM), ZnNH2TPP 

(250 µM), base livre 4 (Por 4 - 250 µM) e Zn(II)-porfirina 5 (Por 5 - 250 µM).  

Ctrl – controle sem complexo. A-ii e C): as reações foram incubadas durante 24 

horas a 37°C no escuro. A-i e B): as reações foram incubadas durante 90 

minutos a 37 °C com fotoirradiação de luz visível.  

Fonte: acervo da autora e publicada por AURAS e colaboradores (2016). 
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Figura 8 - Representação gráfica dos fragmentos de clivagem 

 
Análise quantitativa dos fragmentos de clivagem promovidos pelas porfirinas 

(quantificação das bandas observadas no gel da Figura 7). Reações padrão: 

DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM pH 7,4) 

e acetonitrila (25 % v/v).  Porfirinas: TPP (35 µM), ZnNH2TPP (250 µM), base 

livre 4 (Por 4 - 250 µM) e Zn(II)-porfirina 5 (Por 5 - 250 µM).  Ctrl – controle 

sem complexo. A) as reações foram incubadas durante 24 horas a 37°C no 

escuro. B) as reações foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com 

fotoirradiação de luz visível. Os dados representados referem-se a média e 

desvio padrão. 

Fonte: adaptada de AURAS e colaboradores (2016). 

 

2.4.2 Estudo da influência dos ligantes de sulco e da força iônica 

nas reações de clivagem de DNA 

 

Ensaios com ligantes de sulco de DNA dupla fita auxiliam na 

elucidação do mecanismo de interação de pequenas moléculas com o 

DNA (KIM; NORBÉN, 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 

reações de fotoclivagem de DNA com porfirinas. 
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 A netropsina é um oligopeptídeo 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 conformação arqueada com potencial eletrostático positivo – 

devido aos hidrocarbonetos aromáticos planares não fusionados - fato 

este que a atrai para o potencial eletronegativo do sulco menor da dupla 

fita por intermédio de interações eletrostáticas. As ligações de 

hidrogênio entre as amidas desse antibiótico e seu potencial em ser 

aceptor substituinte das ligações de hidrogênio nos pares A e T definem 

a especificidade da ligação da netropsina, uma vez que o grupo amino 

N-2 da guanina normalmente bloqueia a interação com esta droga por 

impedimento estérico e pelo alargamento do sulco menor promovendo a 

diminuição do potencial eletronegativo (KIM; NORBÉN, 1993; VAN 

DIKE; HERTSBERG; DERVAN, 1982; ZHAO et al., 2014). Já o verde 

de metila é amplamente conhecido como ligante específico de sulco 

maior de DNA dupla hélice (KIM; NORBÉN, 1993). O verde de metila 

é composto por três anéis de anilina com diferentes graus de metilação e 

possui duas cargas positivas que conferem sua forte ligação ao sulco 

maior do DNA. O MG é um fluoróforo altamente eficiente para emissão 

na região do vermelho, próxima ao infravermelho e é fotoestável 

(PRIETO et al., 2015). O MG tem preferência de ligação pela forma 

natural do DNA (não desnaturada) ligando-se na razão estequiométrica 

de 1 molécula para 13 nucleotídeos - aproximadamente dois terços de 

uma volta de hélice do DNA dupla fita na conformação B-DNA - 

prevenindo a fotodimerização das pirimidinas em um intervalo de 20 

pares de base (KREY; HAHN, 1975). A formação do complexo MG-

DNA não ocorre por intercalação, mas sim predominantemente por 

interações eletrostáticas com a dupla hélice na conformação B. O MG se 

liga ao DNA predominantemente por interações iônicas em que o íon 

amônio quaternário do MG está diretamente envolvido na interação do 

corante com os grupos fosfatos do DNA (KREY; HAHN, 1975). 

Para realizar o bloqueio dos sulcos do DNA as reações foram pré-

incubadas com os ligantes netropsina ou verde de metila 

antecipadamente à adição das porfirinas. As amostras pré-tratadas com 

netropsina apresentaram um aumento expressivo na atividade de 

clivagem de DNA na presença de todas as porfirinas. As Figuras 9 e 10 

evidenciam o surgimento do DNA linear nas reações com as porfirinas 5 

e 4 e juntamente com o surgimento da forma circular em todas as 

reações: de 31 a 75 % para a metaloporfirina de Zn(II)
 
(Porfirina 5), de 

18 a 62 % para a porfirina base livre (Porfirina 4) e de 7 a 58 % para a 

precursora com Zn(II)
 
 (ZnNH2TPP). Por outro lado, a prévia adição de 
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verde de metila às reações promoveu um pequeno aumento na atividade 

de clivagem da porfirina 4 e ZnNH2TPP e uma grande redução na 

atividade da porfirina 5 de 31 para 13 % de forma circular.  

A ampliação da atividade de clivagem de DNA em amostras pré-

incubadas com ligantes de sulco menor é indicativo de que o complexo 

em questão tem uma maior afinidade pelo sulco maior (VAN DYKE; 

HERTZBERG; DERVAN, 1982), no entanto os resultados aqui 

apresentados demonstram uma ligeira diminuição da atividade nas 

amostras pré-tratadas com o verde de metila, apesar do aumento 

grandioso de clivagem de DNA promovido pelas porfirinas na presença 

de netropsina. Dados da literatura apontam que a associação de 

complexos com atividade de hidrólise das ligações fosfodiéster do DNA 

(hidrolíticos) a ligantes de DNA, sejam eles intercalantes, ligantes de 

sulco menor ou grupos positivamente carregados, promove uma maior 

afinidade do complexo pelo ácido nucleico (MANCIN; SCRIMIN; 

TECILLA, 2002). A nova orientação desse conjugado (complexo-

ligante-DNA) dentro do sulco menor seria o responsável pela maior 

reatividade do complexo ao DNA devido ao fato das bases nitrogenadas 

irem de encontro ao sulco menor enquanto o íon metálico seria 

direcionado à interação com as ligações fosfodiéster do DNA. O ligante 

de sulco menor distamicina A combinado a outras drogas origina 

heterodímeros com alta capacidade em modular o sítio de alquilação dos 

resíduos de guanina nas sequências de DNA ricas em CG promovendo 

uma eficiente alquilação de G-N3 via uma ligação 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 não interfere diretamente na atividade das 

TACN-porfirinas, porém quando estas porfirinas se associam à 

netropsina  formam um conjugado que assume uma nova conformação 

espacial frente ao DNA de modo a promover uma nova especificidade 

de ligação possibilitando interações em regiões ricas em CG. 

Na continuidade dos estudos de interação das TACN-porfirinas 

com DNA foram realizados testes para avaliar a influência da força 

iônica do meio (solução) na interação DNA-porfirina (Fig.9 e 10). 

Nestes ensaios as cargas negativas dos grupos fosfatos do DNA são 

neutralizadas com a adição de perclorato de lítio (LiClO4) às reações 

sem porfirinas. Após o tempo de incubação as porfirinas são adicionadas 

e as reações incubadas à luz (KURODA; TANAKA, 1994; SUGIURA 
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et al., 1990; SUGIYAMA et al., 1996; YAMAMOTO; SUGIYAMA; 

KAWANISHI, 1993). 

Os resultados demonstram alguma influência da força iônica nas 

interações das TACN-porfirinas com DNA visto que a alteração mais 

proeminente foi a diminuição de 33 % do aparecimento da forma 

circular nas reações tratadas com a porfirina 5. Esse efeito demonstra 

que a neutralização das cargas da dupla fita não impediu a aproximação 

e atividade catalítica das porfirinas sugerindo que as forças eletrostáticas 

não são as interações predominantes nessa interação. 

 
Figura 9 - Efeito dos ligantes de sulco e da força iônica nas reações de clivagem 

de DNA plasmidial.   

 

 
 

Reações padrão: DNA plasmidial (~25µM pb) em solução tampão de Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v).  Porfirinas: a) Zn(II)-porfirina 5 (Por 

5 – 250 µM), b) base livre 4 (Por 4 - 250 µM) e c) ZnNH2TPP (250 µM). Ctrl 

ou C – controle sem complexo; C + MG - controle + verde de metila (MG) 50 

µM; C + N  -  controle + netropsina (Net) 50 µM; C + Li - controle + LiClO4 

100 mM. Todas as reações foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com 

fotoirradiação de luz visível.  

Fonte: acervo da autora e publicada por AURAS e colaboradores (2016). 
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Figura 10 – Representação gráfica do efeito dos ligantes de sulco e da força 

iônica nas reações de clivagem de DNA plasmidial. 

 
As reações padrão foram incubadas na presença de ligantes de sulco ou 

perclorato de lítio (LiClO4). Reações padrão: DNA plasmidial (~25 µM pb) em 

solução tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v).  

Porfirinas: a) Zn(II)-porfirina 5 (Por 5 – 250 µM), b) base livre 4 (Por 4 - 250 

µM) e c) ZnNH2TPP (250 µM). Ctrl ou C – controle sem complexo; C + MG - 

controle + verde de metila 50 µM; C + N -  controle + netropsina (Net) 50 µM ; 

C + Li - controle + LiClO4 100 mM. Todas as reações foram incubadas durante 

90 minutos a 37 °C com fotoirradiação de luz visível. Os dados representados 

referem-se a média e desvio padrão. 

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 

oxigênio singlete (
1
O2), uma das espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(SUN et al., 2017). As espécies reativas de oxigênio têm origem na 

redução sequencial do oxigênio molecular e ocasionalmente estão 

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 presença de sequestradores de 

EROs foram realizados para avaliar se as EROs têm papel fundamental 

na fotoclivagem de DNA promovida pelas TACN-porfirinas. Nesses 

estudos verifica-se se o sequestro das EROs implica na redução da 

atividade de clivagem de DNA das TACN-porfirinas. Nas análises foi 

verificado que apenas a azida de sódio (NaN3), sequestradora de 

oxigênio singlete,  foi capaz de inibir, de forma isolada, a formação de 

DNA circular nas amostras tratadas com a porfirina 5. Essa 

insensibilidade à presença de sequestradores de EROs em reações de 

clivagem é um indicativo de reação hidrolítica (MANCIN; SCRIMIN; 

TECILLA, 2012). Como demonstrado na Figura 11 a clivagem do DNA 

pela porfirina 4 e ZnNH2TPP não é dependente de reações 

intermediadas por EROs sugerindo que o mecanismo catalítico das 

interações com essas porfirinas não ocorre por uma via oxidativa 

(MANCIN et al, 2005; WAN et al, 2006; XU et al, 2010). Entretanto 

observa-se, de forma isolada, uma inibição da formação de DNA 

circular na presença do sequestrador de oxigênio singlete (azida de 

sódio) nas reações com a porfirina 5 (Fig. 12), demonstrando que este 

radical gerado na presença desta porfirina participa do mecanismo 

catalítico de fotoclivagem do DNA  (MANCIN et al., 2005; OIKAMA 

et al, 1995; WAN et al., 2006). 
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Figura 11 – Reações de clivagem na presença de sequestradores de EROs. 
 

 
 
Porfirinas (250 uM): porfirina 5 (Por 5), porfirina 4 (Por 4) e ZnNH2TPP. 

Controles: (C) NaN3, KI, DMSO e t-BuOH: C+NaN3, C+KI, C+DMSO e C+t-

BuOH (t-but)). Reações padrão: DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução 

tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v).  Adição dos 

sequestradores de EROs: a) NaN3 (8 mM), b) KI (8 mM), c) DMSO (0,8 mM) e 

d) t-BuOH (0,8 mM). Todas as reações foram incubadas durante 90 minutos a 

37 °C com fotoirradiação de luz visível.  

Fonte: acervo da autora  e publicada por AURAS e colaboradores (2016). 
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Figura 12 - Representação gráfica das reações de clivagem na presença de 

EROs. 

 
Porfirinas (250 µM): porfirina 5 (Por 5), porfirina 4 (Por 4) e ZnNH2TPP. 

Controles: (C) NaN3, Ki, DMSO e t-BuOH: C+NaN3, C+Ki, C+DMSO e C+t-

BuOH (t-but)). Reações padrão: DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução 

tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v).  Adição dos 

sequestradores de EROs: : a) NaN3 (8 mM), b) KI (8 mM), c) DMSO (0,8 mM) 

e d) t-BuOH (0,8 mM). Todas as reações foram incubadas durante 90 minutos a 

37 °C com fotoirradiação de luz visível. Os dados representados referem-se a 

média e desvio padrão. 

Fonte: adaptada de AURAS e colaboradores (2016). 
 



64 

 

2.5 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi avaliada a habilidade das TACN-porfirinas em 

interagir e fotoclivar o DNA. Pode-se constatar que a adição do metal 

Zinco(II) ao macrociclo da porfirina triaza aumentou sua atividade 

catalítica, em relação à base livre, nos estudos de fotoclivagem do DNA 

devido à interação axial entre o Zn(II) com os grupos fosfatos do DNA. 

A neutralização das cargas do DNA promovida nos ensaios de força 

iônica diminuiu a atividade da porfirina 5 sugerindo que as interações 

eletrostáticas entre a porfirina 5 e as cargas negativas dos grupos 

fosfatos do DNA facilitam a interação de ambas estruturas 

demonstrando ser um fator fundamental, mas não predominante, para a 

hidrólise do DNA. Os outros complexos parecem não ser afetados por 

esse tipo de fenômeno assumindo que a carga positiva conferida pelo 

íon metálico coopera para a interação com as cargas negativas dos 

grupos fosfatos, como sugerido nos estudos espectroscópicos 

previamente realizados a este trabalho (AURAS et al., 2016; RAMAN  

et al., 2010).  

Além disso, a porfirina 5 demonstrou uma diminuição na 

clivagem de DNA na presença do sequestrador de oxigênio singlete 

(NaN3) enquanto as outras porfirinas não foram afetadas.  Estes 

resultados sugerem que o oxigênio singlete pode ser o elemento chave 

para o mecanismo de clivagem desta porfirina (LU et al., 2012). 

Entretanto, é difícil especular o modo como essa porfirina coordena com 

a cadeia de ligações fosfodiéster do DNA sendo que o mecanismo não 

está totalmente elucidado. A habilidade da porfirina 5 em gerar oxigênio 

singlete após fotoirradiação com luz visível faz deste complexo um 

promissor fotossensitizador para terapia fotodinâmica (SWEIGERT et 

al., 2012; WANG et al., 2013). 
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3 CAPÍTULO III – INTERAÇÃO E FOTOCLIVAGEM DE 

DNA COM MESO-TETRA(4-PIRIDIL)PORFIRINA-

TETRAKIS-[CLORO(2,2´BIPIRIDINA)]PLATINA(II) 

 

3.1 CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

A hidrólise das ligações fosfodiéster da fita do DNA realizada por 

nucleases tem grande importância biológica, especialmente as reações 

intermediadas por íons metálicos. (SREEDHARA; FREED; COWAN, 

2000). Os íons metálicos interagem com o éster do fosfato diminuindo a 

repressão que as cargas negativas dos grupos fosfato exercem sobre a 

aproximação de nucleófilos de pequenas moléculas, incrementando 

assim a capacidade hidrolítica dessas pequenas moléculas 

(SREEDHARA; FREED; COWAN, 2000). Novos catalizadores, como 

os complexos com metais de transição, têm sido empregados na química 

medicinal, dentre eles os complexos de platina que tem demonstrado 

interação com a molécula de DNA de diversos modos como intercalação 

e ligação por sulco através de ligações não covalentes (DUCHEMIN et 

al., 2017; PAGES et al., 2015; SHAHABADI; KASHANIAN; 

FATAHI, 2011). Os metais de transição como a Pt(II) intercedem a 

oxidação do DNA tanto na ausência quanto na presença de agentes 

oxidantes ou redutores, através do ataque à pentose ou às bases 

nitrogenadas do DNA (JIANG et al., 2007). A cisplatina foi a primeira 

droga anticancerígena com platina que teve eficácia comprovada no uso 

clínico. Ela interage com o DNA de forma covalente promovendo o 

crosslinking intra-fita e consequente apoptose (LIPPERT, 1992).  

Há grande interesse pelos metalocomplexos com metais de 

transição multinucleares devido aos efeitos cooperativos entre os centros 

metálicos e ainda pelos carregados positivamente, pois apresentam 

maior afinidade pelo DNA polianiônico e tem demonstrado muito mais 

eficiência na promoção da clivagem do DNA (JIANG et al., 2007). 

Nesse sentido metaloporfirinas carregadas positivamente tem sido 

propostas como potenciais metalonucleases para uso em terapia 

fotodinâmica (ETHIRAJAN et al, 2011; NAUE et al , 2009; 

PRATVIEL, 2016; SITERS et al., 2015).  

Em consideração às propriedades químicas e fotofísicas das 

porfirinas e aos excelentes resultados demonstrados por NAUE e 

colegas (2009) acerca da interação de porfirinas funcionalizadas com 

[Pt(bpy)Cl]
+ 

 com biomoléculas foi proposta a síntese de porfirinas 

meso-tetra(4-piridil)porfirina-tetrakis-[cloro(2,2´bipiridina)]platina(II) 

(Fig. 13).  A síntese e caracterização dos compostos foram realizadas no 
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Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia - LABINC- UFSC 

conforme descrito por OLIVEIRA e colaboradores (2017).  

Em colaboração com o LABINC-UFSC foram realizados estudos 

preliminares de interação das Pt(II)-porfirinas base-livre - H2PtPor, e 

seu complexo de Zn(II) -ZnPtPor com o DNA por técnicas 

espectroscópicas de UV-Vis e emissão de fluorescência. A 

hipocromicidade da banda Soret observada por UV-Vis sugere que estas 

porfirinas interagem com o DNA de uma forma não clássica ou por 

interações secundárias (ligações de hidrogênio e interações de π-

stacking) envolvendo o N-doador ou a inserção parcial do anel piridil 

entre os pares de bases adjacentes do DNA (KUMAR et al., 2012; LIU 

et al., 2002; LU et al., 1996;), já o baixo deslocamento batocrômico 

poderia indicar uma intercalação fraca ao sistema π (pi) da dupla fita 

(DALATABADI, 2011; NAUE et al., 2009;). As constantes intrínsecas 

de ligação (Kb) para estas porfirinas com os compostos de coordenação 

na posição para demonstraram uma ligação mais fraca ao DNA se 

comparadas as meta substituídas de NAUE e colegas (2009) analisadas 

por ressonância plasmônica de superfície (surface plasmon resonance – 

SPR). Os resultados sugerem que há formação de um aduto porfirina-

DNA estabilizado pelas interações eletrostáticas entre a porfirina e os 

grupos fosfato do DNA, indicando uma interação de modo não 

intercalativa (LIPSCOMB et al., 1996). Os estudos de emissão de 

fluorescência corroboraram a hipótese de uma interação não 

intercalativa para estas porfirinas e, ainda, que ocorre uma interação 

entre os grupos fosfato do DNA e o íon Zn(II) da ZnPtPor por inserção 

desta porfirina no sulco maior ou menor. Estudos anteriores a este 

demonstraram que a posição de coordenação do Zn(II) no macrociclo da 

porfirina  pode promover a interação com o DNA por coordenação ou 

interações eletrostáticas com os grupos fosfato do DNA (ARAKI et al., 

2000; ZHAO et al., 2010). 

Estes resultados preliminares demonstraram que as Pt(II)-

porfirinas apresentaram fotoestabilidade e grande habilidade em gerar 

oxigênio singlete quando expostas à luz visível e por isso novos estudos 

de interação e ensaios de fotoclivagem de DNA foram realizados para a 

investigação da sua atividade catalítica e possível utilização como 

fotossensibilizadores em TFD. Estes ensaios foram realizados no Centro 

de Biologia Molecular Estrutural – CEBIME – UFSC e serão 

apresentados neste capítulo. 
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Figura 13 - Representação das porfirinas meso-tetra(4-piridil)porfirina-tetrakis-

[cloro(2,2´bipiridina)]platina(II), denominadas como H2PtPor (base livre - 

esquerda) e ZnPtPor (direita).  

 

 
Fonte: acervo da autora.  

 

3.2 OBJETIVO 

 

Estudar as interações das porfirinas meso-tetra(4-piridil)porfirina-

tetrakis-[cloro(2,2´bipiridina)]platina(II),  H2PtPor e ZnPtPor com DNA 

e demonstrar a habilidade destes complexos em fotoclivar o DNA após 

fotoirradiação com luz visível.  

 

3.2.1 Objetivos específicos 

 

Estudar a interação das porfirinas de platina (II) com o DNA 

através de ensaios em espectropolarímetro de dicroísmo circular (CD). 

Avaliar a estabilidade térmica do DNA após interação/ligação das 

Pt( 

II)-porfirinas através de ensaio de desnaturação térmica de CT-DNA por 

espectroscopia de UV-Vis. 

Investigar a atividade catalítica dessas porfirinas através de 

ensaios de clivagem de DNA plasmidial com visualização dos 

fragmentos em gel de agarose 1 % com coloração de brometo de etídio. 

Avaliar a influência da força iônica na interação porfirina-DNA 

através de ensaio de clivagem de DNA plasmidial na presença de 

concentrações crescentes de perclorato de lítio (LiClO4). 

Verificar o modo de interação porfirina-DNA através de ensaio 

de clivagem de DNA plasmidial na presença de ligantes de sulco maior 

e menor de DNA. 
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Analisar a influência das espécies reativas de oxigênio (EROs) no 

mecanismo catalítico das porfirinas através de ensaio de clivagem de 

DNA plasmidial na presença de sequestradores de EROs. 

Delinear os sítios de clivagem de DNA através de ensaios de 

clivagem direta e footprinting com visualização em gel de 

poliacrilamida 16 % de DNA marcado com fluorescência.  

  

3.3 METODOLOGIA 

 

3.3.1 Materiais 

 

O plasmídeo Bluescript SK II (pBSK II, 2961 pares de base - pb) 

foi adquirido da Stratagene (USA) e o kit de purificação 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-HCl e água grau reagente para biologia molecular foi 

adquirida da Sigma-Aldrich
®
. O oligonucleotídeo do tipo hairpin com 

6-carboxifluoresceína (6-FAM) na extremidade 5’, denominado ATCG-

FAM:   

 (FAM-

5’CCGATTATTTAATCGCCGGCCGCTTTTTGCGGCCGGCGATTA

AATAATC 3’) foi sintetizado pela Síntese Biotecnologia. Todos os 

outros reagentes utilizados são de grau analítico. 

 

3.3.2 Síntese e caracterização dos complexos 

 

Os complexos utilizados neste trabalho  foram sintetizados e 

caracterizados pelo Prof. Dr. Bernardo A. Iglesias – Departamento 

de Química da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM e 

Bruna L. Auras, M.Sc. – Departamento de Química da Universidade 

Federal de Santa Catarina conforme descrito por OLIVEIRA e 

colaboradores (2017). 

 

 

3.3.3 Ensaios de interação das porfirinas com DNA de timo de 

bezerro (calf thymus DNA – CT-DNA) 

 

3.3.3.1 Estudos estruturais com dicroísmo circular 
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Os espectros de Dicroísmo Circular (CD) foram obtidos no 

espectropolarímetro de Dicroísmo Circular da marca Jasco J-815 

(com acessório de termostato Peltier PFD-425S) utilizando uma 

cubeta de quatzo de 2,0 mm de caminho óptico à temperatura de 

37 °C. As leituras foram realizadas entre 520-220 nm com 

intervalo de comprimento de onda de 1,00 nm e resolução de 0,5 

nm à velocidade de varredura de 100 nm.min
-1

 resultando em 601 

pontos. A concentração inicial de DNA de timo de bezerro (Calf 
Thymus DNA - CT-DNA) era de 200 μM (pb) e os espectros 

foram registrados na ausência e presença dos complexos. Reação 

controle: CT-DNA (200 μM pb) em tampão Tris-HCl (10 mM, pH 

7,4) e 2 % (v/v) de acetonitrila. As porfirinas (500 μM) foram 

tituladas na cubeta de quartzo até a precipitação da solução. 

 

3.3.3.2 Ensaios de desnaturação térmica 

 

Os dados de desnaturação térmica foram coletados no 

Espectrofotômetro Ultrospec 2100 pro UV/Visível 

(The Amersham Biosciences/GE Healthcare) utilizando uma 

cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho óptico. As reações 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
-

1
. As absorbâncias foram obtidas no comprimento de onda de 260 

nm. Reações: CT-DNA (200 μM pb) em solução desnaturante 

(Na2HPO4 1,5 mM, NaH2PO4 0,5 mM e Na2EDTA 0,25 mM) 

(PODDUTOORI; PODDUTOORI; MAIYA, 2006). As reações 

realizadas na presença de porfirinas seguiram a razão 

[porfirina]/[CT-DNA]= r =0,02. 

 

3.3.4 Ensaios de interação das porfirinas com plasmídeo pBSK II 

 

3.3.4.1 Ensaios de clivagem de DNA plasmidial 

 

O plasmídio pBSK II foi replicado em bactérias 

competentes DH5α transformadas e purificado utilizando o 

protocolo do Kit de purificação HiSpeed Plasmid da QIAGEN. As 

concentrações do pBSK II foram determinadas, em termos de 

pares de base por litro, por espectrofotometria aplicando o 

coeficiente de extinção molar de 13200 M
−1

cm
−1 

para as leituras 

realizadas no comprimento de onda de 260 nm. As reações padrão 

para clivagem de DNA foram preparadas com 330 ng/poço (~25 
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µM pb) de DNA plasmidial superenovelado em tampão Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) à temperatura de 37 °C. 

As concentrações finais dos compostos nos experimentos variaram 

de 3,0 µM para 4-TPyP (solubilidade máxima)  e 0-5,0 μM para as 

porfirinas H2PtPor e ZnPtPor. Os controles ocorreram na ausência 

de porfirinas. As reações foram incubadas a 37 °C durante 24 

horas na ausência de luz ou por 90 minutos na presença de luz 

proveniente de uma lâmpada incandescente de tungstênio de 100 

W de potência (fotoclivagem) (AURAS et al., 2016; OLIVEIRA 

et al., 2017). As reações foram interrompidas com o loading buffer 

– LB (azul de bromofenol, glicerol 50 % e 0,5 M EDTA) e 

submetidas à eletroforese em gel de agarose 1 %. 

 

3.3.4.2 Efeito da força iônica na interação porfirina-DNA 

 

A influência da força iônica na interação e clivagem de 

DNA pelos complexos foi investigada através da variação da 

concentração em solução do sal perclorato de lítio (LiClO4) na 

reação padrão. As amostras com LiClO4 em diferentes 

concentrações (0 – 100 mM – concentração final) foram pré-

incubadas por 30 minutos a 37 °C na ausência de luz. Após esse 

período os complexos foram adicionados (4 μΜ concentração 

final) e as reações mantidas a 37 °C durante 90 minutos com 

exposição à luz visível. As reações foram interrompidas com LB e 

submetidas à eletroforese em gel de agarose 1 %.  

 

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

 

Reações de clivagem com as porfirinas foram realizadas na 

presença de ligantes de sulco netropsina ou verde de metila. As 

reações com diferentes concentrações de ligantes de sulcos (0 - 50 

μM – concentração final) foram previamente incubadas durante 30 

minutos a 37 °C na ausência de luz. Após este período os 

complexos foram adicionados (4 μM - concentração final) e as 

reações mantidas a 37 °C durante 90 minutos com exposição à luz 

visível. As reações foram interrompidas com LB e submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 1 %. 

 

3.3.4.4 Mecanismo catalítico da interação porfirina-DNA 
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3.3.4.4.1 Reações na presença de sequestradores de EROs 

 

Reações de clivagem foram realizadas na presença de 

sequestradores de espécies reativas de oxigênio (EROs). Para 

investigar a importância das EROs no mecanismo catalítico das 

Pt(II)-porfirinas foram realizadas reações na presença de 

sequestradores de espécies superóxido O2
-
 (KI 8 mM), radicais 

hidroxila OH• (dimetilsulfóxido - DMSO e terc-Butanol - t-
BuOH, ambos 0,8 mM) e oxigênio singlete 

1
O2 (NaN3 8 mM) (XU 

et al., 2010).
 
As reações foram incubadas a 37 °C durante 90 

minutos sob luz visível, interrompidas com LB e submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 1 %. 

 

3.3.4.4.2 Reações na presença de TEMPO 

 

Reações de clivagem com as porfirinas foram realizadas na 

presença de TEMPO. As reações padrão foram preparadas na 

presença das porfirinas H2PtPor e ZnPtPor (1 µM) 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 ausência das porfirinas. O controle com 

TEMPO também foi utilizado. Todas as reações foram incubadas 

a 37 °C durante 90 minutos com exposição à luz visível. As 

reações foram interrompidas com LB e submetidas à eletroforese 

em gel de agarose 1 %. 

 

3.3.4.4.3 Reações em atmosfera de argônio 

 

Reações de clivagem com as porfirinas também foram 

realizadas na ausência de oxigênio. As reações foram preparadas 

no interior de uma glove bag com retirada a vácuo do ar com 

oxigênio e substituição por gás argônio. Todas as soluções 

utilizadas dentro da glove bag foram borbulhadas com gás argônio 

antes de iniciar o preparo das reações. As reações foram realizadas 

com DNA plasmidial superenovelado (~25 µM pb) em solução 

tampão Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). As 

porfirinas H2PtPor e ZnPtPor foram adicionadas para 

concentração final de 1 µM . Os controles ocorreram na ausência 

das porfirinas. O controle com Fe(II)EDTA (100 µM) na presença 

do agente redutor 1,4 – ditiotreitol (DTT – 10 mM) foi utilizado 

como controle positivo para clivagem oxidativa e comprovação da 
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ausência de oxigênio no sistema da glove bag. Em paralelo foram 

procedidas reações na presença de oxigênio, externas à glove bag, 

para fins de comparação.  Todas as reações foram incubadas a 37 

°C durante 90 minutos com exposição à luz visível (fotoclivagem) 

(OLIVEIRA et al., 2017). As reações foram interrompidas com 

LB e submetidas à eletroforese em gel de agarose 1 %. 

 

3.3.4.5 Eletroforese em gel de agarose 1 % e quantificação do DNA 

clivado 

 

Todas as reações de clivagem de DNA plasmidial foram 

submetidas à eletroforese em gel de agarose (1 %) contendo 

brometo de etídio (BE 0,3 µg/mL) em tampão Tris/Borato/EDTA 

(TBE) 0,5 x durante 100 minutos à voltagem fixa de 90 V. Os géis 

foram revelados com exposição à luz UV (KODAK Gel Logic 

200 Imaging System). As formas de DNA superenovelado (FI), 

circular relaxado (FII) e linear (FIII) foram calculadas com base 

na intensidade de banda de cada canaleta através de análise 

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 à diferente afinidade de ligação desta forma ao 

brometo de etídio em comparação às formas II e III (SHUBSDA; 

GOODISMAN; DABROWIAK, 1997). 

 

3.3.5 Ensaios de interação das porfirinas com oligonucleotídeo 

fluorescente 
 

3.3.5.1 Anelamento do oligonucleotídeo 

 

O oligonucleotídeo ATCG-FAM utilizado neste estudo é do tipo 

hairpin marcado com FAM na extremidade 5’: uma fita única de 49 

nucleotídeos (~15 kDa) com uma região autocomplementar de 42 

nucleotideos (21 pb) e uma região não pareada de 5 timinas para 

formação do loop.  

Previamente às reações o oligonucleotídeo ATCG-FAM do tipo 

hairpin tamponado em Tris-HCl (10 mM pH 7,4) foi aquecido durante 5 

minutos à temperatura de 95 °C para desnaturação das ligações de 

hidrogênio entre as bases nitrogenadas e posteriormente resfriado 

lentamente durante 1 hora em temperatura ambiente para maior 

eficiência de anelamento do DNA (renaturação) (MARMUR; DOTY, 



79 

 

1961). Após a renaturação do oligonucleotídeo foram realizadas as 

reações descritas a seguir. 

 

3.3.5.2 Reações de clivagem direta 

 

Reações padrão com oligonucleotídeo ATCG-FAM (25 pmol) em 

tampão Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) foram 

realizadas na presença das porfirinas H2PtPor e ZnPtPor nas 

concentrações de 1, 5 e 10 μM totalizando um volume de reação de 10 

μL.  Da mesma forma as reações padrão também foram realizadas na 

presença do ligante de sulco menor netropsina para verificar a possível 

ampliação da atividade catalítica das porfirinas: as reações foram pré-

incubadas com netropsina (10 ou 25 μM) por 30 minutos a 37 °C no 

escuro antes da adição das porfirinas nas concentrações supracitadas. 

 Todas as reações anteriores foram expostas à luz visível nos 

tempos de 0, 15, 30, 60 e 90 minutos, interrompidas com a adição de 1 

μL de acetato de sódio (0,3 M pH 5,2), 1 μL de glicogênio (20 mg mL
-1

 

) e 36 μL de etanol 100 % e armazenadas durante 2 horas em freezer - 

80 °C para precipitação da reação. Em seguida as reações foram 

centrifugadas a 16000 x g durante 35 minutos, os sobrenadantes 

descartados, os sedimentados lavados com 50 μL de etanol 70 %, 

centrifugados novamente por 15 minutos e secos em centrifugador a 

vácuo (Speed vac  5301 Eppendorf). Os sedimentados secos foram 

ressuspendidos em 2,5 μL de tampão formamida (80 % v/v formamida, 

NaOH 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, 0,05 % azul de bromofenol e água 

para completar 1 mL de solução) e submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) 16 %. 

 

3.3.5.3 Reações de clivagem direta com piperidina 

 

As reações foram preparadas conforme descrito no item anterior 

“Reações de clivagem direta”, porém após a secagem os sedimentados 

foram ressuspendidos com 4 μL de piperidina 10 %, misturados em 

vórtex durante 2 minutos, centrifugados rapidamente para ficarem no 

fundo do tubo e aquecidos a 90 °C durante 30 minutos. Após 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 μL de água 

ultrapura duas vezes. Após secagem completa os sedimentados foram 

ressuspendidos em 2,5 μL de tampão formamida e submetidos à corrida 

eletroforética em gel de poliacrilamida 16 %. 
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3.3.5.4 Reações de footprinting 

 

O protocolo para as reações de footprinting foi adaptado de 

Swapan e Tullius (2008), Joyner, Reichfield e Cowan (2011), Joyner, 

Keuper e Cowan (2013). As reações foram preparadas da mesma forma 

descrita acima para clivagem direta, porém as reações não foram 

incubadas na presença de luz. As reações com netropsina foram pré-

incubadas por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adição das 

porfirinas. A partir de 10 minutos do preparo de todas as reações 

adicionou-se o Fe(II)-EDTA e os agentes redutores da seguinte forma: 

foram pipetados na parede de cada tubo de reação 1 μL de ácido 

ascórbico (10 mM em Tris-HCl 10 mM, pH 7,4), 1 μL de Fe(II)-EDTA 

(1 mM) e 1 μL H2O2 (0,6 %) de modo que as gotas não se tocassem para 

não iniciar a reação de Fenton prematuramente. Após o depósito da 

última gota todas as outras foram misturadas rapidamente e 

imediatamente adicionadas à reação para incubação de 4 minutos no 

escuro à temperatura ambiente.  Em seguida cada reação foi 

interrompida com a adição de 1 μL de tiouréia (100 mM), precipitada 

conforme protocolo descrito no item 3.3.5.2 para clivagem direta e 

submetida à 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 água corrente, limpas com etanol e 

isopropanol e recobertas com Repel-Silane ES e clorofórmio (1:1 v/v) 

nas faces que entrariam em contato direto com o gel – para evitar a 

aderência do gel ao vidro. Quatro minutos após a aplicação do Repel-

silane ES as placas foram sobrepostas (com as faces recobertas voltadas 

para o lado interno) com espaçadores de 1 mm nas laterais e vedadas as 

laterais e parte inferior com fita adesiva para evitar o vazamento do gel 

não polimerizado.  

A solução para o gel de poliacrilamida 16 % (40 mL de 

acrilamida:bis-acrilamida 40 % 19:1, 10 mL de tampão TBE 10 X, 

42,06 g uréia - 7 M) foi preparada e submetida à agitação até a completa 

diluição da uréia e em seguida adicionou-se água ultrapura até 

completar o volume de 100 mL. Para promover a polimerização do gel 

foram adicionados à solução 500 μL de persulfato de amônio 10 % 

(APS – m/v) e 50 μL tetrametiletilenodiamina (TEMED) e a solução foi 

imediatamente aplicada entre as placas de vidro para descanso na 
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posição horizontal por aproximadamente 1 hora até a completa 

polimerização do gel. Após esse período as placas com o gel 

polimerizado foram encaixadas na cuba vertical e o gel foi submetido a 

uma “pré-corrida” em tampão TBE 1 X à potência constante de 50 W 

(~1600- 1700 V) até atingir temperatura entre 45 e 55 °C para 

estabilização e aquecimento do gel a fim de evitar a renaturação do 

DNA na aplicação das amostras (DOTY, 2003). 

As reações de clivagem direta, com ou sem piperidina, e as 

reações de footprinting ressuspendidas em tampão formamida foram 

aquecidas por 3 minutos a 95 °C para desnaturação completa de 

pareamentos inespecíficos do DNA e linearização do oligonucleotídeo. 

As amostras foram imediatamente aplicadas no gel para corrida 

eletroforética de 02h15min à potência constante de 50 W em tampão 

TBE 1 X. Também foram aplicadas no gel a sonda ATCG intacta (sem 

tratamento) para visualização da qualidade da sonda e ainda a ATCG 

submetida ao tratamento químico de depurinação, conforme protocolo 

proposto por Maxam e Gilbert (1977), como marcador de sequência 

especifico para adenina e guanina (purinas). Após a corrida o gel foi 

revelado em scanner de fluorescência Typhoon™ FLA 9000 (Fuji Film) 

e analisado no software MultiGauge (Fuji Film). 

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados descritos a seguir, com exceção 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 APÊNDICE B. 

 

3.4.1 Ensaios de dicroísmo circular 
 

A espectroscopia de dicroísmo circular (CD) mensura a 

absorbância diferencial entre a luz circularmente polarizada à esquerda e 

à direita de moléculas que tenham unidade opticamente ativas. Essa 

técnica tem sido amplamente utilizada em estudos de mudanças 

conformacionais de macromoléculas e em ensaios de interação destas 

com pequenas moléculas (RODGER, 2010). Neste trabalho, o dicroísmo 

circular foi aplicado como técnica para a determinação de mudanças 

conformacionais do DNA induzidas pelas porfirinas H2PtPor e ZnPtPor. 

As interações entre complexos metálicos e o DNA podem afetar a 

estrutura eletrônica e as características eletrônicas do espectro de ambas 

as moléculas (RODGER, 2010).  Neste trabalho, foram realizadas 

http://www2.icb.ufmg.br/capi/wp-content/uploads/2014/07/Manual-Typhoon-FLA-900.pdf
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titulações de volumes crescentes dos metalocomplexos ao CT-DNA 

tamponado e observou-se que a adição de H2PtPor ou ZnPtPor 

promoveu modificações no espectro do B-DNA (dupla fita com 

helicidade à direita). O espectro de CD característico de um CT-DNA 

apresenta duas bandas: uma banda negativa em 245 nm relativa à 

helicidade à 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 

batocrômico (red shift – deslocamento para região do vermelho), na 

presença de ambas as porfirinas sugerindo uma interação entre as bases 

nitrogenadas do CT-DNA e os anéis aromáticos dos complexos 

(SHAHABADI; KASHANIAN; FATAHI, 2011). 

 
Figura 14 – Espectro de dicroísmo circular das titulações de porfirinas em CT-

DNA. 

 
 

Reação inicial: CT-DNA (200 μM pb) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, 

pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v). Titulação de volumes crescentes das porfirinas 
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a) H2PtPor  e b) ZnPtPor  nas razões 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 interações entre porfirinas e DNA podem gerar espectros de 

dicroísmo circular induzido (ICD) refletindo uma mudança na geometria 

da droga, como uma torção quiral ao longo dos cromóforos das 

porfirinas ou uma combinação das transições eletrônicas da droga e do 

DNA, como as mudanças conformacionais da forma B para forma Z ou 

ainda uma transição 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 adição de 

H2PtPor e 448-420 nm para adição de ZnPtPor (Fig. 15). Interações do 

tipo externas ou por sulco (regiões AT) estão associadas ao aumento de 

uma banda positiva de ICD, como observado para as duas porfirinas, 

enquanto o aumento da uma banda de ICD negativa, observada para 

H2PtPor, pode estar relacionada a fenômenos de intercalação em regiões 

CG (FIEL; JENKINS; ALDERFER, 1990;RODGER, 2010). Os 

resultados sugerem que estas Pt(II)-porfirinas se aproximam da dupla 

fita de DNA através de ligações externas e ao mesmo tempo 

paralelamente ao eixo das bases nitrogenadas, no caso da porfirina base-

livre H2PtPor.  A Tabela 1 apresenta as concentrações de CT-DNA, 

porfirinas e acetonitrila em cada titulação. As titulações controles para 

verificar o efeito de diluição do DNA e efeito das porfirinas em tampão 

estão apresentadas nas Figuras 16 e 17. 
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Figura 15 - Espectro de dicroísmo circular induzido das titulações de porfirinas 

em CT-DNA. 

  
 

Reação inicial: CT-DNA (200 μM pb) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, 

pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v). Titulação de volumes crescentes das porfirinas 

a) H2PtPor  e b) ZnPtPor  nas razões 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 - Titulações realizadas para as análises de dicroísmo circular. 
 

Titulação [μL] % CH3CN [Complexo] (μM) [CT-DNA] (μM) r [complexo]/[CT-DNA] 

0 2 % 0,00 200,00 0,00 

6 3,5 % 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 13,5 % 51,57 179,37 0,29 

56 16 % 61,40 175,44 0,35 

66 18,5 % 70,82 171,67 0,41 

 

Reação inicial: CT-DNA (200 µM bp) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, 

pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v). 
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Figura 16 – Espectro de CD da titulação das porfirinas em tampão. 

 
Reação inicial: solução tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (2 % 

v/v).  A titulação com volumes crescentes dos complexos em tampão está 

demonstrada na tabela 1. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 
Figura 17 – Espectro da titulação de acetonitrila em CT-DNA. 

 
 

Reação inicial: CT-DNA (200 µM bp) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, 

pH 7,4) e acetonitrila (2 % v/v). A titulação com volumes crescentes de 

acetonitrila em CT-DNA está  demonstrada na Tabela 1. 
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Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

3.4.2 Análises de desnaturação térmica do CT-DNA 

 

Ensaios de desnaturação térmica (melting) do DNA dupla fita são 

utilizados no estudo da interação entre pequenas moléculas e DNA 

através da determinação da estabilidade da estrutura secundária do 

DNA. Os dados de desnaturação térmica refletem a transição da 

estrutura dupla fita para a simples fita das moléculas de DNA 

submetidas a uma “rampa” lenta de aquecimento (BELOZEROVA; 

LEVICKY, 2012; GUÉDIN; MERGNY; LACROIX, 2010; MERGNY; 

LACROIX, 2004). A intensidade da interação com o DNA pode alterar 

a estabilidade da dupla hélice e consequentemente sua temperatura de 

desnaturação (melting temperature – Tm), como acontece na interação 

com agentes intercalantes que se ligam covalentemente ao DNA 

promovendo maior estabilidade à estrutura e aumentando 

significativamente sua Tm pelo atraso na desnaturação (BALAZ et al., 

2007; PODDUTOORI; PODDUTOORI; MAIYA, 2006;). Tm ou 

temperatura de transição refere-se à temperatura de equilíbrio na qual 50 

% da amostra está preservada na forma de dupla hélice e 50 % está na 

forma de simples fita e é dependente da composição do DNA: quanto 

maior a porcentagem de bases C e G maior será a Tm devido à maior 

quantidade de ligações de hidrogênio que contribuem para a 

estabilização da estrutura do DNA favorecendo as interações 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 desnaturação térmica de CT-DNA foram 

realizados na ausência e presença das porfirinas H2PtPor e ZnPtPor 

seguindo a razão 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(II) aumentou em 1,3 °C a 

temperatura de desnaturação em relação à Tm do controle de CT-DNA. 

Os resultados demonstraram que a interação com as Pt(II)-porfirinas 

promoveu uma maior estabilidade da dupla fita à desnaturação térmica, 

porém a variação dos Tm não foi muito grande sugerindo que as cargas 

positivas dessas porfirinas colaboraram com a neutralização da estrutura 

polianiônica do DNA diminuindo a repulsão 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 desnaturação térmica de CT-DNA na ausência e presença 

das porfirinas. 

 
Reação inicial: CT-DNA (200 μM pb) em solução desnaturante (1,5 mM 

Na2HPO4, 0,5 mM NaH2PO4 e 0,25 mM Na2EDTA) na presença e ausência dos 

complexos de platina(II) (H2PtPor e ZnPtPor) na razão estequiométrica de 0,02 

(r=[porfirina]/[DNA]). O Tm foi estimado utilizando a aproximação 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 visualização e quantificação relativa dos fragmentos de 

clivagem provenientes da interação porfirinas-DNA. Em relação ao 

grupo controle não houve evidência de clivagem na presença das Pt(II)-

porfirinas (H2PtPor e ZnPtPor) após incubação por 24 horas no escuro. 

Devido ao fato das porfirinas possuírem propriedades fotofísicas de 

absorção da luz foram realizados ensaios de fotoclivagem - com as 

reações incubadas na presença de luz visível - com o intuito de induzir 

atividade catalítica dessas porfirinas e, de fato, foi possível observar o 

aumento dos fragmentos de DNA após a fotoirradiação (Fig. 19). Não 

foi possível a visualização das amostras com porfirinas em 

concentrações acima de 5 μM possivelmente devido à inibição 

competitiva das porfirinas com o brometo de etídio impossibilitando que 

este intercalasse com o DNA e emitisse a fluorescência (LEPECQ; 

PAOLETTI, 1967; NAFISI et al., 2007; SHUBSDA; GOODISMAN; 

DABROWIAK, 1997). O precursor 4-TPyP também foi investigado 
(Fig. 20), mas não apresentou atividade de clivagem no escuro e baixa 

atividade sob radiação de luz visível, indicando que a inserção dos 

compostos de coordenação Pt(II)-bpy foi essencial para a promoção da 

atividade de clivagem de DNA por Pt(II)-porfirinas. 
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Figura 19 – Clivagem de DNA-plasmidial na presença das porfirinas. 

 
 Reações padrão: DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução tampão de Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v). Curvas de concentração dos 

complexos (1-5 µM) de H2PtPor (A e B) e ZnPtPor (C e D). Figura: a) Ctrl – 

controle sem complexo. Escuro (A e C): todas as reações foram incubadas 

durante 24 horas a 37 °C no escuro. Luz visível (B e D): todas as reações foram 

incubadas durante 90 minutos a 37 °C com exposição à luz visível. Os dados 

representados referem-se à média e desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

Figura 20 – Clivagem de DNA-plasmidial na presença da precursora 4-TPyP 

 
Reações padrão: DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução tampão de Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) com 4-TPyP (3 μM) a 37 °C. Escuro: 
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as reações foram incubadas durante 24 horas a 37 °C no escuro. Luz visível: as 

reações foram incubadas durante 90 minutos com exposição à luz visível. Os 

dados representados referem-se à média e desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

3.4.4 Efeito da força iônica na clivagem do DNA 

 

O efeito da força iônica na interação porfirina-DNA foi avaliado 

para verificar se a neutralização das cargas negativas do plasmídio afeta 

a atividade das porfirinas. Para evitar que a coordenação de íons ao 

centro metálico iniba a atividade das porfirinas foi utilizado o sal 

perclorato de lítio, pois o perclorato ClO4
-
 não interage fortemente com 

o metal. Quantidades crescentes de perclorato de lítio (LiClO4) foram 

adicionadas às reações – curva de concentração. Pode-se observar uma 

diminuição da atividade de clivagem proporcional ao aumento da 

concentração do LiClO4 na presença de H2PtPor e um efeito mais 

atenuado na presença de ZnPtPor (Fig. 21). De fato as cargas positivas 

das Pt(II)-porfirinas parecem ter função fundamental na interação DNA-

porfirina através das forças eletrostáticas com a hélice polianiônica do 

DNA, forças estas importantes nas interações de π-stacking que 

juntamente com dipolo-dipolo estabilizam a interação eletronicamente 

(BARRAGÁN et al., 2004; KIM; NORDÉN, 1993; NAFISI et al, 2007).   

 
Figura 21 – Clivagem de DNA-plasmidial na presença das porfirinas e curva de 

concentração de LiClO4. 

 
 

Reações padrão: H2PtPor (A) e ZnPtPor (B) 4 µM, DNA plasmidial (~25 µM 

pb) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v). 

C - Controle sem porfirina e C + Li - controle + LiClO4 100 mM. Curva de 

concentração de LiClO4 : 0-100 mM. Todas as reações foram incubadas durante 
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90 minutos a 37  °C com exposição à luz visível. Os dados representados 

referem-se à média e desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

3.4.5 Mecanismo de interação porfirina-DNA 

 

A incubação prévia das reações na presença de ligantes de sulco 

foi realizada para estudar a seletividade de ligação desses complexos aos 

sulcos do DNA dupla fita. Esses ligantes atuaram com bloqueadores ora 

do sulco maior, ora do sulco menor para avaliação da atividade de 

clivagem das Pt(II)-porfirinas. Foram utilizados ligantes clássicos: o 

verde de metila como bloqueador de sulco maior e a netropsina como de 

sulco menor. 

A prévia incubação com verde de metila promoveu a diminuição 

do aparecimento de DNA circular após fotoirradiação na presença de 

todas as Pt(II)-porfirinas. A netropsina é um antibiótico ligante de sulco 

menor do DNA com alta especificidade pelos pares de bases adenina e 

timina (LEWIS et al., 2011; KIM; NORDÉN, 1993; VAN DYKE; 

HERTZBERG; DERVAN, 1982). Ela apresenta grupos positivamente 

carregados que interagem com as cargas negativas dos grupos fosfatos 

do DNA, forma ligações de hidrogênio com os aceptores das bases 

nitrogenadas empilhando nas regiões com A e T e se ligando ao sulco 

menor em uma conformação curva ou em uma conformação mais linear 

ligada a uma molécula de água para se ajustar à curvatura do sulco 

menor (BELOZEROVA; LEVICKY, 2012; LEWIS et al., 2011). A 

incubação com netropsina proporcionou um grande aumento na 

atividade de todas as porfirinas, sendo que o aumento na presença da 

ZnPtPor foi maior que o observado para a base livre H2PtPor (Fig. 22 e 

23). Esse fenômeno já foi reportado nos estudos com as TACN-

porfirinas (triazas - meso-mono-[4-(1,4,7-triazaciclononanil)]-

tri(fenil)]porfirina) apresentados no capítulo I 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).  Já foi reportado que a 

inserção do íon Zn(II) no macrociclo da porfirina promove maior 

interação ao DNA do que o macrociclo livre, sendo que  o centro do íon 

Zn(II) se liga à timina deprotonada e interage com grupos no sulco 

maior do DNA (SITERS et al., 2015) possivelmente devido à mudança 

no caráter de acidez de Lewis causada pelas variações nos grupos 

doadores do macrociclo  (BONFÁ et al., 2003; SITERS et al., 2015). 
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Figura 22 - Clivagem de DNA-plasmidial na presença das porfirinas e ligantes 

de sulco.  

 
Reações padrão: DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução tampão de Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) com H2PtPor (A) ou ZnPtPor (B) 4 

µM (concentração 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 μM; C + NET - controle + netropsina 50 μM. Curva de 

concentração dos ligantes de sulco: 2,5 - 50 μM. Todas as reações foram pré-

incubadas durante 30 minutos no escuro e posteriormente os complexos foram 

adicionados e as reações incubadas durante 90 minutos a 37 °C com exposição à 

luz visível. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 
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Figura 23 – Representação gráfica da clivagem de DNA-plasmidial na presença 

das porfirinas e ligantes de sulco. 

  
Reações padrão: H2PtPor (A e B) e ZnPtPor (C e D) 4 µM, DNA plasmidial 

(~25 µM pb) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila 

(25 % v/v). C - Controle sem porfirina e C + MG - controle + verde de metila 
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50 μM; C + NET - controle + netropsina 50 μM. Curva de concentração dos 

ligantes de sulco: 2,5 - 50 μM de verde de metila ou netropsina. Todas as 

reações foram pré-incubadas durante 30 minutos no escuro e posteriormente os 

complexos foram adicionados e as reações incubadas durante 90 minutos a 37 

°C com exposição à luz visível. Os dados representados referem-se à média e 

desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

3.4.6 Investigação do mecanismo catalítico 

 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) estão envolvidas em 

danos oxidativos ao DNA (JIANG et al., 2007) e espécies como o 

oxigênio singlete e o superóxido participam de uma série de reações 

como as de Fenton  resultando na geração de radicais hidroxila muito 

reativos que atacam diversas biomoléculas como ácidos nucleicos, 

proteínas e lipídios (JAIN; TULLIUS, 2008; SHCHERBAKOVA et al., 

2006; SUN et al., 2017). Metalocomplexos podem atuar como nucleases 

oxidativas devido ao fato do íon metálico poder realizar reações do tipo 

Fenton e promover danos ao DNA através da remoção de um átomo de 

hidrogênio da desoxirribose (SUN et al., 2017). Para verificar se as 

EROs estão envolvidas no mecanismo catalítico dessas Pt(II)-porfirinas 

as reações de clivagem foram realizadas na presença de sequestradores 

de EROs para verificar se o sequestro dessas espécies impediriam a 

fragmentação do DNA (KI para superóxido, DMSO e t-BuOH para 

radical hidroxila e NaN3 para oxigênio singlete) (XU et al., 2010).  Os 

resultados apresentados nas Figuras 24-26 demonstram que não houve 

inibição da clivagem do DNA na presença dos sequestradores de 

oxigênio singlete ou radical hidroxila. No entanto, na presença do 

sequestrador KI observa-se a redução da atividade de ambas as 

porfirinas, de forma mais acentuada para a porfirina base livre. Os íons 

cloretos das Pt(II)-porfirinas são lábeis e substituídos por uma molécula 

de água quando em solução possibilitando a interação com o KI que , de 

acordo com a literatura, promove o decaimento da absorção da banda 

Soret da porfirina e a inibição da fotoclivagem do DNA (ZHU et al., 

2016). Para verificar esta informação foram realizadas titulações com KI 

e o decaimento na absorção da porfirina foi observado, corroborando o 

apresentado pela literatura e o observado neste trabalho (dados não 
demonstrados). 
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Figura 24 - Clivagem de DNA-plasmidial na presença das porfirinas e 

sequestradores de EROs. 

 
Reações padrão: H2PtPor (A) e ZnPtPor (B) 4,0 µM, DNA plasmidial (~25 µM 

pb) em solução tampão de Tris-HCl (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 NaN3 (8  mM). Todas as reações foram incubadas durante 90 minutos a 

37 °C com exposição à luz visível. Os dados representados referem-se a média e 

desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 
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Figura 25 - Clivagem de DNA-plasmidial na presença de sequestradores de 

EROs e concentrações crescentes de H2PtPor. 

 
Reações padrão: H2PtPor (1-5 µM), DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução 

tampão de Tris-HCl (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) NaN3 (8  mM). Todas as reações foram incubadas durante 90 

minutos a 37 °C com exposição à luz visível. Os dados representados referem-

se a média e desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 
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Figura 26 - Clivagem de DNA-plasmidial na presença de sequestradores de 

EROs e concentrações crescentes de ZnPtPor. 

 
Reações padrão: H2PtPor (1-5 µM), DNA plasmidial (~25 µM pb) em solução 

tampão de Tris-HCl (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) NaN3 

(8  mM) e (D) DMSO (0,8 mM). Todas as reações foram incubadas durante 90 

minutos a 37 °C com exposição à luz visível. Os dados representados referem-

se a média e desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

Para facilitar o sequestro dos EROs a concentração das porfirinas 

foi reduzida para a diminuição da geração de EROs, entretanto, mesmo 

nestas condições não houve inibição da atividade das porfirinas (Fig. 
27). Da mesma forma não foi verificado efeito inibitório na presença de 

TEMPO, um sequestrador de radicais centrados em carbono (Fig. 28). 

Na tentativa de compreender o mecanismo catalítico destas porfirinas 

optou-se por excluir o oxigênio do meio reacional através de ensaio 

realizado em atmosfera de argônio (Fig. 29 e 30) e foi possível observar 
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inibição da clivagem de DNA principalmente na presença da porfirina 

base livre H2PtPor.  

As Pt(II)-porfirinas são ótimas geradoras de oxigênio singlete e 

acredita-se que a ávida ligação ao DNA impossibilita que a azida de 

sódio sequestre o 
1
O2 pois é possível que a geração das EROs ocorram 

tão rapidamente e muito próxima ao DNA, como já reportado para uma 

porfirina de Zn(II) ótima geradora de oxigênio singlete (KOVALEVA et 

al., 2014). A inibição da clivagem observada nos ensaios em atmosfera 

de argônio demonstra que há participação do oxigênio na clivagem, 

porém ela também ocorre em sua ausência. Dessa forma os resultados 

apresentados indicam que a fotoclivagem de DNA pelas Pt(II)-porfirinas 

segue o mecanismo misto, baseado em vias oxidativas e não oxidativas, 

sendo que para o complexo de Zn(II) o mecanismo mais provável seja o 

hidrolítico, como já descrito na literatura para metalocomplexos e 

enzimas naturais com Zn(II) (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 há grande interesse por complexos com metais de transição que 

sejam fotoativos e que tenham um mecanismo de ação que não envolva 

somente uma via oxidativa, mas que também sejam capazes de 

promover a catálise por via não oxidativa, principalmente para 

promover a morte celular em tumores hipóxicos, normalmente os mais 

agressivos (LI et al., 2013; JOYCE et al., 2010). 

 
Figura 27 - Clivagem de DNA-plasmidial na presença das porfirinas e NaN3. 

  
Reações padrão: H2PtPor ou ZnPtPor (250 nM (A) e  1 µM (B)), DNA 

plasmidial (~25 µM pb) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e 

acetonitrila (25 % v/v). Sequestrador adicionado: NaN3 (8 mM). C – controle 
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sem porfirinas. Todas as reações foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C 

com exposição à luz visível. Os dados representados referem-se à média e 

desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

Figura 28 - Clivagem de DNA-plasmidial na presença das porfirinas e TEMPO. 

 
Reações padrão: H2PtPor ou ZnPtPor (1 µM), DNA plasmidial (~25 µM pb) em 

solução tampão de Tris-HCl (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 reações foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com 

exposição à luz visível. Os dados representados referem-se à média e desvio 

padrão.  

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 
Figura 29 - Clivagem de DNA-plasmidial em atmosfera de argônio. 

 

 
Reações de clivagem de DNA plasmidial e com as porfirinas H2PtPor e ZnPtPor  

(1 µM) foram realizados na presença de oxigênio e em atmosfera de argônio 

(Ar).  Reações padrão: H2PtPor ou ZnPtPor (1 µM), DNA plasmidial (~25 µM 

pb) em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v). 

Ctrl – controle sem porfirinas. FeEDTA – controle + Fe(II)EDTA (100 µM) + 
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DTT (1,4 – ditiotreitol; 10 mM). Todas as reações foram incubadas durante 90 

minutos a 37 °C com exposição à luz visível.  

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 
Figura 30 – Representação gráfica da clivagem de DNA-plasmidial em 

atmosfera de argônio. 

  
Reações padrão: H2PtPor ou ZnPtPor (1,0 µM), DNA plasmidial (~25 µM pb) 

em solução tampão de Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25% v/v). Ctrl 

– controle sem porfirinas. Ar – argônio. Ox – oxigênio. FeEDTA – controle + 

Fe(II)EDTA (100 µM) + DTT (1,4 – ditiotreitol; 10 mM). Todas as reações 

foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C com exposição à luz visível. Os 

dados representados referem-se à média e desvio padrão. 

Fonte: adaptado de OLIVEIRA e colaboradores (2017). 

 

3.4.7 Clivagem direta e footprinting 

 

Os fragmentos resultantes da interação do DNA com as Pt(II)-

porfirinas foram sequenciados em gel de poliacrilamida 16 % para 

investigar se a clivagem de DNA induzida pelas porfirinas ocorre em 

sequências específicas. Este método é utilizado para definição dos 

pontos de clivagem induzidas por nucleases (HENICHART et al., 

1997). Reações com as porfirinas e oligonucleotídeo ATCG (49 bases - 

~15 kDa) do tipo hairpin marcado com FAM na extremidade 5’ foram 

realizadas para localização de pontos de clivagem direta (Fig. 31). Os 

hairpins são formados quando uma fita realiza pareamento com uma 

porção da mesma fita formando um loop na porção não pareada 

resultando em uma estrutura parecida com um grampo de cabelo 

(BIKARD et al., 2010).   
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Figura 31 – Oligonucleotídeo ATCG-FAM no formato hairpin. 

 
Fonte: acervo da autora. 

 

As duas porfirinas promoveram o desaparecimento da sonda 

intacta e o aparecimento de fragmentos proporcionalmente ao tempo de 

exposição da reação à luz. Os cortes, predominantemente em purinas, 

deram origem a fragmentos com extremidades 3’ fosfato, porém 

também é possível visualizar clivagens oxidativas com formação de 

extremidades 3’ fosfoglicolato (3’-PG). A clivagem oxidativa do DNA 

pode gerar diversos tipos de produtos (fragmentos) dependendo da 

posição em que um próton da pentose é removido, seja em C-1', C-2', C-

3', C-4', C-5'. A remoção do próton desencadeia uma série de reações de 

eliminação resultando em diversos fragmentos, como por exemplo, o 

fosfoglicolato que é fruto da remoção de um hidrogênio do carbono 4’ 

da desoxirribose na presença de O2 (PATWARDHAN; COWAN, 2001).  

Clivagens hidrolíticas geram terminais 3’ hidroxila (3’-OH) e 3’ fosfato 

(3’-OPO3), os marcadores de Maxam e Gilbert (1977) geram fragmentos 

3'-OPO3 e clivagens oxidativas por Fe(II)EDTA e peróxido de 

hidrogênio geram terminais 3'-OPO3 e 3' fosfoglicolato  (KOVACIC; 

WELCH; FRANKLIN, 2003). 

Na presença das porfirinas na concentração de 1 μM os cortes 

ocorreram predominantemente nas posições A7PG, A11, A12, G15, 

C17PG, G18 , G19 e G22 (Fig. 34 e 36). A porfirina de Zn(II) ainda 

apresentou clivagem em G29. Este padrão de clivagem não se alterou 

nas amostras com netropsina. Com o aumento da concentração da 

metaloporfirinas (5 ou 10 μM) 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 localização da sonda intacta e mesmo 

diminuindo a concentração do antibiótico não foi possível minimizar 

este efeito.  

Nas amostras tratadas com piperidina os pontos de clivagem em 
A7PG e C17PG desaparecem dando lugar para clivagens mais intensas 

em G3 e G15 (proporcional ao tempo de exposição 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 ligações fosfodiéster em sítios 

abásicos resultantes das modificações na base nitrogenada e/ou 

clivagem da ligação glicosídica. A perda da base desestabiliza a 

estrutura do DNA e o deixa mais susceptível à clivagem da ligação 

fosfodiéster no 3’OH do nucleotídeo abásico. Dessa forma os resultados 

apresentados sugerem que os fragmentos em A7PG e C17PG 

possivelmente eram sítios abásicos e por isso desapareceram após o 

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 

diferença de 10 nucleotídeos no mesmo lado da fita antes da formação 

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 início e o outro no fim de uma volta inteira 

da simples fita. Estes dados reforçam a indicação de que as Pt(II)-

porfirinas interajam externamente e de forma paralela ao eixo da dupla 

hélice de DNA (Fig. 33). 

 
Figura 32 – Oligonucleotídeo ATCG-FAM no formato hairpin com marcação 

dos sítios de clivagem oxidativa (3’PG)  observados no gel de poliacrilamida. 

 
Fonte: acervo da autora. 

 

Figura 33 – Hélice da porção pareada do oligonucleotídeo ATCG-FAM com 

marcação dos sítios 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 oligonucleotídeo ATCG-FAM na presença da 

H2PtPor (1 μM), netropsina e piperidina. 

 
Reações padrão: oligonucleotídeo ATCG-FAM (25 pmol) em tampão Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presença da porfirina H2PtPor (1 

µM). Reações padrão também foram pré-incubadas com netropsina (10 μM) por 

30 minutos a 37 °C no escuro antes da adição da porfirina. ATCG: sonda 

intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. Ctrl: na ausência de 

porfirina. Todas as reações foram incubadas na presença de luz visível durante 

0, 30, 60 e 90 minutos, precipitadas, ressuspendidas ou não em piperidina 10 % 

(P) e posteriormente em tampão formamida. As setas apontam clivagem 

diferencial em A7PG e C17PG  Imagem representativa.  

Fonte: acervo da autora. 

  



103 

 

Figura 35 - Clivagem direta do oligonucleotídeo ATCG-FAM na presença da 

H2PtPor (5 μM), netropsina e piperidina. 

 
Reações padrão: oligonucleotídeo ATCG-FAM (25 pmol) em tampão Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presença da porfirina H2PtPor (5 

µM). Reações padrão também foram pré-incubadas com netropsina (10 μM) por 

30 minutos a 37 °C no escuro antes da adição da porfirina. ATCG: sonda 

intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. Todas as reações foram 

incubadas na presença de luz visível durante 0, 30, 60 e 90 minutos, 

precipitadas, ressuspendidas ou não em piperidina 10 % (P) e posteriormente 

em tampão formamida.  Imagem representativa.  

Fonte: acervo da autora. 
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Figura 36 - Clivagem direta do oligonucleotídeo ATCG-FAM na presença da 

ZnPtPor (1 e 5 μM), netropsina e piperidina. 

 
.  Reações padrão: oligonucleotídeo ATCG-FAM (25 pmol) em tampão Tris-

HCl (10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presença da porfirina ZnPtPor 

(1 e 5 µM). Reações padrão também foram pré-incubadas com netropsina (10 

μM) por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adição da porfirina. ATCG: 

sonda intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. Todas as reações 

foram incubadas na presença de luz visível durante 0, 30, 60 e 90 minutos, 

precipitadas, ressuspendidas ou não em piperidina 10 % (P) e posteriormente 

em tampão formamida.  Imagem representativa.  

Fonte: acervo da autora. 
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Figura 37 - Clivagem direta do oligonucleotídeo ATCG-FAM na presença da 

H2PtPor e ZnPtPor (1, 5 e 10 μM). 

 
Reações padrão: oligonucleotídeo ATCG-FAM (25 pmol) em tampão Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presença das porfirinas H2PtPor e 

ZnPtPor (1, 5 e 10 µM). ATCG: sonda intacta. A+G: marcador Maxam e 

Gilbert para purinas. Todas as reações foram incubadas na presença de luz 

visível durante 0, 15, 30, 60 e 90 minutos, precipitadas e ressuspendidas em 

tampão formamida.  Imagem representativa.  

Fonte: acervo da autora. 
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Figura 38 - Clivagem direta do oligonucleotídeo ATCG-FAM na presença da 

H2PtPor e ZnPtPor (1, 5 e 10 μM) e netropsina. 

 
Reações padrão: oligonucleotídeo ATCG-FAM (25 pmol) em tampão Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presença das porfirinas H2PtPor e 

ZnPtPor (1, 5 e 10 µM). Reações padrão também foram pré-incubadas com 

netropsina (25 μM) por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adição da 

porfirina. ATCG: sonda intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. 

Todas as reações foram incubadas na presença de luz visível durante 0, 15, 30, 

60 e 90 minutos, precipitadas e ressuspendidas em tampão formamida.  Imagem 

representativa.  

Fonte: acervo da autora. 
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O footprinting é uma técnica amplamente utilizada para 

delineamento das ligações provenientes da interação entre pequenas 

moléculas e DNA (JAIN; TULLIUS, 2008; SHCHERBAKOVA et al., 

2006). Normalmente as porções de ligação da molécula ao DNA são 

protegidas do ataque de nucleases químicas ou biológicas, efeito este 

caracterizado pelo desaparecimento destas bandas em um gel de 

poliacrilamida. Para a verificação e localização dos sítios de ligação da 

porfirina-DNA foram realizados ensaios de footprinting com 

Fe(II)EDTA como nuclease química na presença dos reagentes 

redutores ácido ascórbico e peróxido de hidrogênio para a promoção da 

reação de Fenton com geração de radicais hidroxila altamente reativos 

(JAIN; TULLIUS, 2008; SHCHERBAKOVA et al., 2006). Os 

resultados demonstraram que a presença das metaloporfirinas 

fragilizaram o oligonucleotídeo deixando-o susceptível ao ataque 

oxidativo das espécies radicalares geradas pela interação de Fe(II)EDTA 

na presença dos agentes redutores (reação de Fenton) (Fig. 39).  

Observa-se que a intensidade da clivagem aumenta na presença da 

netropsina sugerindo que a porfirina se acopla à netropsina já ligada ao 

DNA formando um complexo híbrido. A literatura traz que a formação 

de nucleases artificiais híbridas tem maior potencial como nucleases do 

que complexos metálicos sozinhos (HENICHART et al., 1997). Quando 

metalocomplexos são associados a ligantes de DNA (fita complementar, 

peptídeos, proteínas ou moléculas intercalantes ou ligantes de sulco) 

formam um híbrido com maior afinidade à estrutura do DNA 

possibilitando assim maior interação e ação como nuclease.  

Os resultados de clivagem direta e footprinting demonstraram a 

capacidade das Pt(II)-porfirinas em fotoclivar o DNA através de um 

mecanismo oxidativo conforme indicado pela presença de fragmentos 

com terminais de clivagem oxidativa (3’PG) nos géis de clivagem direta 

e, ainda, que as interações porfirina-DNA fragilizaram o DNA tornando-

o mais susceptível à ação da nuclease química Fe(II)EDTA. 
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Figura 39 - Footprinting com o oligonucleotídeo ATCG-FAM na presença da 

H2PtPor e ZnPtPor (1, 5 e 10 μM) e netropsina. 

 
Reações padrão: oligonucleotídeo ATCG-FAM (25 pmol) em tampão Tris-HCl 

(10 mM, pH 7,4) e acetonitrila (25 % v/v) na presença das porfirinas H2PtPor e 

ZnPtPor (1, 5 e 10 µM). Reações padrão também foram pré-incubadas com 

netropsina (10 μM) por 30 minutos a 37 °C no escuro antes da adição da 

porfirina. ATCG: sonda intacta. A+G: marcador Maxam e Gilbert para purinas. 

C: controle na ausência de porfirina. N: netropsina; C + N: controle com 

netropsina. Todas as reações foram incubadas com 1 μL de ácido ascórbico 

(10mM em Tris-HCl 10 mM pH 7,4),  1 μL de Fe(II)EDTA (1 mM) e 1 μL 
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H2O2 (0,6 %) durante  4 minutos no escuro à temperatura ambiente e 

interrompidas com 1 μL de tiouréia (100 mM). PG: para terminais 3’ 

fosfoglicolato. OPO3: terminal 3’ OPO3 As reações foram precipitadas e 

ressuspendidas em tampão formamida.  Imagem representativa. 

Fonte: acervo da autora. 

 

3.5 CONCLUSÕES 

 

Os estudos apresentados avaliaram a interação entre o DNA 

e as meso-tetra(4-piridil)porfirina-tetrakis-

[cloro(2,2´bipiridina)]platina(II) base livre, H2PtPor, e seu 

complexo de zinco, ZnPtPor.  

Estas porfirinas são fotoativas e apresentaram atividade 

catalítica quando expostas à luz visível demonstrando habilidade 

em fotoclivar o DNA na presença ou ausência de oxigênio, 

sugerindo um mecanismo catalítico misto em que o complexo 

apresenta capacidade de nuclease oxidativa ou hidrolítica. 

Complexos com esta habilidade são desejáveis como antitumorais 

por ter ação também em tumores hipóxicos. A interação com o 

ligante de sulco menor aumentou a atividade catalítica dessas 

porfirinas, sugerindo a formação de um complexo híbrido, porém a 

especificidade de ligação das porfirinas não foi alterada. 

Os resultados sugerem que a interação entre as Pt(II)-

porfirinas e o DNA aconteça por interação externa através da 

formação de um aduto porfirina-DNA  estabilizado pelas 

interações eletrostáticas entre o complexo e os grupos fosfatos e 

que essa interação deixa o DNA mais susceptível ao ataque de 

EROs. 

Devido à alta habilidade em gerar oxigênio singlete e 

fotoclivar o DNA as Pt(II)-porfirinas podem ser potenciais 

candidatas a fotossensibilizadoras para uso em terapia 

fotodinâmica. 
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4 CAPÍTULO IV – CONSIDERAÇÕES FINAIS E 

PERSPECTIVAS 

 
A busca por drogas antitumorais constitui uma preocupação 

mundial visto que o câncer é a segunda maior causa de morte no mundo, 

levando à morte cerca de 8,8 milhões de pessoas somente no ano de 

2015 e estima-se que esse número aumente até 70 % nas próximas duas 

décadas (WHO, 2017). Os tratamentos tradicionais ainda proporcionam 

diversos efeitos colaterais pois são muito agressivos e não atingem 

somente as células cancerígenas, mas as sadias também. Isso impulsiona 

estudos para o desenvolvimento de métodos mais locais e menos 

agressivos a fim de promover maior eficácia no tratamento e melhor 

qualidade de vida aos pacientes. Nesse âmbito a terapia fotodinâmica já 

tem sido utilizada em alguns países 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 ação local da droga por 

fotoativação Diversos complexos têm sido estudados para esse fim, 

desde complexos orgânicos aos inorgânicos, dentre eles destacam-se as 

porfirinas (ETHIRAJAN et al., 2011). 

As porfirinas são macrociclos terrapirrólicos com capacidade de 

absorver luz em determinado comprimento de onda e gerar espécies 

reativas de oxigênio quando fotoativadas na presença de oxigênio 

molecular. As porfirinas existem na natureza e são responsáveis por 

intermediar diversos processos bioquímicos através de reações de 

oxirredução (redox), como a fotossíntese (clorofila – porfirina com 

magnésio) e transporte de oxigênio sanguíneo (heme – porfirina com 

ferro). Devido sua importância biológica o desenvolvimento de 

metaloporfirinas biomiméticas às naturais tem sido uma área de intensa 

pesquisa (ETHIRAJAN et al., 2011; PRATVIEL, 2016). 

Neste trabalho foi estudada a interação do DNA com 

metaloporfirinas de Zinco(II) com ligante derivado do 1,4,7-

triazaciclononano e metaloporfirinas de Zinco(II) com compostos de 

coordenação de platina(II) (AURAS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 

2017). De modo geral todas as porfirinas estudadas interagiram com o 

DNA e apresentaram atividade catalítica quando expostas à luz visível 

(fotoclivagem) por mecanismos mistos sem dependência do oxigênio 

molecular, fato este interessante para supressão de tumores hipóxicos 

(LI et al., 2013; JOYCE et al., 2010).  As Pt(II)-porfirinas foram as mais 

ativas como nucleases e por isso estimularam mais estudos de interação 

com  CT-DNA, DNA plasmidial e oligonucleotídeos. Estes estudos, 
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demonstrados no capítulo III, demonstraram que estas porfirinas 

interagem externa e paralelamente ao eixo da dupla hélice de forma a 

induzir clivagens oxidativas em nucleotídeos da mesma fita. 

Como perspectivas pretende-se realizar estudos dessas porfirinas 

com DNA G-quadruplex (G4), estrutura presente nos telômeros. Os 

telômeros são constituídos pela repetição de um hexanucleotídeo 

simples fita (TTAGGG)n capaz de formar a estrutura G-quadruplex e na 

maioria das conformações as guaninas formam quartetos com variação 

das posições 5' e 3' e sua conformação, paralela ou antiparalela, depende 

das condições das soluções e dos nucleotídeos "flanqueados" 

(BENIAMINOV et al., 2016). O encurtamento dos telômeros está 

envolvido em doenças degenerativas e envelhecimento, porém seu 

alongamento está presente em 90 % dos casos de câncer, onde as 

telomerases encontram-se ativas impedindo o encurtamento dos 

telômeros de cromossomos mutados e consequentemente a morte da 

célula cancerígena (ARTANDI; DePINHO, 2010; JAFRI et al., 2016). 

Desta forma, o DNA telomérico é um alvo promissor de pequenas 

moléculas com ação terapêutica anticâncer (SHAY et al., 2001; JAFRI 

et al., 2016). Relatos na literatura demonstram que a oxidação dos 

telômeros inibe a ação das telomerases e pode vir a ser uma alternativa 

para o tratamento do câncer (BENIAMINOV et al., 2016). Devido a sua 

aromaticidade as porfirinas interagem com estruturas G-quadruplex (π-

stacking) e possui alta capacidade de oxidar guaninas através da geração 

de oxigênio singlete (BENIAMINOV et al., 2016).  Nesse sentido, 

estudos das Pt(II)-porfirinas com G-quadruplex são necessários para 

uma melhor compreensão das interação dessas porfirinas com o DNA 

telomérico a fim de auxiliar no desenvolvimento de drogas porfirínicas 

para uso clínico no tratamento do câncer. 
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APÊNDICE A – Artigo publicado referente ao capítulo II
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