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RESUMO

O desenvolvimento de novas moléculas e/ou novas metodologias para
clivagem de DNA é um tema de crescente investimento nos Gltimos
anos, seja na descoberta de novas ferramentas para biologia molecular
ou de prototipos para farmacos antitumorais. Neste trabalho procurou-se
determinar a interacdo e clivagem de DNA por novos complexos
ternarios de cobre(ll) e que possuem atividade antitumoral frente a uma
linhagem de células leucémicas, com o intuito de determinar se sua
atividade citotdxica esta relacionada a capacidade de fragmentar DNA.
Além disso, estudos da atividade de fotoclivagem de DNA (sob luz UV)
foram realizados visando o seu potencial uso em terapia fotodinamica.
Paralelamente, uma potencial estratégia para 0 aumento da atividade de
clivagem de DNA por complexos de Fe(lll)Zn(ll) foi caracterizada
como forma préatica para potencializar a atividade de agentes sintéticos
gue reconhecidamente clivam DNA. Os quatro novos complexos de
cobre sdo:  [Cu(hyd)(bpy)]**  (Cu(hyd)(bpy), [Cu(hyd)(phen)]*
(Cu(hyd)(phen),  [Cu(S-hyd)(bpy)]”" ~ (Cu(S-hyd)(bpy) e [Cu(S-
hyd)(phen)]** (Cu(S-hyd)(phen)), em que: hyd e S-hyd séo a hidrazida
do &cido 2-furdico e do acido 2-tiofenocarboxilico e bpy e phen séo os
ligantes heterociclicos 2,2’-bipiridina e 1,10-fenantrolina,
respectivamente. Todos os quatro complexos foram capazes de clivar o
DNA plasmidial de modo concentracdo-dependente e com diferentes
eficiéncias. Alteragbes no pH ndo influenciaram na atividade dos
complexos e sua atividade & proveniente da natureza quimica do
complexo: ligante-metal-ligante. Interacdes eletrostaticas e ligacdo por
sulco mostraram-se ser necessarias para 0 processo de clivagem de
DNA que sugere-se ser predominantemente oxidativo. Os ensaios
cinéticos confirmaram a ordem de reatividade dos complexos
Cu(hyd)(bpy) << Cu(hyd)(phen) ~ Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen)
gue segue a ordem de afinidade pelo DNA e indicam que os Gltimos trés
complexos sdo tdo ou mais reativos do que os melhores exemplos
encontrados na literatura. A velocidade da reagdo e a capacidade de
provocar a morte celular em células tumorais apresentou uma excelente
correlacdo, sugerindo que a atividade antitumoral destas moléculas pode
ser proveniente da atividade de clivagem de DNA. Em condicGes de
fotoclivagem, porém, a ordem de reatividade foi: Cu(S-hyd)(bpy) <
Cu(S-hyd)(phen) < Cu(hyd)(bpy) < Cu(hyd)(phen). Quando observada a
razdo entre a velocidade de fotoclivagem com a clivagem de DNA,
vemos que incremento variou de aproximadamente 6 para 146 vezes.
Sob condicdes de fotoclivagem, ndo houve mudangas no mecanismo de



clivagem de DNA, sugerindo que a exposi¢do a luz UV deve amplificar
atividade oxidativa dos complexos frente ao DNA. Ensaios de clivagem
com oligonucleotideos mostraram que todos os complexos foram
capazes de fragmenta-lo de modo néo especifico, ou seja, com eventos
de corte ao longo de toda a molécula de DNA. Os complexos com
ligante phen mostraram os melhores resultados: ficou evidenciada a
formagdo de fragmentos contendo terminais 3’-fosfoglicolato, cuja
formacdo deve-se a processos oxidativos, reforcando a hipétese que
estes complexos clivam o DNA pela geragdo de ROS. Os ensaios de
interacdo por dicroismo circular sugerem que o comportamento de
ligagdo dos complexos ao DNA deva ser do tipo ndo-intercalativo. De
modo geral, os quatro complexos de Cu(ll) aqui testados mostram-se
promissores modelos para desenvolvimento de novos complexos com
atividade antitumoral ligada a clivagem de DNA. Além disso, mais uma
vez 0 uso de exposi¢do a luz UV mostrou-se apto para aumentar a
atividade dos complexos, 0 que traz a discussdo um possivel uso como
prototipo a droga para Terapia Fotodindmica. Os complexos de
Fe(111)Zn(11) estudados; [Fe"'-(u-OH)zn"LP1] (FeznLP1) e [Fe'-(p-
OHPZn”LPZ] (FeZnLP1) séo derivados pireno-substituidos do complexo
[Fe"'-(u-OH)Zn"LH] (FezZnOH). Ambos os complexos foram capazes
de clivar o DNA plasmidial gerando néo sé quebras-simples, bem como
quebras-duplas, efeito ndo observado para o complexo FeZnOH. A
variacdo do pH afeta fortemente a atividade de ambos os complexos e
concorda com a hidrélise do éster de fosfato 2,4-BDNPP, sugerindo que
0 mesmo mecanismo de hidrélise do éster modelo pode ser aplicado ao
DNA. Todos os complexos tiveram sua atividade fortemente inibida
pela adicdo crescente de NaCl ou NaClO, sugerindo a participacdo de
interacdes eletrostaticas entre os complexos e o DNA. Nenhum
sequestrador de ROS foi capaz de inibir a atividade dos complexos,
sugerindo um mecanismo predominantemente hidrolitico o que ja havia
sido visto com o complexo FeZnOH. Ambos o0s complexos
apresentaram preferéncia pela interagdo com o sulco menor, o que
também foi observado nos ensaios com dicroismo circular. Os ensaios
cinéticos revelaram que a introducéo de um Gnico grupo pireno levou ao
aumento de mais de 11,3 vezes na atividade deste complexo em
comparagdo ao complexo modelo. J& a adicdo de dois grupos pireno
aumentou ainda mais esta atividade atingindo um incremento de 18,6
vezes. Quando se compara os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 entre si,
vemos um aumento de 1,65 vezes na atividade de FezZnLP2 vs
FeZnLP1, ou seja, corroborando os resultados anteriores que apontavam
FeZnLP2 como mais reativo que FeZnLP1. Nenhum dos complexos



mostrou-se apto a clivar o oligonucleotideo de 49-mer, mas ensaios de
Footprinting por DNAse | revelaram que os complexos tendem a ligar
mais fortemente em regides contendo sequéncias AT, sendo sugerido
gue quanto maior 0 volume que o complexo ocupa no espago, maior é a
extensdo da interacdo. De modo geral, o incremento substancial da
atividade dos complexos pireno modificados ratifica a hip6tese de que a
introducéo de grupos que se ligam ao DNA é uma viavel estratégia para
potencializar a agcdo de agentes artificiais de clivagem de DNA.

Palavras-chave: clivagem de DNA,; fotoclivagem de DNA; ligacdo com
DNA; complexos metalicos; nucleases artificiais;






ABSTRACT

The development of new molecules and/or new strategies for DNA
cleavage is an increasing investment issue in recent years for the
discovery of new molecular biology tools or prototypes for antitumor
drugs. In this study aimed to determine the DNA interaction and
cleavage by new ternary complexes of copper(ll) which have anti-tumor
activity against a strain of leukemia cells in order to determine whether
their cytotoxic activity is related to the ability to fragment DNA. In
addition, DNA photocleavage studies (under UV light) were conducted
to analyze their potential use in photodynamic therapy. Meanwhile, a
potential strategy to increase the DNA cleavage activity of Fe(l11)Zn(ll)
complexes was characterized as a practical way to enhance the activity
of synthetic agents that are known to cleave DNA. The four new copper
complexes are [Cu(hyd)(bpy)]** (Cu(hyd)(bpy), [Cu(hyd)(phen)]**
(Cu(hyd)(phen), ~ [Cu(S-hyd)(bpy)]”"  (Cu(S-hyd)(bpy) e [Cu(S-
hyd)(phen)]** (Cu(S-hyd)(phen)) where: S-hyd and hyd are hydrazides
from 2-furoic acid and 2-thiophenecarboxylic acid and bpy and phen are
the heterocyclic ligands 2,2-bipyridine and 1,10-phenanthroline,
respectively. All four complexes were able to cleave the plasmid DNA
in a concentration-dependent manner with different efficiencies.
Changes in pH did not influence the activity of the complex and its
activity should be derived from the chemical nature of the complex
formation: ligand-metal-ligand. Electrostatic interactions and groove
binding shown to be required for the DNA cleavage which, is suggested,
be predominantly oxidative. The Kinetic experiments confirmed the
reactivity order of the complex Cu(hyd)(bpy) << Cu(hyd)(phen) ~ Cu(S-
hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen) which follow the order of DNA affinity,
indicating that the last three complexes are among the most reactive
examples found in the literature. The speed of reaction and the ability to
trigger cell death in tumor cells showed an excellent correlation
suggesting that the antitumour activity of these molecules can be
derived from the DNA cleavage activity. In photocleavage conditions,
however, the reactivity order was: Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen) <
Cu(hyd)(bpy) < Cu (hyd)(phen). The ratio of the observed rates of DNA
photocleavage by DNA cleavage ranged from about 6 to 146-fold.
Under conditions of photocleavage, no changes in DNA cleavage
mechanism were found; suggesting that exposure to UV light should
amplify the oxidative activity of the complexes towards DNA.
Oligonucleotide cleavage assays revealed that all the complexes were
able to fragment the DNA in a non-specific way, with scission events



throughout the DNA molecule. Complexes containing phen ligand
showed the best results was evidenced the formation of fragments
containing terminal 3'-phosphoglycolate, whose formation is related to
oxidative processes, reinforcing the hypothesis that these complexes
cleaves the DNA for the generation of ROS. Circular Dichroism assays
suggest that the DNA binding behavior of theses complexes must
proceed as a non-intercalative way. In general, the tested four Cu(ll)
complexes showed as promise for development of new models
complexes with antitumor activity linked to DNA cleavage. In addition,
the use of UV light exposure was shown to be able to increase the
activity of the complex, which moots a possible use as a prototype drug
for Photodynamic Therapy. The studied Fe(111)Zn(11) complexes [Fe''-
(u-OH)Zn"LP1] (FeznLP1) and [Fe"'-(u-OH)Zn"LP2] (FeZnLP1) are
pyrene derivatives from [Fe''-(u-OH)Zn"LH] complex (FeZnOH). Both
complexes were able to cleave the plasmid DNA generating not only
single- but also double-strand breaks, which were not observed for the
FeZnOH complex. The pH variation strongly affects the activity of both
complex and agrees with the hydrolysis of 2,4-BDNPP phosphate ester,
suggesting that the same mechanism hydrolysis of the ester model can
be applied to DNA. Both complexes had their activity strongly inhibited
by the increasing addition of NaCl or NaClO, suggesting the
participation of electrostatic interactions between the complex and the
DNA. None of ROS inhibitors were able to inhibit the activity of the
complex, suggesting a predominantly hydrolytic mechanism which had
already been seen with the FeZnOH complex. Both complexes have
preference for interaction with the DNA minor groove, which was also
observed in Circular Dichroism assays. Kinetic studies showed that
introduction of a single pyrene group led to an increase of 11.3-fold
compared to FeZnOH. Besides, the addition of two pyrene groups
further increased this activity 18.6-fold. When comparing the FeZnLP1
to FeZnLP2 an increase of 1.65-fold was observed, confirming the
previous results which showed that FeZnLP2 is more reactive than
FeZnLP1. None of the complexes were able to cleave a short
oligonucleotide, but DNAse footprinting assays revealed that the
complexes tend to bind preferentially (and more affinity) to AT-rich
regions and suggested that as much larger was the complex (in terms of
volume), the greater is the extent of the interaction. In general, the
substantial increase in activity of the modified pyrene complexes
exemplifies the hypothesis that the introduction of groups that bind to
DNA is a viable strategy to enhance the action of artificial DNA
cleaving agents.



Keywords: DNA cleavage; DNA photocleavage; DNA binding; metal
complexes; Artificial Nucleases;
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= ambiente; Tempo = 5 minutos ao abrigo de luz (A) ou sob luz UV (B).
Resultados expressos como média = desvio padrdo de trés experimentos
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= 37 °C; Tempo = 5 minutos ao abrigo de luz (A) ou sob luz UV (B).
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diferentes concentragdes. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM,;
[Tampdo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4); [complexo] = 10 a 50 uM; Temperatura
= ambiente; Tempo = 5 minutos ao abrigo de luz (A) ou sob luz UV (B).
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
INAEPENUENTES. ..vveeeieieiete ettt sttt renre e 116
Figura 38. Clivagem de DNA plasmidial pBSK-II induzida pelo complexo
Cu(S-hyd)(phen) na auséncia (A) e presenca (B) de exposicdo a luz UV e em
diferentes concentragdes. CondicGes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM;
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Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen) (B) na presenca de diferentes inibidores de



ROS. Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampé&o] = Tris-HCI
(10 mM, pH 7,0); [complexo] = 5 uM; [DMSQ] = 2 M; [SOD] = 20 unidades;
[KI] = 0,5 mM; [NaN3] = 0,5 mM; Temperatura = ambiente; Tempo = 5
minutos sob luz UV. Resultados expressos como média + desvio padréo de trés
eXPErimentos INAEPENAENTES. ......uiirirerere st 120
Figura 41. Fotoclivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos Cu(S-
hyd)(bpy) (A) e Cu(S-hyd)(phen) (B) na presenca de diferentes inibidores de
ROS. Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampé&o] = Tris-HCI
(10 mM, pH 7,0); [complexo] =5 pM; [DMSO] = 2 M; [SOD] = 20 unidades;
[KI] = 0,5 mM; [NaN;3] = 0,5 mM; Temperatura = ambiente; Tempo = 5
minutos sob luz UV. Resultados expressos como média + desvio padrédo de trés
experimentos INAEPENTENTES. .......c..iii e 121
Figura 42. Comparagdo do perfil cinético da clivagem (linha preta) e
fotoclivagem (linha vermelha) do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo
Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen) (B). Condicles reacionais dos ensaios de
fotoclivagem: [DNA] = 330 ng, ~ 25 puM; [Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH
7,0); [complexo] = 10 uM; Temperatura = ambiente; Tempo = 5 minutos sob
luz UV. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés
eXPEerimentos INAEPENUENTES. .......ccurirererere e 123
Figura 43. Comparagdo do perfil cinético da clivagem (linha preta) e
fotoclivagem (linha vermelha) do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo
Cu(S-hyd)(bpy) (A) e Cu(S-hyd)(phen) (B). [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM;
[Tampé&o] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 10 uM; Temperatura =
ambiente; Tempo = 5 minutos sob luz UV. Resultados expressos como média +
desvio padrdo de trés experimentos independentes. .........ccocevrerveiereeneennnne 124
Figura 44. Clivagem do oligonucleotideo de 49-mer pelos complexos
Cu(hyd)(bpy) (1), Cu(hyd)(phen) (2), Cu(S-hyd)(bpy) (3) e Cu(S-hyd)(phen)
(4) ao abrigo da luz (A e C) e sob luz UV (B e D). A marcagdo “C” em cima das
figuras se refere ao controle sem a presenca dos complexos. A caixa em branco
na por¢do superior do gel faz referéncia a uma regido de dificil resolucéo
(separagdo dos fragmentos) compreendendo os nucleotideos C33 a A39. Os
nucleotideos em vermelho se referem ao nucleotideo terminal dos fragmentos
gerados pelo marcador A+G de Maxam-Gilbert. Os painéis C e D sdo
ampliacOes de A e B, respectivamente, da regido contendo A4 a C23. Os sinais
“=" mostram os fragmentos que exibem as termina¢des 3’-fosfato (banda
superior) e 3’-fosfoglicolato (banda inferior). ..., 129
Figura 45. Esquema mostrando a clivagem de DNA mediada pelo complexo
Fe(11)-Bleomicina detalhando a oxidagdo em C’4 resultando na abertura do anel
da desoxirribose e decomposi¢do da pentose, resultando na fragmentacdo da
cadeia do DNA com extremidades 5’-fosfato e 3’-fosfoglicolato, bem como a
liberagio de base-propenal. ..o 130
Figura 46. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e presencga de
concentracdes crescentes dos complexos Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen)
(B). Condic0es reacionais: [CT-DNA] = 200 pM; [Tampéo] = 10 mM de Tris-
HCI pH 7,4; [complexo] = 0 a 300 uM; Temperatura = 37 °C. ......c..ccccvvvnnnn 135



Figura 47. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e presenga de
concentragBes crescentes dos complexos Cu(S-hyd)(bpy) (A) e Cu(S-
hyd)(phen) (B). Condi¢des reacionais: [CT-DNA] = 200 uM; [Tampéo] = 10
mM de Tris-HCI pH 7,4; [complexo] = 0 a 300 uM; Temperatura = 37 °C. .. 136
Figura 48. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FeZnLP2 (B) em diferentes concentracdes e em comparagdo ao complexo
FeZnOH de Peralta e colaboradores (2010). Condi¢es reacionais: [DNA] = 330
ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 0,5 a 10 uM;
Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Resultados expressos
como média * desvio padréo de trés experimentos independentes. ................ 137
Figura 49. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FezZnLP2 (B) em diferentes pHs. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng,
~ 25 pM; [Tampéo] = MES (10 mM, pH 6,0 e 6,5)/HEPES (10 mM, pH 7,0 e
7,5)ICHES (10 mM, pH 8,0 e 9,0); [complexo] = 5 uM; Temperatura = 37 °C;
Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Resultados expressos como média + desvio
padrao de trés experimentos iNePENdenteS. ........ccccvvererenienenenieseseseseaenns 140
Figura 50. Proposta do mecanismo de hidrolise do 2,4-BDNPP pelo complexo
FeZnLP1. Na primeira etapa o substrato coordena-se ao centro de Zn(ll) pelo
deslocamento de uma molécula de agua. Em seguida o ion hidroxido presente
no centro de Fe(lll) atua como nucledfilo, atacando o atomo de fosforo do
substrato, ocorrendo entdo a clivagem da ligacdo fosfodiéster e a consequente
liberagdo do 2,4-dinitrofenclato. O monoéster, 2,4-dinitrofenilfosfato,
permanece coordenado ao complexo, podendo ser deslocado pela presenga de
excesso do substrato 2,4-BDNPP, reiniciando o processo catalitico. Retirado de
CaAMArG0 (2013). ...eeeeieieeeeeeee e 141
Figura 51. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1 e
FeZnLP2 em comparagdo com FeSO, e ZnSO,. CondicGes reacionais: [DNA] =
330 ng, ~ 25 uM; [Tampéo] = HEPES (10 mM, pH 7,4); [complexo ou o sal] =
5 pM; Temperatura = 37°C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Resultados
expressos como média * desvio padrao de trés experimentos independentes. 142
Figura 52. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelo complexo FeZnLP1 em
funcdo de diferentes concentracbes de NaCl (A) e NaClO, (B). Condicbes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampéo] = HEPES (10 mM, pH 7,0);
[complexo] =5 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
INAEPENUENTES. ...vveeeeieieiece ettt testestesrenre e 144
Figura 53. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelo complexo FeZnLP2 em
funcdo de diferentes concentragcbes de NaCl (A) e NaClO, (B). CondicGes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampé&o] = HEPES (10 mM, pH 7,0);
[complexo] = 5 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
INAEPENUENTES. ..vvevveieieie ettt sttt resre e 145
Figura 54. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FezZnLP2 (B) na presenca de diferentes inibidores de ROS. Condices
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampéo] = HEPES (10 mM, pH 7,0);



[complexo] = 5 uM; [DMSQO] = 2 M; [SOD] = 20 unidades; [KI] = 0,5 mM;
[NaNs] = 0,5 mM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
INAEPENUENTES. ...ttt e 147
Figura 55. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FeznLP2 (B) na presenca dos diferentes inibidores de sulcos do DNA,
netropsina (Net) ou verde de metila (VM). CondicGes reacionais: [DNA] = 330
ng, ~ 25 pM; [Tampao] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] =5 uM; [Net]
ou [VM] = 50 puM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
INAEPENUENTES. ..iviviite ettt 148
Figura 56. Footprinting por DNAse | do oligonucleotideo de 49-mer titulado
com complexos. FeZnAld, FeZnLP1 e FeZnLP2. Os nucleotideos em preto se
referem aos sitios de clivagem da DNAse |, enquanto os em vermelho sdo os
sitios protegidos pelos COMPIEXOS. .......eovevireerireiree e 153
Figura 57. Representacdo estrutural dos complexos derivados de Fe(Il)EDTA
conjugados a moléculas de afinidade pelo DNA: o Fe(Il)EDTA-Distamicina
(A), penta-N-metilpirrolcarboximida-Fe(INEDTA  (B), Bis(Distamicina-
Fe(1)EDTA) (C) e P4,E-M(III)EDTA (D), onde P4;E é o peptideo artificial
formado por um trimero de tetra-N-metilpirrolcarboxiamida ligados por B-
alanina. Adaptado de: Schultz e Dervan (1983b), Schultz e Dervan (1983a),
Hertzberg e Dervan (1982) e Youngquist e Dervan (1987).........ccccovvvvivnnnnn. 155
Figura 58. Representagdo esquematica dos sitios de clivagem de DNAse |
protegidos (nucleotideos em vermelho) que indicam os possiveis sitios de
interacdo dos complexos FeZnLAId, FeZnLP1 e FeZnLP2. .......c.cccvvvvvrnnene. 156
Figura 59. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e presenca de
concentracdes crescentes dos complexos FeZnAld (A), FeZnLP1 (B) e
FezZnLP2 (C). Condices reacionais: [CT-DNA] = 200 uM; [Tampé&o] = 10 mM
de HEPES pH 7,0; [complexo] = 0 a 60 puM; Temperatura = 37 °C. ............... 158
Figura 60. Diminuicdo da intensidade da banda de 275 nm do CT-DNA medida
por dicroismo circular na presenga de diferentes razdes de complexo/DNA...159



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Constante observada de clivagem de DNA (Kps), tempo de meia-vida
da forma superenovelada do DNA (t;,,) e constante de segunda-ordem reacional
(ko) obtida com complexos Nos ensaios CINELICOS. ........ccccoerveereereereriaeeas 108
Tabela 2. Comparacéo das constantes de segunda-ordem reacional (k,) obtida
com complexos nos ensaios cinéticos sob luz UV (+UV) com as obtidas nos
ensaios a0 abrigo da Uz (FUV). ... 125
Tabela 3. Comparagdo da variagdo da temperatura média de desnaturagdo do
DNA (AT,,) obtida para os complexos de Cu(ll) em estudo com suas constantes
intrinsecas de 1igagdo do CT-DNA (Kp)....covvevrerireieeieeniee s e sesasennens 133
Tabela 4. Constante observada de clivagem de DNA (kops), tempo de meia-vida
da forma superenovelada do DNA (t,,) e fator de incremento da atividade vs
FeZnAld obtida com complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 nos ensaios cinéticos. 149
Tabela 5. Comparagdo da variacdo da temperatura média de desnaturagdo do
DNA (AT,,) obtida para os complexos de Cu(ll) em estudo com suas constantes
intrinsecas de 1igaco do CT-DNA (Kp)..vooviierivrinininenesenesesesesesieseseens 156






LISTA DE ABREVIATURAS

A — Adenina

APS — Persulfato de Aménio (do inglés, Ammonium Persulfate)

bpy — 2,2’-bipiridina

C — Citosina

CD - Dicroismo circular (do inglés, circular dichroism)

CHES — Acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfonico

CT-DNA — DNA de timo de bezerro (do inglés, calf thymus
deoxyribonucleic acid)

DNA — Acido desoxirribonucléico (do inglés, deoxyribonucleic acid)
EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés, ethylenediamine
F I — forma Superenovelada do DNA plasmidial, forma |

F Il - forma Circular Aberta do DNA plasmidial, forma 1l

F 111 - forma Linear do DNA plasmidial, forma Ill

FAM — 6-fluorasceina

G — Guanina

HEPES — Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico

hyd — hidrazida do acido 2-furéico

Ky — Constante intrinseca de ligacdo do DNA

kbPAP — PAP do feijdo-vermelho (do inglés, kidney bean Purple Acid
Phosphatase)

kqops — Constante observada de clivagem de DNA

LAId — derivado do ligante LH contendo um aldeido terminal

LH - ligante 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-
piridilmethil)(2-hidroxibenzil)aminometil]fenol

LP1 — 2-[[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil]-6-[[([2-hidroxi-5-metil-3-
[([4-[(piren-1-ilmetil)amino]butil]Jamino)metil]fenil]metil)(piridin-2-
ilmetil)amino]metil]-4-metilfenol  LP2 —  2-[[([3-[([4-[bis(piren-1-
ilmetil)amino]butillJamino)metil]-2-hidroxi-5-metilfeniljmetil)(piridin-
2-ilmetil)amino]metil]-6-[[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil]-4-
metilfenol.

MES — Acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico

MPE — refere-se ao ligante metilpropidio

msDNA - DNA de fita simples e multiplas copias (do inglés, multicopy
single-stranded DNA)

Net — Netropsina

PAP — Fosfatase Acida Purpura (do inglés, Purple Acid Phosphatase)

pb — par de base do DNA

PDT - Terapia Fotodindmica (do inglés, Photodynamic Therapy)

phen — 1,10-fenantrolina



RNA — Acido ribonucléico (do inglés, ribonucleic acid)

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio (do inglés, Reactive Oxygen
Species)

S-hyd — hidrazida do acido tiofenocarboxilico

TEMED — N,N,N’,N -tetrametiletano-1,2-diamina

tetraacetic acid)

Tm — Temperatura média de desnaturacdo do DNA

Tris-HCI — hidrocloreto de tris(hidroximetil)aminometano

tRNA — RNA transportador (do inglés, transfer RNA)

VM — Verde de metila



SUMARIO

1 INTRODUGAO........coomeeeeteeeeereees st enesnes s 37
1.1 O ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA) .........cc......... 37
1.1.1  Estrutura e propriedades biol6gicas........c..ccccevvevvrvruennn. 37
1.1.2 O DNA plasmidial: estrutura e usos em biologia
MOIECUIAT ...t 46
1.2 INTERA(;AO E CLIVAGEM DE DNA POR PEQUENAS
MOLECULAS......ooovriirineinseseeissssssssse s 48
121 Breve NiStOriCo.......cooeiiiiieieicc e 48
1.2.2  Modos gerais de iNteragdo..........cceevrvrvrivereriesnnreesnnens 51

1.2.3  Complexos mononucleares de Cu(ll) derivados de
ANEIDIOTICOS ....c.veviciccie e e 56

1.2.4  Complexos binucleares de Fe(l11)Zn(Il) miméticos da

Fosfatase ACIda PUIPUIA .........c..covueveeverreieeeereseeeeesesee s 58

1.3 0O USO DE PEQUENAS MOLECULAS COMO
FERRAMENTAS MOLECULARES.........ccooiiiieeee e 59
1.3.1  Papel biotecnoldgiCo .....ccccccvevvevvereieece e 60
1.3.2  Papel teraplutiCO ......covevvverieieiiecee e 61
2 OBJETIVOS ...ttt e 65
2.1 OBJETIVO GERAL....coieiiiecie e 65
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......cooviirieieiineieeineieeieeeneenees 65
3 MATERIAL E METODOS.........cooiiiieeiieeeeeeeeeeeeeereeenenenis 67
3.1 REAGENTESE SOLUCOES ................................................. 67
3.2 COMPLEXOS EM ESTUDO .....cccceviiiiiiii e 67

3.2.1  Complexos Mononucleares de Cu(ll).......c.ccceevrvernennne 67



3.2.2  Complexos Binucleares de Fe(I1NDZn(I).......cccccevennnee. 69
3.3 OBTENCAO E PURIFICACAO DE DNA PLASMIDIAL

PBSK-Il..ocicee et e 71
3.4 CLIVAGEM DE DNA PLASMIDIAL.....cccccooreiirninnininns 72
3.4.1  Procedimento geral........cccccoviiiniiiiiniene e 72
342  EfeitOdO PH oo 74
3.4.3 Efeito dos ligantes e dos metais isolados ............c.......... 74
3.4.4  Efeito da forca idnica.......ccccocvveveverenivsieere s se s 75
3.4.5 Efeito dos sequestradores de ROS..........cccccvcvvivnivernninns 76
3.4.6  Efeito dos blogueadores de sulco...........cccceviiiiienienns 77
3.4.7  ENSAI0S CINELICOS .....e.vveriieieieieresieeeiee e 78
3.5 CLIVAGEM DE OLIGONUCLEOTIDEOS........c.ccceoevvvnne. 79
3.6 FOOTPRINTING DE DNA POR DNASE I....ccccovveevrriinnns 81
3.7 INTERAGAO COM CT-DNA......ccccevmreirerrerierereresesiesins 83
3.7.1  Desnaturacdo térmicade DNA.........cccccoovireirninnieniennnn, 84
3.7.2  Espectroscopia de dicroismo circular (CD).................... 84

4  RESULTADOS E DISCUSSAO.........coomveerereereeresresrseesrisnaan, 87
4.1 COMPLEXOS MONONUCLEARES DE CU(Il).................. 87
411 CLIVAGEM DE DNA PLASMIDIAL.......cccccecvrvruennn. 87
4111  Efeito da concentragdo dos complexos ................. 87
4112 Efeito dOPH ..c..oovvieeeee e, 90
4113  Efeito dos ligantes e dos metais isolados .............. 90
4114  Efeitoda forgaionica........ccocoevennenicinnennnnn, 91
4.1.15 Efeito dos sequestradores de ROS ...........ccccoeveee. 97
4116  Efeito dos blogueadores de sulco...........c.cce...... 103
4117  ENSI0S CINELICOS .....cuevvreeieiesieierisiee e 107

412 FOTOCLIVAGEM DE DNA PLASMIDIAL ............. 111



4121 Efeito da concentragdo dos complexos................ 111

4122 Efeito dos ligantes e dos metais isolados............. 118
4123 Efeito dos sequestradores de ROS...........cccce....e. 119
4124  ENSAIOS CINELICOS ....ceveveiriiiieenee e 122
413 CLIVAGEM DE OLIGONUCLEOTIDEOS............... 127
414 INTERACAO COMODNA ....ooooveeceiereeeeeeeinae, 132
4141 Desnaturagdo térmica de DNA.........ccccccvveriennne. 132
4142  DicroisSmo Circular........ccocooeoveieneiennenneeneeenes 133

4.2 COMPLEXOS BINUCLEARES DE FE(HDZN(II) ............. 136
4.2.1  Clivagem de DNA plasmidial...........cccccocvrerninnnnnnne. 136
4211 Efeito da concentracdo dos complexos................ 136
4212 Efeito do pH ....oovieiiee 139
4213 Efeito dos ligantes e dos metais isolados............. 142
4214  Efeito da forgaidnica .........ccooeoreiervenneiineenn 143
4215 Efeito dos sequestradores de ROS...........c..c........ 146
4.2.1.6  Efeito dos blogueadores de sulco..........c.cccuneee. 148
4217  ENSAIOS CINELICOS ....cervevrireeirireniee e 149
422 CLIVAGEM DE OLIGONUCLEOTIDEOS............... 150
423 FOOTPRINTING DE DNA POR DNASE I................ 151
424 INTERACAO COMDNA .....cooooveveeeeeereeeeeeereen, 156
4241 Desnaturacgdo térmica de DNA.........ccccevverienee. 156
4242 Dicroismo Circular.........ccooovveveivnieneneiesene e 157

5 CONCLUSODES ..ot 161
5.1 COMPLEXOS MONONUCLEARES DE Cu(ll)................. 161
5.2 COMPLEXOS BINUCLEARES DE Fe(l1DZn(ll)............... 163

6 PERSPECTIVAS ..o 167



7

REFERENCIAS



37

1 INTRODUCAO

1.1 O ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA)
1.1.1 Estrutura e propriedades biol6gicas

O DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid) é uma marcomolécula,
do grupo dos é&cidos nucléicos, com extrema relevancia nos meios
bioldgicos, pois possui a fungdo de manter e perpetuar as caracteristicas
hereditérias dos individuos, bem como, controlar todo o metabolismo
dos organismos vivos (ALBERTS, 2008; BLACKBURN e GAIT,
1995). Isso porque o DNA contém toda a base informativa (na forma de
genes) para sintese das biomoléculas funcionais dos organismos vivos,
como as proteinas (principalmente as enzimas) e outros acidos nucléicos
como o RNA (do inglés, ribonucleic acid) (NELSON e COX, 2000).
Embora de papel extremamente relevante, pouca atencao foi dada a sua
descoberta até a década de 50, pois sua natureza e estrutura quimica ndo
chamavam a atencdo dos pesquisadores da época (ALBERTS, 2008). Os
acidos nucléicos, de modo geral, sdo longos e repetitivos biopolimeros
de extremidades livres compostos de pequenas unidades monomeéricas
denominadas nucleotideos. O DNA humano, por exemplo, possui cerca
de 6 bilhdes de nucleotideos que se fossem “esticados” em uma fita
Unica possuiria um pouco mais de 1 m de comprimento (BLACKBURN
e GAIT, 1995). Os nucleotideos sdo compostos, por sua vez, de trés
grupos funcionais distintos: um grupo fosfato, uma pentose e uma base
nitrogenada (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura dos desoxirribonucleotideos (A) que compdem o DNA e
ribonucleotideos que compBem o RNA (B). Abaixo dos nomes vé-se a
nomenclatura de letra inica que define cada nucleotideo. A letra mintiscula “d”
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e “r’, faz referéncia ao desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos,
respectivamente. As letras em maiusculo “MP” fazem referéncia a forma
monofosfatada dos nucleotideos. Adaptado de Nelson e Cox (2000).

A pentose tem papel muito relevante na distingdo de DNA e
RNA, servindo até como referéncia para nomeacdo destes &cidos
nucléicos. Caso a pentose do nucleotideo em questdo seja uma D-ribose,
0 acido nucléico composto por estes mondmeros devera ser 0 RNA, ao
passo que se a pentose for a 2-desoxi-D-ribose, 0 &cido nucléico sera o
DNA. Por esta caracteristica, inclusive, os nucleotideos que formam o
RNA sdo chamados de ribonucleotideos enquanto os que formam o
DNA sdo chamados de desoxirribonucleotideos. Quanto as bases
nitrogenadas, trés delas encontram-se tanto em DNA como RNA. S&o
elas: as purinas, guanina (G) e adenina (A); e a pirimidina, citosina (C).
Ainda entre as pirimidinas, destacam-se o papel da timina (T) e uracila
(U), cuja presenga é exclusiva em DNA e RNA respectivamente. Deve-
se notar, porém, que a timina nada mais é que um derivado metilado da
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uracila (ALBERTS, 2008; BLACKBURN e GAIT, 1995; NELSON e
COX, 2000).

Os nucleotideos encontram-se unidos entre si por meio de
ligagBes fosfodiéster. O grupo fosfato em C-5" de um nucleotideo é
ligado a hidroxila em C-3’ da pentose do nucleotideo seguinte (Figura
2). A ligacdo fosfodiéster é uma das mais resistentes ligagcdes quimicas
existentes na natureza. Como o pKa dos grupos fosfato na molécula de
DNA (e RNA) é proximo de zero, em pH ~7.0, estes encontram-se
negativamente carregados (DOMINGOS et al., 2003; WESTHEIMER,
1987). Os é&cidos nucléicos, portanto, sdo longos polimeros altamente
anidnicos. A natureza polianinica dos 4cidos nucléicos dificulta a acdo
de nucledfilos gerais (ndo orientados), prevenindo assim o ataque de
quaisquer agentes externos a sua estrutura e garantindo sua estabilidade.
Ha de se salientar, no entanto, que o DNA possui uma estrutura
muitissimo mais estavel que seu “analogo” RNA. Néo surpreende que 0
DNA tenha sido a molécula selecionada pela natureza como reservatério
permanentemente da informacdo genética, enquanto 0 RNA,
geralmente, € uma forma transitoria de informacdo. Essa caracteristica
surge por duas principais propriedades: serem formados por
desoxirribonucletideos no lugar de ribonucleotideos e, diferentemente
do RNA, possuirem capacidade de se arranjar em cadeias duplas e
pareadas (ALBERTS, 2008; BLACKBURN e GAIT, 1995; NELSON e
COX, 2000).
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DNA RNA
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fosfodiéster

Figura 2. Representacdo da estrutura quimica de uma cadeia linear de DNA e
RNA. Na caixa em cinza escuro, destaca-se a estrutura da ligacdo fosfodiéster
que une os nucleotideos. Adaptado de Nelson e Cox (2000).

Como mencionado anteriormente, a pentose presente nos
desorribonucleotideos é a 2-desoxi-D-ribose, ou seja, uma D-ribose
similar & encontrada nos ribonucleétideos, mas sem a hidroxila na
posicdo C-2° (2’-OH). O grupo 2’-OH pode, em meios alcalinos
principalmente, agir como um nucledfilo e atacar a ligacdo fosfodiéster
adjacente rompendo a estrutura polimérica (BREAKER et al., 2003;
FEDOR e WILLIAMSON, 2005) (Figura 3). Por este motivo, as
moléculas de RNA sdo extremamente instaveis em pHs elevados.
Estima-se que em pH neutro (~7.0), o tempo de meia-vida (t;,) da
ligagdo fosfodiéster no RNA seja de ~110 anos ao passo que no DNA a
mesma ligacdo possua um ty;, de 31 milhdes de anos (SCHROEDER et
al., 2006). Deve-se mencionar, porém, que as moléculas de RNA podem
em casos especificos possuir poder de catélise principalmente em
reacdes que envolvem processos de transesterificacdo intra- e
intermolecular (DOHERTY e DOUDNA, 2000; LILLEY, 2003). A
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essas moléculas de RNA que possuem poder de catalise da-se 0 nome de
ribozimas, ou seja, “enzimas de RNA” (FEDOR e WILLIAMSON,
2005; SERGANOV e PATEL, 2007) e estdo presentes em varios
organismos de todos os reinos incluindo de virus aos seres humanos
(SALEHI-ASHTIANI et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2004).

) 5' Base ) 5' Base
(A) *04P0—CH, O *04P0—CH, O
4'H Hl/| N'H H1,
N3 2/ N3 2"/
H H H H
OH OH OH H
Ribonucleotideo Desoxirribonucleotideo
|
o—rluo
8]
S " o Mistura de
Produto U,lf/o\\ Base, H.O produtos
2,3’-monofosfato 4 H H 2’e3’-

ciclico H H monofosfato
terminais

RNA
encurtado

Figura 3. Representacdo da estrutura quimica de um ribonucleotideo (esg.) e um
desoxirribonucleotideo (dir.) destacando, em verde, a posi¢cdo C-2' na pentose
(A). Esquema representando uma reagdo intramolecular numa cadeia de RNA,
onde a hidroxila localizada em C-2' age como nucletfilo e ataca a ligagdo
fosfodiéster, rompendo a cadeia e gerando uma extremidade 5°-OH livre e uma
extremidade 2’,3’-monofosfato ciclica que pode se decompor em uma mistura
de produtos com extremidades 2’ ou 3’-fosfato. Adaptado de Nelson e Cox
(2000).

A segunda propriedade que confere alta estabilidade ao DNA
sobre 0 RNA é a capacidade de arranjo em estruturas pareadas. No final
da década de 40, o austriaco Erwin Chargaff, identificou que o nimero
de moléculas adenina no DNA era 0 mesmo que de timina, enquanto o
nimero moléculas de guanina era idéntico ao nimero de moléculas de
citosina (VISCHER e CHARGAFF, 1948). Anos mais tarde, em 1953,
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James Watson e Francis Crick desvendaram o mistério dessa
proporcionalidade. Por meio de métodos estruturais observou-se que o
DNA néo se constitui de uma Unica longa cadeia (usualmente chamada
de “fita”) de desorribonucleotideos, mas sim por duas cadeias
antiparalelas ao longo de um eixo central (WATSON e CRICK, 1953)
(Figura 4). As bases nitrogenadas dos desorribonucleotideos de cada
cadeia interagem entre si por meio de ligacdes de hidrogénio formando
pares: timina e adenina, com duas ligac@es; e guanina e citosina, com
trés ligacGes.

Figura 4. Representagdo da estrutura quimica de uma cadeia dupla de DNA. No
eixo central da imagem, destacam-se a formacdo das ligacdes de hidrogénio
entre os nucleotideos AT e GC, formando os dimeros denominados “pares de
bases”. Observa-se também a orientacdo invertida de uma cadeia em relagdo a
outra, gerando uma estrutura antiparalela, onde a cadeia de sentido 3’—5’ (a
esq.) se justapde a cadeia de sentido 5°—3’ (& dir.). Adaptado de Lodish e
colaboradores (2007).
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Surge assim o conceito de “par de bases” (pb) que ¢ a unidade
dimérica comumente utilizada em biologia molecular para designar o
numero de nucleotideos presentes em uma molécula de DNA de dupla-
fita. O advento da estrutura de dupla-hélice do DNA deu base para o
entendimento ndo apenas estrutural, mas também funcional, incluindo
muitas implicagdes nos processos de replicacdo celular e na
hereditariedade em si. Essa macroestrutura torna a molécula de DNA
mais rigida e ainda mais resistente & acdo de ataques nucleofilicos
(ALBERTS, 2008; BLACKBURN e GAIT, 1995; NELSON e COX,
2000)

Isso ndo implica que necessariamente 0 DNA deva adotar sempre
uma estrutura de dupla fita em hélice e 0 RNA de fita Gnica e simples.
Existem formas e até situacbes em processos celulares nas quais estes
acidos nucléicos adotam macroestruturas diferenciadas. Um tipico
exemplo é o do RNA transportador. Essas moléculas sdo formadas por
uma Unica e longa fita de RNA cujos ribonucleotideos conseguem
formar pareamentos internos, ou seja, na mesma cadeia (Figura 5). Esses
pareamentos internos criam regides onde o RNA encontra-se na forma
de dupla-hélice, tal qual o DNA (ALBERTS, 2008; BLACKBURN e
GAIT, 1995; NELSON e COX, 2000). Em contrapartida, 0 DNA pode
assumir a forma de fita simples em alguns processos metabolicos ou em
estruturas perenes. Durante os processos de replicagdo ou reparacdo do
DNA, determinados tipos de enzimas sdo capazes de romper as ligages
de hidrogénio entre as bases nitrogenadas separando as fitas
transitoriamente  (ALBERTS, 2008). Em outros casos pequenas
sequéncias de DNA de simples-fita podem existir covalentemente
ligadas a moléculas de RNA dando origem a moléculas de DNA de fita
simples e multiplas cépias (msDNA, do inglés, multicopy single-
stranded DNA) cuja funcdo ainda permanece desconhecida
(LAMPSON; INOUYE e INOUYE, 2005).
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Figura 5. Representacdo estrutural, mostrando diferentes dominios, de um RNA
transportador (tRNA); um exemplo de RNA de cadeia Unica (simples-fita) (A).
Estrutura tridimensional do tRNA ao lado exibindo em diferentes cores os
dominios destacados (B). Adaptado de Nobles e colaboradores (2002).

A estrutura de dupla hélice encontrada no DNA possui
caracteristicas muito particulares relacionados a sua tor¢do (helicidade).
Dependendo do ambiente e sequéncia nucleotidica (isto é, ordem e tipo
de cada nucleotideo presente na fita) a hélice pode adotar uma estrutura
especifica (BLACKBURN e GAIT, 1995) (Figura 6). No ambiente
celular, de baixo conteddo salino e altamente hidratado, temos
primordialmente a forma de B-DNA que é a forma classica de hélice
preconizada por Watson e Crick em 1953. No B-DNA, o pareamento
das bases fica voltado ao centro do eixo da hélice e, deste modo,
empilhadas predominantemente acima das bases vizinhas na mesma fita
e perpendiculares ao eixo da hélice. A cada, aproximadamente, 10 pares
de base, a hélice dd uma volta completa sobre si mesma girando a
direita. Cada fita fica afastada 10,8 A uma da outra e a distancia entre as
ligacOes de hidrogénio provenientes do pareamento de bases é de 2,8 a
3,0 A. A estrutura da hélice conforme segue a sequéncia do DNA n#o é
completamente regular devido as conformacdes das bases nitrogenadas
e da pentose. Com isso vemos que a hélice ¢ torcida ao longo do eixo
criando duas regifes bem distintas: o sulco menor e o sulco maior. No
B-DNA, a profundidade dos sulcos menor e maior possui pouca
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diferenca (7,5 e 8,8 A, respectivamente) o que ndo dificulta a
acessibilidade de moléculas externas ao DNA ao centro da hélice.
Porém o tamanho da abertura dos sulcos é bastante diferente e, por esta
razdo, os diferencia. O sulco menor possui uma largura de 5,7 A
enquanto o maior é de 11,7 A, mais que o dobro do menor. Isso limita
em muito o acesso ao eixo da hélice. Por isso, proteinas compostas por
aminoacidos que reconhecem sequéncias especificas de DNA (como os
fatores de transcricdo) em geral conseguem interagir com as bases
nitrogenadas por meio do sulco maior do DNA, uma vez que as
proteinas quase sempre possuem uma estrutura tridimensional maior que
a hélice do DNA (ALBERTS, 2008; BLACKBURN e GAIT, 1995;
NELSON e COX, 2000). Pelo sulco menor, somente pequenas
moléculas muito menores que proteinas conseguem ter acesso a esse
meio (DERVAN e BURLI, 1999; KOPKA et al., 1985; NEIDLE, 2001;
NELSON; FERGUSON e DENNY, 2007; TRAUGER; BAIRD e
DERVAN, 1996; WHITE et al., 1998). Outros arranjos de hélice como
0 A-DNA e o Z-DNA podem ser obtidos sob condi¢des de alta
salinidade e/ou baixa hidratacdo. Ambas possuem caracteristicas muito
particulares, mas se apresentam raramente com condicGes bioldgicas
comuns. O Z-DNA é comumente conhecido por sua hélice torcida a
esquerda que difere de todas as demais formas de hélice de DNA que
sdo torcidas a direita (BLACKBURN e GAIT, 1995).

Com o entendimento da estrutura do DNA, surgiu o conceito do
“dogma da Biologia Molecular” cuja defini¢do vem sendo modificada e
atualizada ao longo dos anos. Francis Crick prop6s na década de 70 que
o fluxo da informacdo genética seguia linearmente do DNA ao RNA
pelo processo de transcricdo e de RNA as proteinas pelo processo de
traducdo (CRICK, 1970). As proteinas atuariam como pilares estruturais
nos organismos Vivos e nos diversos processos de catalise, incluindo a
prépria manutengdo do DNA. Sob esta Otica, vé-se que o fator
primordial para existéncia da vida de modo geral é a presenca do DNA,
onde “dele tudo provém e nele tudo estd contido”. Antes do
descobrimento dos prions, por Stanley Prusiner em 1982, acreditava-se
gue somente 0 DNA tem a capacidade de transmitir de um individuo a
outro uma caracteristica que resulte em funcdo (PRUSINER, 1982;
PRUSINER, 1998). Nos dias atuais o conceito do “dogma” inclui a
possibilidade de que tanto RNA quanto proteinas possam ser depdsitos
de informacdo hereditaria bem como outras muitas evidéncias de que a
“triade” (DNA, RNA e proteinas) ndo ¢ a Unica responséavel por tantos
efeitos no gendtipo e fendtipo dos organismos vivos, vide 0s recentes
exemplos advindos do estudo da epigenética (SHAPIRO, 2009).
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A-DNA

B-DNA Z-DNA

Figura 6. llustracdo mostrando a estrutura de dupla-hélice de trés formas
diferentes de DNA: A-DNA, B-DNA e Z-DNA. Cada cadeia de nucleotideos
esta representada por uma cor (vermelha e verde). Dentro do retangulo,
destacam-se os grupos fosfatos (em vermelho e dourado) e as bases
nitrogenadas (em azul). Adaptado de PDB (2001).

1.1.2 O DNA plasmidial: estrutura e usos em biologia molecular

As bactérias sdo organismos unicelulares procariéticos, dotados
de estrutura e fisiologia distinta dos organismos ditos superiores como
0s eucariotos. Devido ao seu tamanho reduzido (de 0,2 a poucos
micrémetros) toda a estrutura celular deve ser compactada. Isso afeta
principalmente grandes macromoléculas como o DNA. E por esse
motivo que vemos este tipo molécula em alto grau de condensacao. Ha,
no entanto, outros modos de acondicionar informagdo genética sem que
haja necessidade de grande espaco fisico. Um modo elegante e
selecionado pela natureza é a presenca de estruturas extracromossomais
(ou seja, fora do cromossomo bacteriano que é Unico e de grande
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tamanho) denominadas de plasmideos. Os plasmideos sdo pequenas
cadeias de DNA de dupla-hélice cujas extremidades terminais sdo
ligadas entre si. Desta forma os plasmideos se apresentam como formas
de DNA circular, bem diferente dos cromossomos mitoticos que
usualmente s@o lineares e com extremidades terminais livres
(BLACKBURN e GAIT, 1995; NELSON e COX, 2000).

A circularizacdo do DNA plasmidial confere uma segunda
propriedade que é estrutural: a super-helicidade (Figura 7). Também
conhecido por superenovelamento, a dupla hélice do plasmideo € torcida
varias vezes sob um mesmo eixo criando uma superestrutura altamente
compactada ocupando um espaco minimo na célula (DEL SOLAR et al.,
1998). O superenovelamento é conduzido no meio intracelular por
enzimas especificas (as DNA girases, uma topoisomerase de tipo 1)
(GELLERT et al., 1976). Por causa dessa supertor¢do, o DNA
supernovelado é altamente tensionado e uma perturbacdo até mesmo
fisica pode propiciar o relaxamento da estrutura retornando a condicao
circular (e aberta) original (WITZ e STASIAK, 2010).

(A) Forma superenovelada

Forma circular aberta

Eixo da hélice

(B)

0,2 um
Figura 7. Esquema mostrando a estrutura superenovelada do DNA plasmidial
(A). Micrografias de diferentes plasmidios com ordem crescente (esq. para dir.)
de superenovelamento (maior nimero de voltas). Fonte: adaptado de Nelson e
Cox (2000).
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Do ponto de vista bioldgico, os plasmideos sdo essenciais para
garantir uma minima variabilidade genética em organismos assexuados
como as bactérias (que ndo possuem outros mecanismos de
recombinacdo genética, por exemplo, conjugacdo bacteriana). Os
plasmideos podem ser transferidos horizontalmente entre uma célula
bacteriana e outra, carregando consigo genes que podem ou nao trazer
beneficios aos individuos. Muitos dos processos de resisténcia a
antibidticos ou até de viruléncia sdo propiciados pela transferéncia de
genes contidos em plasmideos (CARATTOLI, 2009). Devido a
facilidade com a qual genes podem ser transferidos entre células por
meio dos plasmideos, grande uso se faz desses em técnicas de biologia
molecular e clonagem (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). De modo
geral, um plasmideo pode receber um gene de um organismo de
interesse e leva-lo a outro organismo com facilidade. Para isso sdo
necessarias “ferramentas moleculares” para abrir (isto é, fragmentar,
clivar) a estrutura do plasmideo a fim de se inserir um gene exdgeno em
sua sequéncia. Estas ferramentas séo enzimas chamadas nucleases, cuja
funcdo é clivar acidos nucléicos como o DNA. A grande parte das
nucleases bacterianas sdo especificas para sequéncias entre seis e oito
pares de bases (BLACKBURN e GAIT, 1995; NELSON e COX, 2000).
Sua fidelidade é extremamente elevada, o que dificulta sua acdo em
alvos generalizados. A busca por novas nucleases ou desenvolvimento
de moléculas ou sistemas que possam realizar tal funcdo é frequente na
biologia molecular e faz parte do objetivo maior do presente trabalho.

1.2 INTERACAO E CLIVAGEM DE DNA POR PEQUENAS
MOLECULAS

1.2.1 Breve historico

Uma das mais importantes enzimas que participam do
metabolismo de DNA é a DNA polimerase, que é responsavel pela
sintese de novas moléculas de DNA a partir de um molde de DNA ja
existente (NELSON e COX, 2000). Seu mecanismo até a década de 90
ndo era completamente elucidado e do final anos 80, Sigman e
colaboradores (1979) buscavam confirmar se a DNA polimerase | de
Escherichia coli era uma metaloenzima dependente de Zn(Il). Essa
hipotese era reforcada por trabalhos anteriores que mostraram a inibicéo
da atividade desta enzima pela 1,10-fenantrolina, um forte quelante de
ions de metais de transicdo (D'AURORA; STERN e SIGMAN, 1977,
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D'AURORA; STERN e SIGMAN, 1978). A proposta era de que a 1,10-
fenantrolina se ligasse fortemente ao ion de Zn(ll) dentro da polimerase
impedindo sua atividade. Entretanto, um estudo posterior conduzido
pelo préprio grupo de Sigman mostrou um resultado inesperado. Na
realidade, quantidades traco do ifon de Cu(ll) presentes no meio
reacional e a 1,10-fenantrolina davam origem a um complexo: o Cu(l)-
bis-(1,10-fenantrolina) (Figura 8).

Depois de formado, o complexo Cu(l)-bis-(1,10-fenantrolina) era
capaz de degradar (clivar) o DNA que servia de substrato para a DNA
polimerase. A falta de substrato impedia a observacdo da atividade da
polimerase sem haver correlacdo alguma com a proposicao da presenca
de Zn(Il) em sua estrutura. O mecanismo pelo qual este complexo
degrada o DNA se da pela geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS, do inglés, Reactive Oxygen Species) que sao capazes de oxidar a
desoxirribose do DNA (SIGMAN et al., 1979). Embora Sigman e seus
colegas tenham falhado na tentativa de demonstrar a presenca de um ion
de Zn(I1) na estrutura da DNA polimerase | de E. coli, estes trabalhos
deram inicio as pesquisas sobre a interacdo de pequenos complexos
metalicos com DNA (GRAHAM et al., 1980; MARSHALL et al., 1981;
REICH et al., 1981). Além disso, foi demonstrado que os ligantes de
1,10-fenantrolina do complexo exerciam papel fundamental na ligagéo
deste ao sulco menor do DNA (KUWABARA et al., 1986). Assim, a
clivagem de DNA por este complexo ndo seria de todo aleatéria como a
promovida pelas ROS geradas pelo Cu(ll),q na presenca de um agente
redutor ou oxidante, por exemplo.

Em 1996, dezessete anos apds a descoberta de Sigman e
colaboradores (1979), Hegg e Burstyn (1996) relataram a clivagem de
DNA pelo complexo Cu(Il)-([9]aneN3)Cl,, no qual [9]aneNs é o ligante
triazaciclononano na auséncia de oxigénio, diferentemente do Cu(l)-bis-
(1,10-fenantrolina), cuja atividade era limitada & presenca de oxigénio.
Em anaerobiose a clivagem deve ocorrer sem a participacdo de ROS e,
portanto, por um mecanismo possivelmente hidrolitico, como
desempenhado pelas enzimas de restricdo. Esta proposigdo é plausivel
uma vez que este complexo foi capaz de hidrolisar cataliticamente
ésteres de fosfato com grande eficiéncia (DEAL e BURSTYN, 1996;
DEAL; HENGGE e BURSTYN, 1996). No entanto, a presenca de
oxigénio aumenta em 30% a clivagem de DNA por este complexo, o
que indicaria a presenca do mecanismo oxidativo, a0 menos em
aerobiose. Comportamento semelhante foi também observado na
clivagem de RNA (HEGG et al., 1997). Curiosamente, o complexo
Cu(l1)-([9]aneNs)CI, mostrou-se apto a clivagem de ligacdes peptidicas
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em proteinas antes de se demonstrar sua habilidade em hidrolisar DNA
(HEGG e BURSTYN, 1995). O contrario se aplica ao complexo Cu(l)-
bis-(1,10-fenantrolina), cuja capacidade de clivar proteinas sé foi
observada uma década ap6s a descoberta de sua habilidade em clivar
DNA (GALLAGHER et al., 1998). A hidrolise de &cidos nucléicos e
proteinas por um mesmo complexo metalico é uma propriedade
incomum e pouco reportada na literatura. A essa propriedade da-se a
designacdo de promiscuidade catalitica, atribuida ao complexo de
cobre(ll) CuMFF (no qual MFF ¢é o ligante 2-
[(bis(piridilmetil)amino)metil]-4-metil-6-formilfenol), como relatado
por nosso grupo (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2005b).

(A) (B)

Figura 8. Representacdo da estrutura dos complexos Cu(l)-bis-(1,10-
fenantrolina) (A) e Cu(ll)-([9]aneNs)Cl, (B). Adaptado de Hegg e Burstyn
(1998) e do autor.

Desde entdo, a capacidade de interagdo com o DNA ja foi
relatada para diversos pequenos compostos sintéticos, dando destaque
aos compostos de metais de transicdo e de lantanideos. Estes ndo apenas
sdo capazes de se ligar ao DNA, mas também de cliva-lo sob diferentes
condicBes reacionais e mecanismos, o que foi tema de muitas revisées
ao longo de mais de vinte e cinco anos de pesquisa (DESBOUIS et al.,
2012; HEGG e BURSTYN, 1998; JIANG et al., 2007; LIPPERT, 1992;
MANCIN et al., 2005; SHELL e MOHLER, 2007; SIGMAN e CHEN,
1990; SREEDHARA e COWAN, 2001a). O desenvolvimento de novas
moléculas sintéticas com tais propriedades permite utiliza-las como
ferramentas para biologia molecular e biotecnologia, na manipulacéo de
acidos nucléicos, bem como, potencialmente, para a terapéutica, como
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indutor de morte celular em tecidos com alta taxa de replicacdo de
DNA.

1.2.2 Modos gerais de interagdo

As interacOes entre pequenas e macromoléculas ao DNA se ddo
por meio de forgas intermoleculares classicas (ligacdo covalente, ligacdo
de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, interacdes tipo m-wt, ligagdes de
Van der Waals, interacfes hidrofébicas, entre outras), associadas a uma
regido ou macroestrutura da hélice do DNA (bases nitrogenadas. sulco
maior ou menor, eixo da hélice ou esqueleto de fosfato-carbono, por
exemplo). No entanto, a literatura aborda pelo menos quatro grandes
tipos de interacdo de pequenas moléculas com o DNA que néo
envolvem (necessariamente) a clivagem do acido nucléico. Séo elas:
interacdes eletrostaticas; ligacdo covalente; ligacdo por sulco; e
intercalacdo. Em todas elas hd uma combinacdo de uma forca
intermolecular com uma estrutura/regido do acido nucléico, mas
didaticamente, os estes “modos de ligagdo” ndo individualizam as forcas
e as estruturas envolvidas, mas sim 0s tomam como parte de um Gnico
mecanismo de interacao.

Como mencionado anteriormente, o DNA é uma molécula
polianidnica de grande extensdo e massa molar. Assim muitos cations
monovalentes (Na* e Li*) e divalentes (Mg?* e Mn?*) tendem a ser
facilmente atraidos ao DNA (BLACKBURN e GAIT, 1995). Como a
natureza anidnica do DNA é proveniente dos grupos fosfato, era de se
esperar que cations interagissem exclusivamente com estar por¢do da
macromolécula. No entanto, alguns estudos veem demonstrando que
existem regides (em termos de sequéncia nucleotidica) preferenciais
para ligacdo de cations mono e divalentes (EGLI, 2002). As bases
nitrogenadas dos desorribonucleotideos em determinada ordem podem
criar “bolsdes” altamente eletronegativos facilitando a atracdo desses
cations (YOUNG; JAYARAM e BEVERIDGE, 1997). Uma vez que
cations inorganicos pequenos como Na* possam também a interagir com
as bases nitrogenadas, sua ligagdo com o DNA deixa de ser limitada
pela esfera de solvatacéo e torna-se menos “aleatoria”.

E 0 observado com um grande grupo de pequenas moléculas que
interagem com o DNA por ligagdes eletrostaticas, as poliaminas
biogénicas: putrescina, cadeverina, espermina e espermidina. As
interacdes eletrostaticas entre oS grupos terminais aminicos destas
moléculas com as bases nitrogenadas do DNA ocorrem especificamente
no interior do sulco menor. Isto significa que trata-se de uma interagédo
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mista, onde ha participacdo de interacGes eletrostaticas e interacdo por
sulco (BRYSONT e GREENALL, 2000; KABIR; HOSSAIN e
KUMAR, 2013; KABIR e SURESH KUMAR, 2013; N’SOUKPOE-
KOSSI et al., 2008; OUAMEUR e TAJMIR-RIAHI, 2004). Interacdes
eletrostaticas mistas também sdo observadas compequenas moléculas
sintéticas modificadas com guanidina. Nestas, 0 complexo interage via
sulco, mas a carga positiva da guanidina interage com os grupos fosfato
das ligacOes fosfodiéster estabilizando a interacdo (CHEN et al., 2008a;
TJIOE et al., 2010; TJIOE et al., 2011b; TJIOE et al., 2011c) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema demonstrando a interacdo entre um complexo mononuclear
de Cu(ll) com o DNA por meio de interacOes eletrostaticas e de hidrogénio
entre uma guanidina presente no complexo com o fosfato da ligagdo
fosfodiéster. Adaptado de Belousoff e colaboradores (2007).

Um segundo modo de interagdo entre pequenas moléculas e DNA
estd baseado na ligacdo covalente entre estas espécies (ENOCH e
CRONIN, 2010). Geralmente esta interacdo é bastante observada para
fons livres e pequenos complexos metalicos (LIPPERT, 1992). Um
classico exemplo é o do complexo cis-Pt(NHs),Cl, conhecido
popularmente por cisplatina (SIDDIK, 2003a; WANG e LIPPARD,
2005). Em solugdo os ions cloreto ligados ao metal sdo substituidos por
moléculas de agua de alta labilidade e o centro de platina tende a ligar-
se covalentemente ao N7 da guanina (JAMIESON e LIPPARD, 1999).
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No entanto, o aduto mais comum provocado pela ligacdo da cisplatina
ao DNA ¢ formado com o dimero 1,2-d(GpG) (desoxiguanina-fosfato-
desoxiguanina) (BLOMMAERT et al., 1995) e, por esta razdo,
sequéncias de DNA com alto contelldo de guaninas em repeti¢do (in
tandem) sdo alvos preferenciais para ligacdo de compostos de platina
baseados na cisplatina (BAIK; FRIESNER e LIPPARD, 2003) (Figura
10). Deve-se salientar, porém, que nem todos os complexos de platina
gue se ligam ao DNA o fazem de modo covalente (NATILE e
MARZILLI, 2006). Neste caso é possivel que esta ocorra por meio de
ligagdo ao sulco menor (COLLINS; RIXON e ALDRICH-WRIGHT,
2000), intercalacdo (LU; VICIC e BARTON, 2005) ou mesmo
interacdes eletrostaticas (ODANI et al., 1991). De modo geral, a ligacdo
covalente de pequenas moléculas ao DNA depende muito da sequéncia
nucleotidica, pois a ligacdo ocorre justamente nas bases. De forma
similar aos complexos de platina que se ligam em repeti¢cbes GG, ions
de Hg® tipicamente ligam-se covalentemente em repeticdes TT
(FRYSTEIN e SLETTEN, 1994).

(A)
C I ‘e, » ““‘\\ N H3
P
c”” NH

Figura 10. Representacdo estrutural da cisplatina (A) e estrutura cristalografica
de um DNA de dupla-hélice com uma molécula de cisplatina covalentemente
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ligado a um dimero GG (1,2-d(GpG)) (B). Adaptado de Todd e Lippard (2009).

O terceiro mecanismo se refere a ligacdo pelos sulcos do DNA.
Como mencionado anteriormente, os sulcos menor e maior sdo muito
diferentes entre si no B-DNA, em termos de largura, o que impossibilita
0 acesso de alguns tipos de moléculas em seu interior e,
consequentemente, a informacdo contida na sequéncia nucleotidica das
bases nitrogenadas presentes no sulco (NELSON e COX, 2000).
Moléculas que interagem com o DNA por ligacéo aos sulcos geralmente
apresentam fidelidade e especificidade a determinadas sequéncias
(BLACKBURN e GAIT, 1995) (Figura 11). No caso de pequenas
moléculas, ha uma vasta colecdo de exemplos de ligantes ao sulco
menor explorados em diversas revisdes de literatura (DAMIA e
BROGGINI, 2005; JI et al., 2007; JOHNSON e THOMAS, 2002;
KHAN et al.,, 2012; LAURIA et al., 2007; MISKOVIC et al., 2013;
NELSON; FERGUSON e DENNY, 2007; PANDYA et al., 2010;
ZIHLIF et al., 2010). A ligacdo de pequenas moléculas ao sulco maior é
menos observada, mas ndo menos importante, pois abre um diferente
campo de opcBes (BLECKING et al.,, 2011; BREMER et al., 2001;
HAMILTON e ARYA, 2012; KHALID et al., 2007; KIM e NORDEN,
1993; LEE et al., 2012; MONACO, 2007; WILLIS e ARYA, 2006).
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Figura 11. Representacdo estrutural da netropsina (A) e estrutura cristalografica
de um DNA de dupla-hélice com uma molécula de ligada ao sulco menor (B).
Adaptado de Dolenc e colaboradores (2006).

O quarto modo de ligagdo do DNA é um dos mais classicos e
mais conhecidos: a intercalagdo. Este tipo de interacdo somente €
possivel gracas a estrutura de dupla hélice que os &cidos nucléicos
podem adotar, ou seja, é exclusiva para este tipo de macromolécula
(BLACKBURN e GAIT, 1995; NELSON e COX, 2000). O mais
conhecido e classico exemplo da literatura é do brometo de etidio
(WARING, 1965). Esta molécula interage diretamente com as bases
nitrogenadas no centro da hélice, pela formagdo de ligagdes tipo m-m
entre a porcdo planar da molécula e os anéis das bases (LEPECQ e
PAOLETTI, 1967; LI et al., 2009; MEYER-ALMES e PORSCHKE,
1993) (Figura 12). Neste tipo de interacdo h& pouca seletividade e
preferéncia por sequéncias nucleotidicas especificas. Porém, ha uma
estabilidade maior entre alguns tipos de pares de bases com 0s agentes
intercalantes, conferindo assim uma maior “especificidade”
(REINHARDT e KRUGH, 1978). Complexos metéalicos com motivos
estruturais planares quase sempre exibem propensdo a serem
intercalantes o que é tema de diversas revisbes de literatura
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(ARMITAGE, 2005; BIVER; SECCO e VENTURINI, 2008; BRANA
et al., 2001; DENNY, 2002; ERKKILA; ODOM e BARTON, 1999;
LIU e SADLER, 2011; NAVARRO et al.,, 2003; STREKOWSKI e
WILSON, 2007; ZEGLIS; PIERRE e BARTON, 2007).

e
ot
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&

Figura 12. Representacdo estrutural do brometo de etideo (A) e estrutura
proposta da intercalacdo de uma molécula de brometo de etideo com a dupla-
hélice do DNA (B). Adaptado de Cerny e Hobza (2007).

Existem ainda outros modos de ligacdo que envolvem
parcialmente 0s meios acima citados ou cujo mecanismo ainda ndo esta
bem compreendido. Destaca-se 0 descoberto por Jacqueline Barton: a
insercdo. Neste modo de ligacdo, uma pequena molécula consegue nao
somente atingir profundamente a estrutura do DNA como criar
interacdes entre as bases nitrogenadas de nucleotideos adjacentes de
modo que a propria molécula se comporta como nucleotideo “truncado”
(CORDIER; PIERRE e BARTON, 2007; KOMOR e BARTON, 2014;
ZEGLIS et al., 2009). Este tipo de interacdo foi observado em regifes de
DNA pareadas incorretamente (do inglés, mismatch) o que acaba
criando anomalias na estrutura da dupla hélice e oportunizando modos
de ligacdo ndo comuns como a insercao.

1.2.3 Complexos mononucleares de Cu(ll) derivados de
antibidticos

No final da década de 90, James Cowan conduziu uma série de
trabalhos reportando a interacédo e clivagem de DNA por um novo grupo
de complexos de Cu(ll) contendo como ligantes antibiéticos e seus
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derivados, bem como aminoglicosideos (SREEDHARA e COWAN,
2001a). A essas moléculas da-se o nome de metaloantibidticos, cuja
estrutura e funcdo vém sendo amplamente estudados nos Ultimos anos a
fim de se desenvolver novos farmacos e estratégias para quimioterapia
antimicrobiana (MING, 2003). Os complexos desenvolvidos por Cowan
mostraram-se capazes de clivar DNA (PATWARDHAN e COWAN,
2001; SREEDHARA e COWAN, 1998; SREEDHARA; FREED e
COWAN, 2000) e RNA (SREEDHARA; PATWARDHAN e COWAN,
1999), bem como clivar seletivamente um tipo de mRNA da bactéria
Escherichia coli (CHEN e COWAN, 2002) e o RNA do virus HIV-1
(SREEDHARA e COWAN, 2001b) (Figura 13A).

Desde entdo muita atencdo vem sendo dada a essa nova classe de
compostos derivados de antibiéticos com Cu(ll) que sdo capazes de
clivar &cidos nucléicos, com os ligantes: amicacina (JEZOWSKA-
BOJCZUK et al., 2002), gentamicina (LESNIAK et al., 2003),
sisomicina (SZCZEPANIK et al, 2004), actinomicina D
(SZCZEPANIK; KACZMAREK e JEZOWSKA-BOJCZUK, 2004),
sinefungina (MUCHA et al., 2006), apramicina (BALENCI et al., 2009),
higromicina B (GAGGELLI et al, 2010) e ciprofloxacina
(FARROKHPOUR et al., 2014). Outra estratégia que vem sendo
utilizada é com compostos ternarios de Cu(ll) de estrutura
Cu(I)(antib)(phen), em que “phen” ¢é o ligante sintético 1,10-
fenantrolina e “antib” é um antibiotico. Estes exemplos incluem como
ligante de antibidtico: o &cido nalidixico (RAMIREZ-RAMIREZ et al.,
1998), a norfloxacina (KATSAROU et al., 2008; RUIZ et al., 2007) e a
ciprofloxacina (HERNANDEZ-GIL et al., 2009).

(A) B)

Figura 13. Representacdo estrutural dos complexos Cu(ll)-neamina (A)
[Cu(dox)(phen)]** e [Cu(tc)(phen)]**, onde dox e tc sdo os antibidticos ligantes



58

doxiciclina e tetraciclina e phen ¢ o ligante 1,10-fenantrolina (B). Adaptado de
Sreedhara, Freed e Cowan (2000) e Silva e colaboradores (2011).

Recentemente uma série de complexos de Cu(ll)(antib)(phen),
onde o ligante “antib” sdo derivados de tetraciclinas, teve sua interacao
e clivagem de DNA reportada por nosso grupo. Estes complexos
mostraram-se muito ativos frente ao DNA plasmidial fragmentando
completamente o &cido nucléico em poucas horas (Figura 13B) (SILVA
et al.,, 2011). Neste trabalho, também foi relatada uma forte atividade
antitumoral por parte dos complexos e assim questionamentos foram
levantados na tentativa de ligar o efeito antitumoral ao de clivagem de
DNA. Isso porque alguns metaloantibidticos naturais, como a
bleomicina, possuem atividade antimicrobiana e antitumoral devido a
sua potente capacidade de clivagem de DNA (BURGER, 1998; GALM
etal., 2005; POVIRK et al., 1977). Além disso, outra propriedade pouco
explorada por esta promissora classe de compostos € sua foto-ativacao.
Alguns antibidticos, como as tetraciclinas, sdo fotossensiveis
(CULLEN; CATALANO e HELFMAN, 1966; ORENTREICH;
HARBER e TROMOVITCH, 1961; WIEBE e MOORE, 1977) e por
isso sdo capazes de catalisar reagfes mediadas por luz como a geragao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) que lesionam fortemente um
grande nimero de biomoléculas (KHAN; MUSTAFA e MUSARRAT,
2003). Na presenca de centros metalicos, os ligantes de antibidtico
atuam como “captadores de luz”, gerando ROS por catalise metal-
assistida, assim foto-clivando o DNA (BORTOLOTTO et al., 2011). A
fotoclivagem de DNA é um campo de extremo interesse, pois apresenta
uma propriedade com grande aplicacdo na terapéutica, a capacidade de
modular a atividade de uma molécula com o “ligar-ou-desligar” de uma
fonte de luz. Esses exemplos demonstram que ha um novo e pouco
explorado campo para novos complexos de Cu(ll) derivados de
antibidticos, sendo que os estudos sobre foto-ativacdo sdo ainda mais
inexplorados.

1.2.4 Complexos binucleares de Fe(l11)Zn(ll) miméticos da
Fosfatase Acida Puarpura

A fosfatase acida puarpura (PAP do inglés, Purple Acid
Phosphatase) é uma metaloenzima, ou seja, possui metais associados ao
seu sitio catalitico e hidrolisa ésteres de fosfato. O sitio ativo desta
metaloenzima se constitui de um centro binuclear de Fe(111)M(II), sendo
M(IT) um ion divalente de Fe, Zn ou Mn, dependendo do organismo
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vivo ao qual a enzima pertence (MITIC et al., 2006). Seu mecanismo
catalitico ainda é alvo de muitos estudos 0 que inspira o
desenvolvimento de moléculas que mimetizem o seu centro ativo. Sdo
esses 0s chamados complexos biomiméticos. Os complexos
biomiméticos sdo desenvolvidos para mimetizar propriedades estruturais
e funcionais das enzimas originais (ZHAO et al., 2013). Com isso ha
uma diminuicdo da complexidade do sistema o que facilita a
compreensdo dos mecanismos envolvidos no processo de catalise . Em
2007, Ademir Neves conduziu o desenvolvimento do primeiro modelo
biomimético da PAP do feijdo-vermelho (kbPAP, do inglés, kidney bean
Purple Acid Phosphatase) cujo sitio ativo constitui-se de um centro
metalico de Fe(l1Zn(Il) (NEVES et al., 2007). Este complexo (Figura
14) modelo mostrou-se ndo apenas semelhante a enzima mimetizada em
aspectos estruturais e fisico-quimicos, mas também, funcionais sendo
ativo na hidrélise de ésteres de fosfato ativados (PERALTA et al.,
2010a).
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Figura 14. Representacdo do sitio ativo da fosfatase &cida purpura do feijao
vermelhor (kbPAP) (A) em comparacdo com o complexo de Fe(lll)Zn(ll)
descrito por Peralta e colaboradores (2010) (B). Adaptado de Peralta e
colaboradores (2010).

Este mesmo complexo modelo, no entanto, também foi capaz de
hidrolisar um fosfato ndo ativado, no caso a ligacdo fosfodiéster do
DNA. Em vista desse potencial, novos estudos vém sendo realizados e
novos complexos sendo desenvolvidos para aumentar este potencial e
fornecer subsidios para controle de sua atividade.

1.3 O USO DE PEQUENAS MOLECULAS COMO
FERRAMENTAS MOLECULARES
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1.3.1 Papel biotecnolégico

Os principios bésicos da biologia molecular quase sempre
necessitam de manipulagdo génica, isto é, modificar a sequéncia de
DNA de um organismo (AUSUBEL et al.,, 1999; SAMBROOK e
RUSSELL, 2001). Processos como clonagem requerem ativamente a
clivagem de diferentes sequéncias de DNA a fim de inseri-las em outro
organismo. Nesta situacdo, se faz uso de enzimas que sejam capazes de
clivar seletivamente regites do DNA a fim de remover genes inteiros ou
permitir a insercdo de outros (HARRIS, 2000). Estas séo as enzimas de
restricdo, provenientes exclusivamente de bactérias. Embora de grande
variedade, cada enzima reconhece somente um Gnico tipo de sequéncia
alvo o que limita em algumas situacdes o seu uso. Nota-se ai a
necessidade em desenvolver novas ferramentas que possuam menor
limitacdo (maior espectro de sequéncias alvo). Além disso, enzimas de
modo geral sofrem eventuais problemas na rotina laboratorial como: alta
suscetibilidade de perda de atividade com frequentes ciclos de
congelamento/descongelamento, necessidade de uso de tampdes de
atividade com restritas condicbes de pH e relativa adsorcdo em
recipientes plasticos. Pequenas moléculas sintéticas possuem uma
sintese consideravelmente mais barata que uma enzima recombinante e
geralmente apresentam maior estabilidade e atividade em condic¢Bes ndo
tdo restritivas. Dentro deste cenério, moléculas sintéticas que sejam
capazes de clivar acidos nucléicos podem ser viaveis candidatos a
substituir as atuais enzimas de restricdo e encorajam 0s pesquisadores
em seu desenvolvimento e caracterizacao.

Existe uma diversidade de técnicas que utilizam enzimas para
clivar acidos nucléicos como o DNA footprinting ou nick translation e
gue poderiam ter suas enzimas substituidas por agentes sintéticos de
clivagem. A técnica de DNA footprinting, por exemplo, utiliza
geralmente como agente de clivagem a enzima DNAse |, que tem
preferéncia em hidrolisar a ligacdo fosfodiéster adjacente a uma
pirimidina (C ou T) (HAMPSHIRE et al., 2007). Portanto, esta enzima
pode oferecer alguma especificidade por sitio, 0 que nem sempre é o
ideal para a técnica (BLECKING et al., 2011; BREMER et al., 2001;
HAMILTON e ARYA, 2012; KHALID et al., 2007; KIM e NORDEN,
1993; LEE et al., 2012; MONACO, 2007; WILLIS e ARYA, 2006). Em
muitas ocasifes, para se atingir a maxima resolucdo nucleotidica, se faz
o uso de Fe(EDTA)® um pequeno complexo que cliva
indiscriminadamente qualquer sequéncia de DNA pela geracdo de
radical hidroxila ("OH) (TULLIUS e GREENBAUM, 2005).
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Embora eficiente para sequéncias curtas de DNA, a digestdo de
grandes fragmentos pode tomar muito tempo até a obtencdo das
condi¢des reacionais 6timas (JAIN e TULLIUS, 2008). Outros agentes
de clivagem como o Fe(I1)-MPE, no qual MPE é o ligante metilpropidio
(um anélogo de etidio) (HERTZBERG e DERVAN, 1982; VAN DYKE
e DERVAN, 1983) e o proprio Cu(l)-bis-1,10-fenantrolina ja foram
utilizados em alguns estudos (PAPAVASSILIOU e HEUMANN, 1994).
A literatura relata que mesmo agentes sintéticos sem especificidade por
sequéncias, como o Fe(ll)-MPE, podem apresentar algum tipo de padréo
de clivagem, o que ndo é o esperado para ensaios como os de DNA
footprinting. Portanto, complexos altamente reativos e sem qualquer
especificidade podem ser ferramentas de grande valor comercial no que
se refere a sua aplicacdo no método de DNA footprinting de grandes
sequéncias, 0 gque nao significa que o desenvolvimento de complexos
metalicos com sitios especificos de clivagem ndo atraiam interesse para
aplicacdo em outras técnicas.

Nos ultimos anos vem crescendo o interesse pela “edi¢do” de
sequéncias génicas em organismos inteiros. Nestes casos, deletar e
inserir genes usando enzimas de restricdo ndo é possivel, pois
geralmente 0s organismos alvo ndo possuem as sequéncias reconhecidas
por estas enzimas. Hoje alguns métodos utilizam sistemas com
Ce(IV)/EDTA (AIBA e KOMIYAMA, 2012; AIBA; SUMAOKA e
KOMIYAMA, 2011; KOMIYAMA, 2013; KOMIYAMA et al., 2008;
MIYAJIMA et al., 2009) ou motivos de “dedos de zinco” (KIM et al.,
2012; LEE; KIM e KIM, 2010; PORTEUS e CARROLL, 2005;
SHUKLA et al., 2009; SZCZEPEK et al., 2007; WEINTHAL et al.,
2010) para seletivamente ligar e clivar regiGes em megagenomas
(genomas maiores que 1 milhdo de pares de base) tanto em animais
como plantas.

1.3.2 Papel terapéutico

O DNA é cerne do controle metabdlico celular o que significa
que alteragbes em sua estrutura e dinamica afetam diretamente a
manutencdo da integridade celular. Neste contexto, moléculas que sejam
capazes de interagir com o DNA sdo fortes candidatos a possuirem
efeitos diretos na saude do ambiente celular. A cisplatina, por exemplo,
é um dos complexos de metais de transicdo capazes de interagir com o
DNA blogueando os processos de transcricdo e, principalmente, de
replicacdo levando a morte celular (REEDIJK e LOHMAN, 1985).
Células tumorais sdo alvos frequentes de moléculas como a cisplatina,
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pois estdo em constante divisdo celular e desta maneira, com o seu
material genético mais exposto a acdo de xenobiontes. Por isso, muitos
complexos de metais exibem atividade antitumoral expressiva.

Embora a cisplatina tenha uma potente atividade antitumoral por
se ligar fortemente ao DNA, essa interagdo ndo leva a clivagem do &cido
nucléico (SIDDIK, 2003b). Outros exemplos, no entanto, mostram que
algumas moléculas tem uma atividade antitumoral diretamente
relacionada a atividade de clivagem de DNA. E o caso das bleomicinas
que sdo glicopeptideos obtidos de Streptomyces verticullus com potente
acao bactericida e antitumoral (Figura 15). (GALM et al., 2005). Essas
propriedades se devem a eficiente clivagem oxidativa de DNA, na
presenga de ions de ferro e oxigénio dissolvido, formando o “complexo
ativado de Fe(ll)-bleomicina” (BURGER, 1998). A substituicdo do
metal na estrutura do complexo metal-bleomicina modifica radicalmente
sua atividade frente ao DNA. Por exemplo, o sistema Co(lll)-bleomicina
é capaz de clivar DNA somente na presenca de luz UV (CHANG e
MEARES, 1982), ao passo que o sistema Cu(ll)-bleomicina ndo tem
atividade relevante (SUZUKI; KUWAHARA e SUGIURA, 1985).
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Figura 15. Representagdo estrutural geral das bleomicinas destacando os grupos
funcionais responsaveis pela ligagdo do DNA, reconhecimento celular e
formacdo de ROS. Adaptado de Jiang e colaboradores (2007).

Varios outros compostos de metais ja demonstraram ser capazes
de clivar acidos nucléicos e exibirem atividade antitumoral, embora haja
poucos estudos mostrando uma associacao direta entre tais propriedades
(BORTOLOTTO et al., 2011; GARCIA-GIMENEZ et al., 2009b;
GONZALEZ-ALVAREZ et al., 2005; PERALTA et al., 2010a; REY et
al., 2009; SILVA et al., 2011). Além disso, ja se demonstrou que muitos
complexos de metais podem interferir em processos celulares como a
expressdo génica, sendo entdo promissores modelos como agentes
terapéuticos (BOERNER e ZALESKI, 2005; FU e TURRO, 2001;
MAPP et al., 2000; RAJA e NAIR, 2008; SORASAENEE et al., 2003).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a interagdo e clivagem de DNA por quatro complexos
mononucleares de Cu(ll) e trés novos complexos binucleares
Fe(lIzn(11).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a clivagem de DNA pelos complexos em estudo sob
diferentes condicbes reacionais com fim de se identificar as
condigdes 6timas para catélise.

e Comparar o efeito dos sais (dos metais correspondentes) e
ligantes com os dos complexos em termos de clivagem de
DNA.

e Verificar a influéncia da forca idnica na atividade de clivagem
de DNA pelos complexos em estudo.

e Determinar 0 mecanismo de atuacdo dos complexos na
clivagem de DNA por meio da adigdo de sequestradores de
espécies reativas de oxigénio as reacdes.

e Analisar o0 modo de clivagem de DNA pelos complexos na
presenca de inibidores especificos do sulco menor e maior.

e Determinar os parametros cinéticos das reacdes de clivagem de
DNA plasmidial pelos complexos em estudo a fim de
determinar a ordem de reatividade dos complexos.

e Determinar de que forma a exposicdo a luz UV modifica a
atividade e mecanismo dos complexos mononucleares de
Cu(ln.

e Verificar a interacdo e/ou clivagem de DNA em sitios
especificos, utilizando-se de pequenos oligonucleotideos como
substrato de DNA e o Footprinting de DNA por DNAse I.
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Analisar a interacdo dos complexos com DNA por meio de
métodos espectroscOpicos tais como: desnaturacdo térmica
acoplada a espectroscopia de UV-Vis e espectroscopia de
dicroismo circular.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nos ensaios com DNA possuiam
grau de biologia molecular e suas solugGes foram preparadas em agua
ultrapura Milli-Q (resistividade a 25 °C de no maximo 18,2 MQ.cm,
com Teor de Carbono Organico Total < 10 ppb) obtida pelo sistema
Milli-Q Sinergy (Millipore, USA). Nos casos onde havia necessidade do
uso de solventes orgénicos, como etanol e acetonitrila, os reagentes
utilizados possuiam grau analitico para espectroscopia UV-Vis. Todas
as soluges (incluindo as dos complexos) foram previamente
esterilizadas, utilizando-se filtros de membrana tipo Millex de 0,22 pum
(Millipore, USA) para evitar a contaminagdo bacteriana.

3.2 COMPLEXOS EM ESTUDO
3.2.1 Complexos Mononucleares de Cu(ll)

Os complexos de Cu(ll) que foram utilizados nesta se¢do foram
sintetizados pela aluna de doutorado em Quimica, Priscila Pereira da
Silva, sob orientacdo da Prof. Dr? Elene Cristina Pereira Maia, do
Instituto de Ciéncias Exatas (ICEx), da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Assim como os complexos (Figura 16), os respectivos
ligantes também foram cedidos ao nosso laboratério para serem
utilizados como controles. Os complexos sdo: [Cu(hyd)(bpy)]**
(dorovante Cu(hyd)(bpy)), [Cu(hyd)(phen)]** (dorovante
Cu(hyd)(phen)), gCu(S-hyd)(bpy)]2+ (dorovante Cu(S-hyd)(bpy)) e
[Cu(S-hyd)(phen)]** (dorovante Cu(S-hyd)(phen)), em que: hyd e S-hyd
sdo a hidrazida do acido 2-furdico e do acido 2-tiofenocarboxilico e bpy
e phen sdo os ligantes heterociclicos 2,2’-bipiridina e 1,10-fenantrolina,
respectivamente.

Suas estruturas foram determinadas por cristalografia de raios-X,
com exce¢do a do complexo Cu(S-hyd)(bpy) (SILVA et al., 2014).
Entretanto, devido sua natureza quimica ser muito similar ao complexo
Cu(hyd)(bpy) cuja estrutura foi resolvida, acredita-se que ambos o0s
complexos possuam estruturas tridimensionais semelhantes (Apéndice
A). Embora sejam relativamente sollveis em agua, estes complexos
apresentam &tima solubilidade em acetonitrila (~8 mM). Por este
motivo, os complexos foram solubilizados em &gua acetonitrila e as
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reacdes com o DNA foram realizadas em meio acetonitrila:agua (25:75,
vIv).
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Figura 16. Representacdo da estrutura dos complexos Cu(hyd)(bpy),
Cu(hyd)(phen), Cu(S-hyd)(bpy) e Cu(S-hyd)(phen). Adaptado de Silva
(2014).

Resultados prévios indicam que estes complexos tem a
capacidade de penetrar em células de leucemia miel6ide cronica K562
com grande eficiéncia e com isso promover uma forte citotoxicidade
(SILVA et al.,, 2014). Nossos estudos terdo como foco procurar
estabelecer as relacdes entre a atividade antitumoral destes complexos e
sua provavel interacdo com DNA a ser doravante caracterizada. Além
disso, estes complexos sdo ternarios, ou seja, possuem trés diferentes
“partes”. um centro coordenante ocupado por Cu(ll) e dois ligantes
independentes. Os complexos Cu(hyd)(bpy) e Cu(hyd)(phen) partilham
do mesmo ligante hyd, mas diferenciam-se pela presenca do ligante bpy
(em Cu(hyd)(bpy)) e phen (em Cu(hyd)(phen)) que possuem diferentes
afinidades pelo DNA. De modo semelhante, Cu(S-hyd)(bpy) e Cu(S-
hyd)(phen) partilham do mesmo ligante S-hyd, mas diferenciam-se pela
presenca do ligante bpy. Quando analisamos a construcdo dos
complexos, podemos separa-los em “duplas cruzadas”, pois
Cu(hyd)(bpy) e Cu(S-hyd)(bpy) possuem o mesmo ligante bpy e
Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen) possuem o mesmo ligante phen.
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Além da analise de suas propriedades de interacdo e clivagem de
DNA, uma avaliacdo da reatividade destes complexos de Cu(ll) em
termos de fotoclivagem de DNA. Esta abordagem segue 0 proposto por
Bortolotto (2011), cujo trabalho foi desenvolvido com complexos
ternarios de Cu(ll) derivados dos antibiéticos que apresentam
semelhancas quimicas com os complexos abordados nesta tese.

3.2.2 Complexos Binucleares de Fe(l11)Zn(11)

Os complexos de Fe(lI1DZn(Il) que foram utilizados nesta se¢do
foram sintetizados pelo aluno de doutorado em Quimica, Tiago Pacheco
de Camargo, sob orientagdo do Prof. Dr. Ademir Neves, do
Departamento de Quimica (QMC/CFM), da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Os complexos sdo:  [Fe"'-(u-OH)Zn"LP1]
(doravante FeZnLP1) e [Fe"'-(u-OH)Zn"LP2] (doravante FezZnLP2),
onde LP1 é o ligante assimétrico binucleante 2-[[bis(piridin-2-
ilmetil)amino]metil]-6-[[([2-hidroxi-5-metil-3-[([4-[(piren-1-
ilmetil)amino]butilJamino)metil]fenilJmetil) (piridin-2-
ilmetil)amino]metil]-4-metilfenol e LP2 é o ligante 2-[[([3-[([4-
[bis(piren-1-ilmetil)amino]butiljJamino)metil]-2-hidroxi-5-
metilfenil]metil)(piridin-2-ilmetil)amino]metil]-6-[[bis(piridin-2-
ilmetil)amino]metil]-4-metilfenol. Uma aproximacdo da estrutura dos
complexos foi determinada pelos responsaveis pela sintese, pois nao foi
possivel a obtengéo de cristais (Figura 17). Estes complexos apresentam
boa solubilidade em acetonitrila (~2 mM). Por este motivo, 0s
complexos foram solubilizados em agua / acetonitrila e as reagdes com
DNA foram realizadas em meio acetonitrila:agua (25:75, v/v).

Estes complexos sdo derivados pireno-substituidos do complexo
[Fe"-(u-OH)Zn"LH] (onde LH é o ligante 2-[N-bis-(2-
piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-piridilmethil)(2-
hidroxibenzil)aminometil]fenol) descrito por Peralta e colaboradores
(2010). Este complexo (doravante FeZnOH) foi sintetizado como
mimético do sitio ativo da fosfatase &cida purpura do feijao vermelho,
apresentando uma grande similaridade estrutural (Apéndice B) e
funcional, ja que demonstrou capacidade de hidrolisar ésteres de fosfato
com grande eficiéncia. Por este Gltimo motivo, o complexo foi desafiado
a hidrolisar um éster de fosfato de baixa reatividade: a ligacdo
fosfodiéster presente no DNA. No entanto, sua atividade mostrou-se
relativamente baixa hidrolisando aproximadamente 10 % do DNA
plasmidial apds 16 h de reagdo a 50 °C em pH 6timo. Seu mecanismo,
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entretanto, é predominantemente hidrolitico o que desperta atencéo para
algumas aplicac6es biotecnoldgicas especificas.

OH,
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Figura 17. Representacdo estrutural dos complexos [Fe'"'-(u-OH)Zn"LH]
(FeZnOH, A) descrito por Peralta e colaboradores (2010), [Fe"'-(p-
OH)Zn"LP1] (FeZnLP1, B) e [Fe"'-(n-OH)Zn"LP2] (FeZnLP2, C).

O pireno é uma molécula planar com grande interacdo com o
DNA via intercalagdo (WOLFE; SHIMER e MEEHAN, 1987).
Diversos estudos vém demonstrando que a incorporacdo de grupos
funcionais (que possuem afinidade pelo DNA) em ligantes parece ser
uma interessante alternativa para aumentar a eficiéncia de complexos de
metais em termos de catalise (AN et al., 2006; BELOUSOFF et al.,
2008; BOSEGGIA et al., 2004; CHEN et al., 2009; HE et al., 2008;
KELLETT et al.,, 2012; TJIOE et al., 2011a; TJIOE et al., 2011c),
embora alguns exemplos tenham falhado com esta estratégia (TSENG e
BURSTYN, 2008). Esta secdo do presente trabalho destina-se a
investigar de que modo a inser¢cdo de um ou dois grupos pireno no
ligante de um complexo de baixa reatividade altera suas propriedades
funcionais.
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3.3 OBTENGAO E PURIFICACAO DE DNA PLASMIDIAL
PBSK-II

Nos ensaios de clivagem de DNA foi utilizado o plasmidio
pBSK-1I superenovelado de dupla-fita (Stratagene, USA) com 2961
pares de base (pb) como substrato de DNA. A forma superenovelada do
DNA plasmidial (forma I, F 1) é altamente tensionada. Ao sofrer uma
quebra-simples (ssh, do inglés, single-strand break), isto é, em apenas
uma das fitas, hd o afrouxamento desta estrutura e o DNA plasmidial
assume uma conformacdo do tipo circular aberta (forma Il, F I1). Caso
ocorra uma segunda quebra préxima a primeira, mas na fita oposta, ha a
formacdo de uma quebra-dupla (dsh, do inglés, double-strand break).
Com isso, 0 DNA plasmidial sofre a conversdo para sua forma linear
(forma 11, F 111). Estas trés conformagdes de DNA sdo topologicamente
distintas e possuem mobilidades eletroforéticas diferentes. Portanto,
guando uma amostra de DNA plasmidial previamente tratada com um
agente de interesse (como um complexo) é submetida a eletroforese de
gel de agarose, pode-se separar cada uma de suas formas e, pela
proporcéo de cada uma, determinar a presenca e extensdo das quebras
induzidas ao DNA (Figura 18).
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Figura 18. llustracdo e micrografias das trés formas do DNA plasmidial (acima)

e a sua diferenciacdo ap0s eletroforese em gel de agarose (abaixo). Adaptado de
Bortolotto (2011).
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O plasmidio pBSK Il foi inserido em células de Escherichia coli
DH5a competentes, utilizando-se o protocolo preconizado por Ausubel
e colaboradores (1995) e detalhadamente descrito por Oliveira (2006).
Apos a multiplicacdo celular, a cultura bacteriana foi centrifugada e o
DNA purificado segundo os procedimentos do kit extracéo e purificagcdo
de DNA plasmidial HiSpeed™ Plasmid Maxi Kit (Qiagen) que se
baseia na extracdo do &cido nucléico por fase sélida em colunas de
silica. A concentracdo do DNA plasmidial extraido foi quantificada por
espectrofotometria UV-Vis (Axo = 1,0 = 50 pg mL™*de DNA) e a
integridade verificada por eletroforese em gel de agarose. (AUSUBEL
etal., 1999; OLIVEIRA, 2006)

3.4 CLIVAGEM DE DNA PLASMIDIAL
3.4.1 Procedimento geral

O procedimento geral aplicado aos complexos monucleares de
Cu(ll) foi adaptado de Silva e colaboradores (2011). Numa reag&o tipica

de clivagem de 20 pL, 330 ng do plasmidio pBSK Il (~25 uM em pb)
foram tratados com os complexos (em diferentes concentragdes) em
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meio tamponado com 10 mM de Tris-HCI (pH 7,4). O tempo padrao de
reacdo foi de 16 h sendo as amostras mantidas a 37 °C (em estufa e ao
abrigo da luz) durante todo o experimento. Devida a alta atividade que
estes complexos demonstraram sob estas condi¢bes reacionais
(conforme observado nas primeiras aproximacfes experimentais), 0
tempo de reacdo foi diminuido para 4 horas. Para finalizar as reacGes de
clivagem, foram adicionados as misturas reacionais 5 pl. de tampao de
corrida 6X concentrado (EDTA 0,25 M em pH 8,0, glicerol 50% e azul
de bromofenol 0,01%). Em seguida, 20 ul das amostras foram
armazenadas a 4°C até serem submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1 %) contendo brometo de etidio (0,3 pg mL™) por 100 min a
90 V em tampdo TBE 0,5X (Tris 44,5 mM, acido bérico 44,5 mM,
EDTA 1 mM em pH 8,0). Os géis resultantes foram fotografados pelo
sistema de fotodocumentagdo DigiDoc-It (UVP, USA) e as fracbes de
cada forma de DNA plasmidial quantificadas por densitometria,
utilizando o software KODAK Molecular Imaging Software 5.0
(Carestream Health, USA). Uma vez que o brometo de etidio possui
uma maior dificuldade de intercalar-se com a forma superenovelada do
DNA plasmidial, ha uma menor emissao de fluorescéncia por esta forma
de DNA em relagdo as demais. Para corrigir a real quantidade de DNA
superenovelado da amostra, deve-se multiplicar o valor encontrado por
1,42 e corrigir por proporcionalidade os valores obtidos para as demais
formas (BERNADOU et al., 1989). Para efeito de entendimento, a
fracdo ou quantidade de DNA clivado (%) serd considerada como a
soma das fracGes de DNA na forma circular aberta (F 1) e linear (F Il1),
enquanto a fracdo ou quantidade de DNA intacto (%) sera considerada
como a fracdo de DNA na forma superenovelada.

Os ensaios em condicdes de fotoativacdo, no caso com incidéncia
de luz UV, seguiram os procedimentos padronizados por Bortolotto
(2011). Toda a preparagéo das reacdes seguiu 0 mesmo protocolo acima,
excetuando-se o fato de que apds a adicdo de todos os reagentes, as
misturas reacionais foram expostas a luz UV de um transluminador
(UVP, USA) por somente 5 minutos. Os tubos tipo Eppendorf contendo
as reagOes foram dispostos verticalmente sobre o transluminador, sendo
entdo a distancia entre a reacdo e a fonte de luz UV-A praticamente
desprezivel.

Por sua vez, o procedimento geral aplicado aos complexos
binucleares Fe(ll1)Zn(1l) segue o trabalho de Peralta e colaboradores
(2010) com alteragdes: numa reacdo de clivagem de 20 pL, 330 ng do
plasmidio pBSK Il (~25 pM em pb) foram tratados com os complexos
(em diferentes concentracdes de 5 a 50 uM) em meio tamponado com
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10 mM de HEPES (pH 7,0). O tampdo HEPES foi escolhido em
substituicdo ao Tris-HCI, pois o complexo modelo FeZnOH apresentou
baixa reatividade em tamp8es ndo pertencentes ao da série de Good
(GOOQD et al., 1966) nas primeiras aproximacdes experimentais (dados
ndo mostrados). O tempo padrdo de reacdo foi de 16 h sendo as
amostras mantidas a 37 °C (em estufa e ao abrigo da luz) durante todo o
experimento. Para finalizar as reacGes de clivagem, foram adicionados
as misturas reacionais 5 pL de tampdo de corrida 6X concentrado
(EDTA 0,25 M em pH 8,0, glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01%).
Todos os demais procedimentos relacionados a eletroforese das
amostras, quantificacdo e interpretacdo dos resultados obtidos seguem o
método aplicado aos ensaios com os complexos monucleares de Cu(ll).

3.4.2 Efeito do pH

A variacdo do pH exerce forte papel na interacéo e reatividade de
compostos de metais com o DNA, pois muda o equilibrio das espécies
guimicas no meio e sua disponibilidade para participacdo nas reacdes.
Como o tampéo de escolha para os complexos monucleares de Cu(ll) foi
0 Tris-HCI, ensaios em sua faixa de tamponamento (7,0 a 9,0) foram
realizadas. O pH com melhor resultado foi o utilizado para os demais
ensaios. A concentracdo de complexo utilizada nos ensaios foi de 50 UM
para o Cu(hyd)(bpy) e 25 UM para os demais complexos monucleares de
Cu(ll). Estes mesmos ensaios ndo foram realizados em condicfes de
fotoativacdo, pois ndo ha evidéncias que justifiquem uma mudanca no
comportamento reacional destes complexos na presencga de uma fonte de
luz.

Como o tampdo escolhido para os testes iniciais com 0s
complexos binucleares Fe(ll1)Zn(ll) foi o HEPES (pH 7,0), outros
tampdes da série de Good com faixa de tamponamento entre 6,0 a 9,0
foram utilizados. O pH com melhor resultado foi o utilizado para os
demais ensaios. A concentragdo dos complexos utilizada nestes ensaios
foi de 5 UM para ambos os complexos.

3.4.3 Efeito dos ligantes e dos metais isolados

Servindo de controle para os experimentos, foram realizados
ensaios substituindo os complexos por seus ligantes isolados e pelo sal
do metal (CuCl,, ZnCl,, FeSO,4) com o objetivo de verificar a clivagem
de DNA por cada componente dos complexos isoladamente. Além
disso, um controle na auséncia dos complexos, ligantes ou dos sais foi
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realizado nas mesmas condi¢cBes reacionais para determinar a
fragmentacdo espontanea do DNA. Excetuando-se pelos sais dos metais
gue podem ser solubilizados em agua Milli-Q todos os demais ligantes
foram solubilizados em agua acetonitrila. A concentracdo de complexo
utilizada nos ensaios foi de 50 uM para o Cu(hyd)(bpy) e 25 uM para 0s
demais complexos monucleares de Cu(ll). CuCl, e ligantes, também
foram testados na concentracdo de 50 uM. Em paralelo, estes ensaios
também foram realizados em condi¢fes de fotoativacdo, excetuando-se
somente da concentracdo de complexo utilizada que foi de 25 pM para
todos os complexos, ligantes e CuCl,.

Ensaios semelhantes foram realizados com os complexos
binucleares de Fe(l11)Zn(ll), na concentracdo de 5 uM. No entanto, sua
atividade s6 pode ser comparada com o0s sais dos metais, ZnSO, €
FeSO,4, pois os ligantes ndo complexados mostraram-se sollveis
somente na presenca de solventes organicos como metanol e THF
(tetrahidrofurano) que ndo sdo adequados para ensaios contendo DNA.

3.4.4 Efeito da forca ibnica

O aumento da forga idnica no meio reacional neutraliza as cargas
negativas do DNA proveniente dos grupos fosfato, diminuindo as
interacdes eletrostaticas entre 0 DNA e o meio, interferindo no modo e
atividade dos complexos conforme visto para diversos complexos na
literatura (BELOUSOFF et al., 2008; DE ALMEIDA et al.,, 2013;
DESBOUIS et al., 2012; MUXEL et al., 2014; REDDY; MOHAN e
RAO, 2004; SILVA et al., 2011; TAN; WANG e ZHU, 2009; TAN;
ZHU e WANG, 2009; TJIOE et al., 2010; TJIOE et al., 2011b; TJIOE et
al., 2011c; ZHU et al., 2010).

O efeito da forca ibnica na clivagem de DNA foi verificado pela
adicdo de concentracdes crescentes de NaCl (0 a 500 mM) ao DNA
antes do tratamento com os complexos. Na maior parte dos trabalhos
Cu(ll) citados no paragrafo acima, o aumento da forca i6nica tende a
clivagem de DNA mediada pelos complexos. Sugere-se que 0 aumento
da [Na'] no meio reacional neutraliza as cargas negativas do DNA,
diminuindo a atracdo eletrostatica entre 0 DNA (anion) e os complexos
(cations). Ha de ressaltar, porém, que os ions CI" podem se coordenar
aos centros metélicos dos complexos e interferindo na sua atividade, ou
seja, criando um artefato. Para burlar essa possibilidade, uma série de
experimentos foi realizada em paralelo substituindo-se o NaCl por
NaClQy,, pois o ion ClO, coordena-se mais fracamente que os ions CI.
A comparacao entre 0s resultados obtidos nos ensaios utilizando NaCl e
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NaClO, poderd distinguir se as interferéncias na atividade dos
complexos deve-se as propriedades coordenativas dos ions CI'/CIO, ou
da neutralizagio das cargas negativas do DNA pelos ions Na*. Todas as
concentracbes de NaCl e NaClO, foram testadas na auséncia dos
complexos e nenhuma clivagem de DNA superior ao controle (contendo
somente DNA) foi observada. A concentracdo de complexo utilizada
nos ensaios foi de 50 uM para o Cu(hyd)(bpy) e 25 uM para os demais
complexos monucleares de Cu(ll). Estes mesmos ensaios ndao foram
realizados em condicGes de fotoativacdo, pois ndo ha evidéncias que
justifiquem uma mudanca no comportamento reacional destes
complexos na presenca de uma fonte de luz.

Ensaios semelhantes foram realizados com o0s complexos
binucleares de Fe(ll1)Zn(ll), na concentragdo de 5 uM. No caso dos
complexos de Fe(l11)Zn(I1) estes ensaios sdo ainda de maior relevancia,
pois sabe-se que “braco” de 1,4-diaminobutano que liga 0s grupos
pirenos ao ligante original dos complexes deve sofrer uma deprotonagéo
em pH neutro tornando-os ainda mais catidbnicos em solugdo. Além
disso e como mencionado anteriormente, o complexo FeZnOH mostrou-
se capaz de hidrolisar DNA, ou seja, sua atividade é dependente da
formacdo de um nucledfilo ligado ao metal. Neste caso, a discriminacéo
do papel dos ions CI'/ClO, e Na' na atividade dos complexos frente ao
DNA se faz ainda mais necessaria.

3.4.5 Efeito dos sequestradores de ROS

Conforme mencionado anteriormente no item 1.2.1, a clivagem
de DNA pode ocorrer via dois mecanismos distintos: o hidrolitico e o
oxidativo. O mecanismo oxidativo é usualmente acompanhado pela
geracdo de ROS (BURROWS e MULLER, 1998; POGOZELSKI e
TULLIUS, 1998). Assim, com o objetivo de verificar a geracdo de ROS
na clivagem de DNA plasmidial, uma série de ensaios foi realizada na
presenca de diferentes tipos de sequestradores de ROS. Foram
utilizados: DMSO (2 M), sequestrador do radical hidroxila (*OH); KI
(0,5 mM), que acelera a decomposicao de peréxidos (R-O-OH); 20 U de
enzima SOD (superoxido-dismutase), sequestrador do radical anion
superoxido (0,"); NaN3 (0,5 mM), “sequestrador” de oxigénio singlete
(*0,). Todos os inibidores foram testados na auséncia dos complexos e
nenhuma clivagem de DNA superior ao controle (contendo somente
DNA) foi observada. A concentracdo de complexo utilizada nos ensaios
foi de 50 uM para o Cu(hyd)(bpy) e 25 UM para os demais complexos
monucleares de Cu(ll). Em paralelo, estes ensaios também foram
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realizados em condi¢cBes de fotoativacdo, excetuando-se somente da
concentragdo de complexo utilizada que foi de 25 uM para todos os
complexos.

Conforme salientado no item 3.1.4.4, Peralta e colaboradores
(2010) sugere que o mecanismo de clivagem de DNA mediado pelo
complexo modelo FeZnOH é hidrolitico. Por esse motivo, espera-se que
0os complexos derivados com pireno FeZnLPl e FeZnLP2 devam
apresentar 0 mesmo mecanismo. Deve-se ressaltar, porém, que as
mudancas no ligante sofridas com a incorporagdo dos grupos pireno
pode interferir na quimica redox dos centros de Fe(lll), permitindo a
geracdo de ROS via reacdo de Fenton. Por isso, ensaios na presenca de
sequestradores de ROS também foram realizados com estes complexos
com o objetivo, também, de verificar se a adicdo dos grupos pirenos
pode interferir no mecanismo geral de clivagem. A concentragdo dos
complexos utilizada nestes ensaios foi de 5 UM para ambos o0s
complexos.

3.4.6 Efeito dos bloqueadores de sulco

A dupla hélice do DNA ocasiona a formacéo de duas estruturas
secundarias denominadas de sulco maior e sulco menor. Visando
determinar a necessidade de ligacdo aos sulcos do DNA para 0 processo
de clivagem, foram adicionados aos meio reacionais antes dos
complexos dois ligantes de sulco. Sdo elas: a netropsina, que se liga ao
sulco menor (VAN DYKE; HERTZBERG e DERVAN, 1982) e o verde
de metila, que se liga ao sulco maior (KIM e NORDEN, 1993). Os
inibidores (50 uM) foram pré-incubados com o DNA tamponado (10
mM Tris-HCI, pH 7,4 para os complexos de Cu(ll); e 10 mM HEPES
pH 7,0 para os complexos de Fe(l11)Zn(I1)) por 30 minutos antes da
adicdo dos complexos. Ambos inibidores foram testados na auséncia dos
complexos e nenhuma clivagem de DNA superior ao controle (contendo
somente DNA) foi observada. A concentracdo de complexo utilizada
nos ensaios foi de 50 UM para o Cu(hyd)(bpy) e 25 uM para os demais
complexos monucleares de Cu(ll). Estes mesmos ensaios ndo foram
realizados em condicfes de fotoativacdo, pois ndo ha evidéncias que
justifiguem uma mudanca no comportamento reacional destes
complexos na presenca de uma fonte de luz. Neste caso, ainda, hd uma
forte fotoclivagem de DNA provocado pelo préprio ligante de sulco
maior Verde de Metila (dados ndo mostrados) o que dificulta a
interpretacéo dos resultados obtidos.
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Embora seja o grupo pireno uma molécula intercalante, a
intercalacdo pode ser precedida pela interacdo por um dos sulcos do
DNA (LI et al., 2009). Portanto, acredita-se que os complexos FeZnLP1
e FeZnLP2, possam ter alguma afinidade pelos sulcos do DNA do
mesmo modo que complexo modelo FeZnOH exibiu tal dependéncia
(PERALTA et al., 2010a). A concentragdo dos complexos utilizada
nestes ensaios foi de 5 UM para ambos 0s complexos.

3.4.7 Ensaios cinéticos

A velocidade da reacdo de clivagem é ponto chave para
comparacgdo entre diferentes catalisadores no que diz respeito a sua
eficiéncia. De modo geral as reagGes de clivagem de DNA foram
realizadas conforme descrito: num volume final de 120 pL, 2 pg de
pBSK Il em 10 mM de tampdo (Tris-HCI, pH 7,4 para os complexos de
Cu(ll); e HEPES pH 7,0 para os complexos de Fe(l11)Zn(ll)) foram
tratados com uma concentracdo Unica de complexo a 37 °C e ao abrigo
de luz. Ap6s o inicio da reacdo, uma aliquota de 20 uL de amostra foi
retirada em diferentes intervalos de tempo e parada com 5 pL de tampéao
de corrida 6X concentrado e submetidas & eletroforese em gel de
agarose. Controles nas mesmas condi¢Bes reacionais, mas na auséncia
dos complexos, foram realizados para observar a degradagéo espontanea
do DNA. Dependendo da reatividade dos complexos, o intervalo
necessario para coleta das aliquotas diferente e, deste modo, ajustado
caso a caso. As informacgdes a cerca das concentragfes de complexo
utilizadas, o tempo total de reacdo e os tempos das retiradas das
aliquotas estdo claramente descriminados nas figuras e suas respectivas
legendas bem como na se¢éo de Resultados e Discusséo.

No caso dos ensaios de fotoclivagem de DNA, onde a reacéo total
se da num intervalo muito curto de tempo (entre 4 e 5 minutos), é
inviavel a retirada de aliquotas de DNA sem que haja grandes variacdes
no tempo de exposicdo das reacdes a luz. A fim de evitar este tipo de
erro experimental, as cinéticas sob luz UV seguiram um procedimento
diferente: o DNA tamponado foi separado em tubos Eppendorf onde
cada um correspondia a um tempo especifico de exposicdo (de 0 até 5
minutos, com intervalos de 1 em 1 minuto). Em seguida, o complexo foi
adicionado ao primeiro tubo (tubo “1 minuto™) e exposto & luz UV pelo
tempo previsto (1 minuto). As reacdes foram finalizadas (conforme
descrito acima) e o transluminador desligado por pelo menos 0 mesmo
tempo da exposicdo (isto €, 1 minuto de exposicdo era intercalada por
pelo menos 1 minuto de desligamento). Posteriormente, deu-se inicio ao
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procedimento com o segundo tubo (tubo “2 minutos”) ¢ para todos 0s
demais tubos. Com isso se garantiu que a temperatura na superficie do
transluminador ndo interferisse na temperatura da reacdo fazendo, deste
modo, com que a atividade observada fosse exclusivamente mediada
pelos complexos em fotoativagdo. O tubo de tempo “0 (zero)” foi
preparado somente com DNA e na auséncia de complexo e fotoativacéo,
representando com fidelidade a condicdo do DNA plasmidial antes de
gualquer tipo de reacdo. Como a luz UV proveniente de
transluminadores pode induzir a formacdo de quebras no DNA
diretamente (JIANG et al.), uma analise cinética da fotoclivagem de
DNA provocada somente pela luz UV sob nossas condicdes
experimentais também foi realizada. Como todos estes ensaios cinéticos
foram realizados de modo descontinuo e em reagdes (tubos) separados,
tomou-se 0 cuidado de serem realizados pelo menos quatro
experimentos independentes a fim de garantir a repetitividade dos
resultados. Demais informac@es a cerca das concentragdes de complexo
utilizadas, o tempo total de reagdo e os tempos das retiradas das
aliquotas estdo claramente descriminados nas figuras e suas respectivas
legendas bem como na se¢éo de Resultados e Discusséo.

Considerando as condicdes reacionais apresentadas, onde o
catalisador (complexo) encontra-se em excesso quando comparado a
concentracdo de substrato (DNA), o perfil cinético do processo de
clivagem de DNA foi considerado como de pseudo-primeira-ordem.
Deste modo, as constantes observadas de clivagem de DNA (kqys) foram
obtidas a partir da representacdo grafica do plote do logaritmo neperiano
da fracéo intacta de DNA (no caso F I) em fungdo do tempo da reacéo.

35 CLIVAGEM DE OLIGONUCLEOTIDEOS

A fim de se determinar a capacidade e possiveis sequéncias
nucleotidicas preferenciais de clivagem, uma série de ensaios foram
realizados substituindo o plasmidio pBSK Il por um oligonucleotideo
sintético de 49-mer (Figura 19). O oligonucleotideo é composto por uma
Unica fita que apresenta uma regido auto-complementar de 42
nucleotideos (21 pb), que correspondem a duas voltas completas de
dupla hélice, sendo a extremidade 5’ ligada covalentemente ao marcador
fluorescente fluorascéina (FAM). Esta regido de 21 pb possui duas
subdivisdes: uma rica em AT e outra em GC. Deste modo, é possivel
numa Unica molécula de DNA, verifica se existem preferéncias (em
termos de nucleotideo) para o reconhecimento e clivagem do acido
nucléico. Além disso, por causa da natureza de fita Gnica, ha a formacéo
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de uma regido ndo pareada de DNA (em inglés, hairpin) que oferece
caracteristicas estruturais diferentes das encontradas na dupla-hélice,
aumentando ainda mais a quantidade de informagdes que podem ser
obtidas a partir de um unico “substrato” de DNA.

5’ -F-CCGATTATTTAATCGCCGGCCGC |
3" -CTAATAAATTAGCGGCCGGCG,, .

Figura 19. Representacdo da sequéncia e estrutura secundaria hipotética do
oligonucleotideo de 49-mer utilizado neste trabalho. Em vermelho e azul
destacam-se as regibes ricas em AT e GC, respectivamente. Em verde, localiza-
se 0 haripin loop de TTTT. A letra “F” refere-se ao grupo fluorescente
fluoresceina ligada a extremidade 5’-fosfato do DNA.

As reacdes de clivagem do oligonucleotideo seguiram as
melhores condi¢Bes encontradas para cada complexo, conforme os
ensaios de clivagem de DNA plasmidial. Primeiramente, uma amostra
de oligonucleotideo (2,5 pmol/uL) foi tamponada (10 mM de tampéo
Tris-HCI, pH 7,4 para os complexos de Cu(ll); e 10 mM HEPES pH 7,0
para os complexos de Fe(l11)Zn(Il)) e submetida ao aquecimento a 95 °C
por 5 minutos para a completa desnaturacdo de possiveis pareamentos
inespecificos de DNA. Em seguida, a 15 pL da amostra foi transferida
para os tubos de reacdo e mantidas em temperatura ambiente por 1 h
para permitir o correto anelamento do DNA. Por fim, o complexo (5 pL)
foi adicionado aos tubos e a reagdo foi mantida ao abrigo da luz por 24
h. Os ensaios realizados com fotoativagdo seguiram 0s mesmos
procedimentos, excetuando-se pelo tempo de reacdo que foi de 5
minutos. Demais informagdes a cerca das concentragdes de complexo
utilizadas, o tempo total de reagdo e os tempos das retiradas das
aliquotas estdo claramente descriminados nas figuras e suas respectivas
legendas bem como na secdo de Resultados e Discussdo. Ao final da
reacdo, uma mistura de 2 pL de acetato de sodio (3 M, pH 5,2) e 2 uL
de glicogénio (20 mg/mL) foram adicionadas as reacdes sendo, logo em
seguida, adicionados mais 3x 0 volume corrigido da amostra (3 x 24 pL
= 72 pL) de etanol 100 % com objetivo de iniciar o processo de
precipitacdo do oligonucletideo e finalizando assim a reacdo. As
amostras foram entdo mantidas em precipitacdo em -20 °C por pelo
menos 16 h. Em seguida, o DNA precipitado foi isolado por
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centrifugacdo (4 °C, 16000 x g por 40 min). O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 50 pL de etanol 70% e re-
centrifugado (4 °C, 16000 x g por 10 min). O etanol 70% foi evaporado
em um concentrador a vacuo e 0 DNA precipitado foi ressuspendido em
5 pL de tampéo de amostra desnaturante (80 % de formamida, 10 mM
de NaOH, 1 mM de EDTA e 0,05% de azul de bromofenol). Um
marcador tipo Maxam-Gilbert A + G (MAXAM e GILBERT, 1977) foi
preparado conforme descrito na literatura sem alteracBes (ECKERT,
2001) e utilizado para identificar fragmentos terminados em A ou G.

As amostras de DNA ja ressuspendidas foram entdo submetidas a
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida desnaturante (16%
acrilamida:bis-acrilamida 19:1, TBE 1x e 7 M de ureia). O gel (42 cm X
33 cm x 0,4 mm) foi preparado num volume total de 100 mL e
polimerizado com 0,6 mL de persulfato de amonio (APS, 10% m/v) e 60
puL de TEMED entre duas placas de vidro. O gel foi submetido a uma
pré-corrida eletroforética por ~1h a 50 W (~1700 V) em TBE 1x até que
a temperatura do gel atingisse ~50 °C. Neste momento as amostras de
DNA foram aquecidas por 3 min a 95 °C para a completa desnaturagao
de possiveis pareamentos inespecificos de DNA e 2 pL (~20 pmols de
DNA) de amostra foram aplicados em cada pogo. A corrida
eletroforética foi realizada com poténcia constante (50 W) por pelo
menos 150 minutos. Em seguida, o gel ainda dentro das placas de vidro,
foi digitalizado com ajuda do sistema de fotodocumentacdo FLA-9000
(Fuji) no modo de fluorescéncia especifico para FAM.

3.6 FOOTPRINTING DE DNA POR DNASE |

Os complexos que eventualmente ndo sejam capazes de clivar o
oligonucleotideo utilizado nos ensaios mencionados no item 3.1.5,
foram submetidos ao ensaio de Footprinting de DNA por DNAse |.
Nesta metodologia, enzima DNAse | cliva o DNA com grande
eficiéncia e baixa especificidade de sequéncia, é desafiada a fragmentar
um substrato de DNA na auséncia e na presenga dos complexos
(BAILLY et al., 2005). O perfil de clivagem na auséncia dos complexos
¢ comparado com o perfil obtido na presenca de concentracfes
crescentes de complexo (titulagdo) a fim de se observarem mudangas no
perfil de fragmentagdo de DNA provocado pela DNAse I. A diminui¢do
ou mudanca desse perfil sdo indicios da ligacdo de pequenas moléculas
ao DNA. Isso porque a ligacdo destas pequenas moléculas dificulta e/ou
inibe a atividade da DNAse | em sitios especificos. Portanto, os sitios de
clivagem de DNAse | que forem perturbados pela presenca dos
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complexos estdo proximos aos mesmos sitios de ligacdo destes
complexos ao DNA. Desta forma, ndo se pode detectar diretamente a
regido de ligacdo de uma pequena molécula ao DNA, mas sim uma
evidéncia indireta, como uma “pegada”. Dai o nome Footprinting que
em inglés quer dizer “impressdo de pegada” (Figura 20). Os
procedimentos utilizados nestes ensaios seguem o preconizado pela
literatura (KIKUTA; AOKI e KIMURA, 2002; KIKUTA et al., 1999)
com modificaces.

(B)
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Figura 20. Representacdo de um gel de poliacrilamida desnaturante contendo
amostras de um ensaio de footprinting de DNA por DNAse | (A). A primeira
canaleta possui somente o DNA tratado com a enzima e exibe um padréo de
fragmentacdo onde alguns fragmentos sdo mais frequentes (banda de cor mais
intensa) e outros menos (banda de cor mais intensa). Junto a esta amostra
seguem as amostras de DNA que foram tratadas com DNAse | na presenga de
concentragBes crescentes de um determinado ligante, como uma proteina ou
pequena molécula. Com o aumento da concentracdo do ligante vé-se a
diminuicdo da intensidade de algumas bandas, ou seja, diminuicdo de geracéo
de alguns fragmentos. Estes fragmentos correspondem aos sitios de DNA
protegidos ao ataque da DNAse | e, portanto, os possiveis sitios de interagdo do
ligante a0 DNA. Ao lado, vé-se a representacdo estrutural da actionomicina D,
uma pequena molécula que se liga a0 DNA, bem com uma proposi¢do estrutural
da interagdo ligante-DNA e um radiografia de um gel de um ensaio de
footprinting de DNA por DNAse | destacando os nucleotideos envolvidos no
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evento de interacdo (B). Adaptado de Urbach e Waring (2005) e Bailly e
colaboradores (2005).

Primeiramente, uma amostra de oligonucleotideo (2,5 pmols/uL)
foi tamponada com 10 mM de HEPES (pH 8,0) e submetida ao
aquecimento a 95 °C por 5 minutos para a completa desnaturacdo de
possiveis pareamentos inespecificos de DNA. Em seguida, 50 pmols do
DNA da amostra foram transferidas para os tubos de reacdo e mantidas
em temperatura ambiente por 1 h para permitir o correto anelamento do
DNA. Passado o resfriamento das amostras, 100 uM de CT-DNA (DNA
do timo de bezerro, do inglés, Calf Thymus DNA) foram adicionados ao
oligonucleotideo anelado. Este DNA serve tanto para diminuir as
interacdes inespecificas entre 0os complexos e o oligonucleotideo como
para aumentar a velocidade da DNAse | a ser usada posteriormente
(saturagdo da enzima com excesso de substrato). Nesta etapa os
complexos em diferentes concentracfes foram adicionados as amostras
e estas mantidas por 1lh a temperatura ambiente para formacdo do
equilibrio complexo-DNA. A reac¢do de clivagem de DNA se inicia com
a adicdo da 0,03 unidades de DNAse | (em 2,5 mM de CaCl, e 5,0 mM
de MgCl,) e mantida por 90 segundos. Ao final da reacdo, uma mistura
de 10 pL de acetato de sodio (3 M, pH 5,2), 5 uL de glicogénio (20
mg/mL), 10 pL de EDTA (50 mM) e 30 uL de H,O foram adicionadas
as reacdes sendo, logo em seguida, adicionados mais 3x o volume
corrigido da amostra (3 x 100 pL = 300 pL) de etanol 100 % com
objetivo de iniciar o processo de precipitacdo do oligonucletideo e
finalizando assim a reagdo. Todos os demais procedimentos para
precipitacio do oligonucleotideo das amostras, ressuspensao,
eletroforese e analise dos géis, segue o descrito no item 3.1.5.

3.7 INTERAGAO COM CT-DNA

Todos os ensaios realizados para observar a interacdo entre
complexo e DNA por ligacdo basearam-se em métodos
espectroscopicos. Nestes ensaios o substrato de DNA utilizado foi o de
CT-DNA, cuja estrutura longa, linear e heterogénea (com cadeias
variando de 1 a 10 kb) dificulta sua clivagem pelos complexos em
estudo, permitindo assim avaliar majoritariamente efeitos relacionados a
ligagdo das moléculas ao DNA.
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3.7.1 Desnaturacédo térmica de DNA

A dupla-fita de DNA se mantém integra por diversos fatores,
sendo um deles a presenca de ligacGes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas. Com 0 aumento da temperatura, ocorre 0 rompimento
destas ligacOes, permitindo que as fitas se separem e transformando a
dupla-fita de DNA em duas simples-fitas. A esse processo da-se 0 nome
de desnaturacdo térmica de DNA. A temperatura necessaria para que
metade do DNA seja desnaturado é conhecida como temperatura média
de desnaturacdo (Tm). Quando um agente externo se liga ao DNA, ha
uma mudanca em sua Tm, sendo que o0 aumento ou diminuicdo deste
pardmetro possui diferentes significados.

Portanto, a Tm do CT-DNA na auséncia ou presenca dos
complexos foi determinada utilizando o espectrofotbmetro de UV-Vis
Ultrospec 2100 (Amersham Biosciences, USA) com sistema Peltier de
controle de temperatura. A desnaturacdo térmica de DNA pode ser
observada acompanhando a A260 nm do DNA em funcdo do
incremento progressivo da temperatura. Isto porque as bases
nitrogenadas no DNA de dupla-fita estdo voltadas para o interior da
hélice, enquanto no de simples-fita, estdo voltadas para o meio,
permitindo que esta estrutura absorva mais luz que a primeira.

Para tanto, 50 uM de CT-DNA foram tratados com 10 uM dos
complexos por 10 minutos na temperatura de inicio do experimento (40
°C), para uniformizar a temperatura entre a amostra ¢ a cubeta. Em
seguida, a temperatura foi progressivamente aumentada em 1 °C min-1
até a temperatura de 90 °C. Diferentemente dos ensaios de clivagem, o
tampdo Tris-HCI ou HEPES foi substituido pelo tampdo de
desnaturagdo de DNA (1 mM de tampdo fosfato pH 7,2 e 2 mM de
NaCl) que é priorizado nos ensaios de desnaturacdo (ARIAS et al.,
2009; BORTOLOTTO, 2011; BORTOLOTTO et al., 2011; GARCIA-
GIMENEZ et al., 2007; GARCIA-GIMENEZ et al., 2009a). Um
controle contendo somente CT-DNA tamponado foi realizado para
observar a desnaturacdo natural da amostra. A Tm foi obtida pelo ponto
médio da progressdo ndolinear sigmoidal de Boltzmann e confirmada
pela primeira derivada da A260 nm pela temperatura.

3.7.2 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)
A espectroscopia de dicroismo circular (CD, do inglés, circular

dichroism) é um método espectroscopico capaz de mensurar a diferenca
de absorcdo de luz circularmente polarizada por moléculas opticamente
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ativas em solucdo (BEROVA; NAKANISHI e WOODY, 2000). O DNA
do tipo B (B-DNA), presente no CT-DNA, possui alguns componentes
estruturais que conferem a esta molécula sinais de CD caracteristicos:
uma banda positiva em 275 nm, prépria do empilhamento de bases; e
uma banda negativa em 245 nm, devido a helicidade direita do DNA. As
mudancas no espectro de CD do DNA pela presenga de uma pequena
molécula é uma evidéncia de interacdo entre esta e 0 acido nucléico em
estudo.

Os ensaios de CD foram realizados com o espectropolarimetro de
CD modelo J-815 (Jasco, USA). Uma amostra de 100 uM de CT-DNA
em 5 mM de tampéo (Tris-HCI, pH 7,4 para os complexos de Cu(ll); e
HEPES pH 7,0 para os complexos de Fe(lll)Zn(ll)) foi titulada com
concentrac@es crescentes dos complexos (10 a 500 uM). As varreduras
(com acumulacéo de cinco espectros) foram realizadas na faixa de 220 a
500 nm, a 37 °C, imediatamente apds a adicdo dos complexos. Espectros
contendo somente os complexos foram determinados na auséncia de
DNA e nenhum sinal significativo foi encontrado.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPLEXOS MONONUCLEARES DE CU(ll)
4.1.1 Clivagem de DNA plasmidial

4.1.1.1 Efeito da concentracdo dos complexos

A atividade dos quatro complexos mononucleares de Cu(ll)
frente a clivagem de DNA plasmidial foi inicialmente verificada em
termos de concentracdo dos complexos em um longo periodo de reagédo
(16 h) a 37 °C. Nestas condicGes todos 0s complexos (com excecdo de
Cu(hyd)(bpy)) mostraram-se capazes de completamente clivar o DNA
plasmidial utilizado (dados ndo mostrados). Por causa dessa grande
atividade, o tempo reacional foi reduzido de 16 para 4 horas a fim de se
observar mais detalhadamente o efeito dos complexos (e a variacdo de
sua concentracdo) no DNA. Estes resultados estdo expostos nas figuras
2la22.

Todos os complexos foram capazes de clivar o DNA de modo
concentracdo-dependente, ou seja, & medida que a concentragdo do
complexo aumenta no meio reacional aumenta também sua capacidade
de clivagem de DNA. O complexo Cu(hyd)(bpy) mostrou a menor
capacidade de clivagem de DNA (Figura 21, A). O DNA tratado com 10
UM de Cu(hyd)(bpy) mostrou o aparecimento de ~20 % de F II,
indicando que a forma superenovelada do DNA plasmidial (F 1) foi
clivada por quebras-simples para a forma circular aberta (F II). O
aumento progressivo na concentracdo de Cu(hyd)(bpy) aumentou a
clivagem de DNA atingindo ~60 % de F Il com 50 uM. O complexo
Cu(hyd)(phen), em comparacdo com Cu(hyd)(bpy), demonstrou ser
muito mais ativo, pois mesmo na menor concentracdo testada (10 puM)
cerca de 70 % de DNA apresentava-se em F Il (Figura 21, B). A partir
de 25 uM, observa-se a formagdo de DNA linear (F I1l) com ~10 %,
cujo surgimento é indicativo da formacéo de quebras-duplas na estrutura
do DNA. Na maior concentracdo testada (50 pM), todo o DNA
plasmidial tratado apresenta-se clivado, com ~80 % em F Il e ~20 % em
F 111
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Figura 21. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelos complexos
Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen) em diferentes concentragbes. Condigdes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampdo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4);
[complexo] = 10 a 50 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas ao abrigo de
luz. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Resultados semelhantes aos obtidos com Cu(hyd)(phen) foram
observados com o complexo Cu(S-hyd)(bpy), em termos de clivagem de
DNA em funcéo da concentracdo de complexo (Figura 22, A). Por fim,
o0 complexo Cu(S-hyd)(phen) mostrou-se o mais ativo, pois além de
gerar ~80% de DNA clivado com apenas 10 uM de complexo,
utilizando-se 50 UM, observou-se completa conversdo do DNA intacto
para suas formas fragmentadas, sendo 50% de DNA na forma circular
aberta e o0s outro 50% na forma linear (Figura 22, B).

Embora a ordem de reatividade possa ser mais bem esclarecida
pelos ensaios cinéticos, no momento pode-se sugerir que essa seja:
Cu(hyd)(bpy) << Cu(S-hyd)(bpy) ~ Cu(hyd)(phen) < Cu(S-hyd)(phen).
Quando comparamos complexos com diferentes ligantes com afinidade
ao DNA (bpy x phen) vé-se que os complexos com ligante phen que
possui maior afinidade, também possuem maior atividade frente ao
DNA que seus analogos com bpy, o que é evidenciado para diversos
complexos na literatura (LAHIRI et al., 2009; PATRA et al., 2007,
PATRA et al., 2008; PATRA et al., 2003; PATRA et al., 2005; PATRA,;
NETHAIJI e CHAKRAVARTY, 2005; PATRA; NETHAIJl e
CHAKRAVARTY, 2007; PATRA; ROY e CHAKRAVARTY, 2009;
ROY et al., 2007a; ROY et al., 2007Db).

Quando o efeito dos ligantes derivados de hidrazia é comparado,
observa-se que a substituichio do ligante hyd por S-hyd
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significativamente aumenta a atividade dos seus complexos analogos,
independente do ligante de afinidade pelo DNA, pois Cu(S-hyd)(bpy)
possui atividade semelhante a Cu(hyd)(phen). Além disso, é notéria a
diferenca na atividade dos complexos “nos extremos”: Cu(S-hyd)(phen)
comparado a Cu(hyd)(bpy). O efeito da substituicdo dos ligantes hyd
por S-hyd deve influenciar diretamente na catélise pelo centro metalico,
seja na formacdo do nucledfilos (se 0 mecanismo for hidrolitico) ou nos
processos redox relacionados (se o mecanismo for oxidativo). Ensaios
posteriores poderdo auxiliar na compreensao deste efeito.
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Figura 22. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelos complexos Cu(S-
hyd)(bpy) (A) e Cu(S-hyd)(phen) (B) em diferentes concentracdes. Condigdes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4);
[complexo] = 10 a 50 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas ao abrigo de
luz. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

E vélido ressaltar a falta de um co-reagente para mediar a
clivagem de DNA pelos complexos em estudo. Em muitos casos na
literatura é necesséria a participagdo de um agente oxidante como o
H,0, ou KHSOs (PATWARDHAN e COWAN, 2001; SREEDHARA ¢
COWAN, 1998), um redutor como o ascorbato, 3-acido
mercaptopropandico ou ditiotreitol (ARIAS et al., 2009; GARCIA-
GIMENEZ et al., 2009a; GARCIA-GIMENEZ et al., 2009b; GOMEZ-
SAIZ et al., 2009; JIN e COWAN, 2005; JIN et al., 2007) e até mesmo
na presenga de ambos (GARCIA-GIMENEZ et al., 2007). Detalhes
acerca desta propriedade serdo melhores discutidos adiante.
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4.1.1.2 Efeitodo pH

Depois de realizados dos ensaios iniciais, experimentos em
diferentes pHs (7,0 a 9,0) foram realizados a fim de se determinar o pH
6timo reacional. Utilizando 50 uM de complexo, ndo se observaram
diferencas significativas na clivagem de DNA realizada em pH 7,0 a 9,0
(dados ndo mostrados). Por esse motivo ndo se alterou o pH (7,4) nos
ensaios posteriores.

4.1.1.3 Efeito dos ligantes e dos metais isolados

Procurando garantir se a atividade dos complexos deve-se de fato
a formacdo de um complexo e ndo dos reagentes isolados, avaliou-se o
efeito dos ligantes frente ao DNA separadamente bem como de um sal
de cobre(ll) (Figura 23). Nenhum dos componentes dos complexos em
estudo apresentou atividade isoladamente quando comparados aos
respectivos complexos. Isto que sugere que a atividade dos complexos €
de fato proveniente da formacdo de um complexo em solucdo..
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Figura 23. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelos complexos em
comparagdo com o sal de cobre(ll) (CuCl,) e os ligantes. Condi¢des reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7.4);
[complexo/sal de cobre(ll)/ligantes] = 50 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo =4
horas ao abrigo de luz. Resultados expressos como média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes.

4.1.1.4 Efeito da forca idnica

Como citado anteriormente, as interagdes eletrostaticas podem
estar presentes no mecanismo pelo qual ocorre a ligagdo de uma
pequena molécula ao DNA. Levando em consideracdo que as ligagdes
fosfodiéster no DNA encontram-se negativamente carregadas nas
condicBes reacionais que foram utilizadas ao longo deste trabalho
(DOMINGOS et al., 2003; WESTHEIMER, 1987) é plausivel sugerir
que as interacdes eletrostaticas entre o0 DNA e 0 meio possam em
alguma extensdo contribuir com a ligagdo e consequente clivagem de
DNA pelos complexos.
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Conforme os resultados apresentados nas figuras 24 a 27, todos
0s complexos tiveram sua atividade fortemente inibida pela adicdo
crescente de NaCl. O mesmo ocorre quando o NaCl foi substituido por
NaClO,. Como a atividade dos complexos foi afetada na mesma
propor¢do tanto por NaCl quanto por NaClO,4, pode-se sugerir que o
efeito dos fons Na™ no meio reacional apresenta um papel muito mais
determinante na atividade dos complexos que os ions CI'/CIO,". Os ions
de Na® tendem a estabilizar a conformacdo do DNA, reduzindo a
repulsdo dos grupos fosfato carregados negativamente, tornando o DNA
“mais rigido” (HAGERMAN, 1988). Observa-se, porém, que 0s
complexos que possuem phen como ligante ainda sdo capazes de
promover uma clivagem ao DNA (com ~20 a 40% de F I1I) mesmo sob
altissimas condices salinas (0,5 M). Desse modo é possivel sugerir que
os complexos que possuem o ligante bpy sdo mais dependentes destas
interacdes eletrostaticas, enquanto os complexos que possuem o ligante
phen ndo. Essa possibilidade existe ja que o ligante phen possui uma
afinidade pelo DNA maior que o ligante bpy, o que transpde a
necessidade das interacGes ibnicas entre DNA e 0 meio. Estes ensaios
também exibem a primeira evidéncia de que a clivagem de DNA pelos
complexos depende de sua ligagdo a estrutura do &cido nucléico. Isso
porque outros complexos como Fe(I)EDTA sdo capazes de clivar
efetivamente o DNA, mas por ser carregado negativamente, este é
repelido pelos grupos fosfato ndo interagindo com o acido nucléico (LU
etal., 1990).
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Figura 24. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo Cu(hyd)(bpy)
em funcéo de diferentes concentracdes de NaCl (A) e NaClO, (B). Condices
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4);
[complexo] = 50 pM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas ao abrigo de luz.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos

independentes.
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Figura 25. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelo complexo
Cu(hyd)(phen) em funcéo de diferentes concentragcGes de NaCl (A) e NaClO,
(B). Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampé&o] = Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4); [complexo] = 25 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas
ao abrigo de luz. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.
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Figura 26. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo Cu(S-
hyd)(bpy) em funcéo de diferentes concentraces de NaCl (A) e NaClO, (B).
CondigBes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 yuM; [Tampéo] = Tris-HCI (10
mM, pH 7,4); [complexo] = 25 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas ao
abrigo de luz. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.
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Figura 27. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo Cu(S-
hyd)(phen) em funcédo de diferentes concentra¢fes de NaCl (A) e NaClO, (B).
CondigGes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 puM; [Tampao] = Tris-HCI (10
mM, pH 7,4); [complexo] = 25 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas ao
abrigo de luz. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.
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4.1.1.5 Efeito dos sequestradores de ROS

Desde a descoberta de Sigman e colaboradores (1979) de que um
complexo metélico pode clivar o DNA gerando ROS na presenga de um
co-reagente (redutor; ditiotreitol e oxidante; H,0,), faz-se necesséria a
investigagdo do mecanismo de clivagem para um novo complexo.
Quando ha tanto um redutor como um oxidante, a reagdo tipo-Fenton
(abaixo) é a principal via utilizada na clivagem oxidativa do DNA.
Nestes casos 0 metal reduzido (no exemplo Cu(l)) reage com H,0O,
gerando como ROS o radical hidroxila (*OH) que é um fortissimo
oxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Esquema 1

Cu(l) + H,0, — Cu(Il) + *OH + OH

Na presenga somente de um agente redutor, 0 mecanismo sofre
algumas alteragBes. O metal € reduzido pelo redutor e reage com o
oxigénio molecular gerando como ROS o radical anion superéxido (O,*
), que rapidamente dismuta a H,O, e participa na geracédo de *OH.

Esquema 2

Cu(Il) + RH — Cu(I) + Ryy

CU(') +0,— Cu(H) + 02._

20,* + 2H" — H,0, + O,

Cu(l) + H,0, — Cu(Il) + *OH + OH’

O Cu(ll) pode também gerar ROS mesmo na presenga somente

de H,O, (PECCI; MONTEFOSCHI e CAVALLINI, 1997) em que o
Cu(ll) reage com o H,0,, gerando uma espécie tipo metal-peréxido.
Este por sua vez reage com outra molécula de H,O, formando um

equivalente de Cu(l) e o prdprio radical OH®. Em condicOes de excesso
de H,0,, o Cu(l) pode seguir a reacao tipo-Fenton.



98

Esquema 3

Cu(ll) + H,0, — Cu(I)-HO,* + H*
Cu(I)-HO,* + H,0, — Cu(l) + O, + *OH + H,0
Cu(l) + H,0, — Cu(Il) + *OH + OH"

Por esta razdo, 0os complexos que necessitam de um co-reagente
necessariamente apresentardo um mecanismo oxidativo de clivagem de
DNA. Em muitos casos na literatura esse co-reagente € um oxidante
como o0 H,O, ou KHSOs (PATWARDHAN e COWAN, 2001;
SREEDHARA e COWAN, 1998), um redutor como o ascorbato, 3-
acido mercaptopropandico ou ditiotreitol (ARIAS et al., 2009;
GARCIA-GIMENEZ et al., 2009a; GARCIA-GIMENEZ et al., 2009b;
GOMEZ-SAIZ et al., 2009; JIN e COWAN, 2005; JIN et al., 2007) e até
mesmo é necessaria a presenca de tanto um oxidante quanto de um
redutor (GARCIA-GIMENEZ et al., 2007).

Por outro lado, a auséncia da necessidade de um co-reagente para
0 processo de clivagem pode erroneamente sugerir um mecanismo do
tipo hidrolitico. O equivoco ocorre porque alguns complexos sao
capazes de sofrer diferentes processos redox sem a participacdo de co-
reagentes, gerando ROS ou oxidando diretamente a molécula de DNA
(BORAH et al., 1998; MAHESWARI et al., 2006; MAHESWARI et al.,
2008; MELVIN et al., 2000; MELVIN et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2005a; SILVA et al., 2011; TAN; WANG e ZHU, 2009). Em outros
casos ha também a participacdo de mecanismos mistos, envolvendo
tanto a geracdo de ROS como a hidrolise das ligacBes fosfodiéster
(PERALTA et al., 2010b). Por isso se faz ne cessario verificar o efeito
de inibidores de ROS na atividade dos complexos de Cu(ll) mesmo que
eles ndo necessitem co-reagentes, pois ainda sim estas moléculas podem
gerar ROS por outros mecanismos. Os resultados destes ensaios
encontram-se nas figuras 28 e 29.
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Figura 28. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelos complexos
Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen) (B) na presenca de diferentes inibidores de
ROS. Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = Tris-HCI
(10 mM, pH 74); [complexo] = 50 puM  (Cu(hyd)(bpy) e 25 uM
(Cu(hyd)(phen); [DMSO] = 2 M; [SOD] = 20 unidades; [KI] = 0,5 mM; [NaNs]
= 0,5 mM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas ao abrigo de luz. Resultados
expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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Figura 29. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelos complexos Cu(S-
hyd)(bpy) (A) e Cu(S-hyd)(phen) (B) na presenca de diferentes inibidores de
ROS. Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4); [complexo] = 50 uM para ambos; [DMSO] = 2 M; [SOD] =
20 unidades; [KI] = 0,5 mM; [NaN;] = 0,5 mM; Temperatura = 37 °C; Tempo =
4 horas ao abrigo de luz. Resultados expressos como média + desvio padrédo de
trés experimentos independentes.

Os inibidores DMSO, Kl e SOD foram capazes de reduzir
parcialmente a atividade dos complexos que possuem o ligante bpy. Isto
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sugere que as ROS *OH, 0,* e também de espécies do tipo metal-
peréxido (Cu(ll)-OOH) devem estar envolvidos no evento de clivagem
de DNA por estes complexos. 1sso sugere que mesmo na auséncia de um
co-reagente, estes complexos mostraram-se capazes de clivar o DNA
oxidativamente pela producdo dessas ROS e ndo por um mecanismo
exclusivamente hidrolitico. E importante salientar que durante as
aproximac6es experimentais conduzidas no inicio do trabalho, uma série
de redutores (3-acido mercaptopropionico, ditiotreitol, ascorbato de
sodio e glutationa reduzida) foi capaz aumentar fortemente a atividade
de todos os complexos, reforcando a hipdtese de que a geragdo de ROS
metal-catalisada € um mecanismo plausivel para estes complexos (dados
ndo mostrados).

Ja os complexos que possuem o ligante phen sofreram somente
uma leve inibi¢do por todos os inibidores testados. Entretanto, esta falta
de uma inibi¢do contundente da clivagem de DNA ndo é indicativa de
gue o mecanismo de clivagem utilizado por estes complexos é
hidrolitico. Um tipico exemplo é relatado por Tan, Wang e Zhu (2009).
Nesse trabalho, diferentes ensaios sugerem a geracdo de ROS na
auséncia de um co-reagente pelo complexo de [Cu(ll)-(quercetina),]**.
No entanto, a inibicdo dessas espécies por sequestradores como DMSO
e glicerol ndo foi observada. Foi entdo proposto que se a geragdo de
ROS for mediada pelo complexo somente ligado ao DNA (ou muito
proximo dele) é muito provavel de que os inibidores utilizados nédo
possam bloquear efetivamente a atividade do complexo (Figura 30).
Humphreys e colaboradores (2002) observam o0 mesmo comportamento,
mas com uma peculiaridade ainda maior: a clivagem de DNA pelo
complexo de Cu(ll) por eles estudados é estritamente dependente de um
redutor. Isso significa que a geracdo de ROS pelo complexo deveria
seguir uma quimica redox tipicamente tipo-Fenton o que, todavia, ndo
parece ocorrer. Estes exemplos mostram que os resultados obtidos nos
ensaios com sequestradores de ROS devem ser interpretados
cuidadosamente caso a caso.

Essa proposta pode explicar o comportamento dos complexos
Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen). Isso porque estes complexos sdo 0s
que possuem maior afinidade ao DNA (SILVA et al., 2014). Sugere-se
aqui que a forte ligagdo destes complexos ao DNA diminui a
propagacdo das ROS difusiveis no meio reacional, diminuindo a
efetividade de seus sequestradores ndo sendo possivel inibir a clivagem
de DNA mediada por estes complexos. Deve-se lembrar de que
moléculas como Fe(II)EDTA que ndo se ligam ao DNA, mas o clivam
com grande eficiéncia, geram radicais difusiveis no meio
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(POGOZELSKI; MCNEESE e TULLIUS, 1995). Com isso, acredita-se
que todos os quatro complexos de Cu(ll) aqui testados sdo oxidativos,
embora ndo seja possivel por meio destes ensaios definir quais séo as
ROS geradas pelos complexos com ligantes tipo phen.

A auséncia de um co-reagente dificulta a proposicdo do
mecanismo de geracdo das ROS mediada por estes complexos. O
mesmo desafio foi observado por Oliveira e colaboradores (2005) com o
complexo Cu,BMXD (onde BMXD = [(bis(piridilmetil)amino)metil]-4-
metil-6-formilfenol). Neste trabalho, a habilidade do complexo
Cu,BMXD clivar DNA oxidativamente pela producdo de ROS sem a
necessidade de um co-reagente é extensamente descrita. Evidéncias
experimentais apontam que o DNA poderia estar agindo como redutor
do complexo, desencadeando a geracdo de ROS pelo mecanismo
descrito pelo Esquema 2 anteriormente. Mesmo que a reducdo do
Cu,BMXD pelo DNA seja termodinamicamente desfavoravel, esta
reacdo deve ser favoravel em termos cinéticos. Com base neste trabalho
novos ensaios devem ser propostos para elucidar se o proprio DNA
poderia ser 0 agente redutor dos quatro complexos de Cu(ll) no presente
estudo.
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Figura 30. Mecanismo proposto por Tan, Wang e Zhu (2009) para a clivagem
de DNA por via oxidativa pelo complexo [Cu(quercetina,)]** na auséncia de um
co-reagente. Como a geracdo e ataque de ROS ocorre ap6s a ligagcdo do
complexo ao DNA o bloqueio da reacdo por inibidores de radical hidroxila (no
caso DMSO e glicerol) fica prejudicado. Adaptado de Tan, Wang e Zhu (2009).

4.1.1.6  Efeito dos bloqueadores de sulco
Apo6s a determinacdo do mecanismo de clivagem de DNA,

procurou-se determinar se esta atividade possui relacdo/dependéncia
pelos sulcos menor e/ou maior do DNA. Para isso, 0 bloqueador de
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sulco menor, netropsina, e do sulco maior, verde de metila, foram
utilizados nos ensaios de clivagem em ensaios de competicdo. Os
resultados obtidos nos ensaios sdo apresentados nas figuras 31 e 32.
Ambos os inibidores mostraram a capacidade de parcialmente inibir a
clivagem de DNA mediada pelos complexos. Estes resultados sugerem
que os complexos ndo possuem especificidade por um dos sulcos de
DNA, embora necessitem da interacdo por um deles, para que o
processo de clivagem do &cido nucléico ocorra.



105

& 1001
= A 4 Fl
S 80 i
£ = Fln
E 60
[=%
2 ]
a
o
el 20.
©
€
g o
& N & N
)(e >'<A )(e )(A
Controle Cu(hyd)(bpy)
Flil —
Fl —
& 1001
= B O Fl
T 80 H Fl
1S = Fin
g 60
o
<
Z 404
a
o
kel 20.
©
€
g o
& N & N
><e XA xe XA
Controle Cu(hyd)(phen)
Fll —
Flll—
FlI —

Figura 31. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelos complexos
Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen) na presenca dos diferentes bloqueadores de
sulcos do DNA, netropsina (Net) ou verde de metila (VM). Condigdes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4);
[complexo] = 50 uM (Cu(hyd)(bpy) e 25 uM (Cu(hyd)(phen); [Net] ou [VM] =
50 uM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 4 horas ao abrigo de luz. Resultados
expressos como média * desvio padrédo de trés experimentos independentes.
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Figura 32. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelos complexos Cu(S-
hyd)(bpy) (A) e Cu(S-hyd)(phen) (B) na presenca dos diferentes bloqueadores
de sulcos do DNA, netropsina (Net) ou verde de metila (VM). Condigdes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampdo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4);
[complexo] = 50 uM para ambos; [Net] ou [VM] = 50 pM; Temperatura = 37
°C; Tempo = 4 horas ao abrigo de luz. Resultados expressos como média *
desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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4,1.1.7 Ensaios cinéticos

Por fim, o perfil cinético da clivagem de DNA pelos complexos
em estudo foi determinado pelo desaparecimento de forma
superenovelada do DNA plasmidial (F I) em funcéo do tempo. Nestes
ensaios a concentracdo dos complexos Cu(hyd)(bpy) e Cu(S-hyd)(bpy)
foi de 25 uM, enquanto a utilizada com os complexos Cu(hyd)(phen) e
Cu(S-hyd)(phen) foi de 10 uM. As concentracfes escolhidas tiveram
como base as melhores condi¢fes experimentais para cada complexo.
Isso porque reagBes com concentracdes maiores que 25 UM de
complexo apresentaram comportamentos nao lineares de clivagem de
DNA em func¢do do tempo, ao passo que concentragdes menores que 10
UM mostraram-se pouco reativas no intervalo correspondente a
linearidade da reacdo. As constantes observadas de clivagem de DNA
(kops) foram extraidas da inclinacdo da reta originada do plote de In(F I)
pelo tempo quando R? > 0,95. Tratando os dados como uma cinética de
pseudo-primeira-ordem, onde ha um excesso de catalisador em relagdo
ao substrato, os valores de (Kqs) € O tempo de meia-vida (ty;) de F |
foram estimados e sumarizados na tabela 1.

A tabela 1 ainda traz resultados de trés complexos cujo perfil
cinético de clivagem de DNA foi determinado de modo muito
semelhante ao realizado no presente estudo: [Cu(dox)(phen)]*,
[Cu(tc)phen)]** e [Cu(quercetina2)]**, mas na concentragdo de 100 M.
Para comparar o efeito cinético mediado por outros complexos sob
diferentes condicbes experimentais e concentracdes, uma constante de
segunda-ordem (k;) pode ser utilizada (calculada pela equagdo abaixo),
onde: k, é a constante de segunda-ordem de clivagem de DNA, Kqps € a
constante observada de clivagem e [complexo] é a concentracdo de
complexo utilizada no ensaio (JOYNER; REICHFIELD e COWAN,
2011).

ks = Kops/[complexo]
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Tabela 1. Constante observada de clivagem de DNA (Kops), tempo de meia-vida
da forma superenovelada do DNA (t;,) e constante de segunda-ordem reacional
(ko) obtida com complexos nos ensaios cinéticos.

Complexo Kobs (W™ to () ke (MPh?Y) K, (MY
Cu(hyd)(bpy) 013+001 ~539 52x10° 2,6 x 10°
Cu(hyd)(phen) 092+003 ~0,78 9,2x10* 2,2 x 10
Cu(S-hyd)(bpy) 048+005 ~135 20x10° 6,7 x 10°
Cu(S-hyd)(phen) 090+009 ~0,77 9,0x10° 5,1 x 10*
[Cu(dox)(phen)]** 2,14 ~0,35 2,1x10 1,0 x 10°
[Cu(tc)phen)]** 2,52 ~0,27 2,5x10 1,1x10°
[Cu(quercetina),]** 1,68 ~041 1,7x10* -

- Condigdes reacionais dos complexos de Cu(ll) em estudo: [DNA] = 330 ng, ~
25 uM; [Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 10 pM para
Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen) e 25 uM para Cu(hyd)(bpy) e Cu(S-
hyd)(bpy); Temperatura = 37°; Tempo = até 50 minutos ao abrigo da luz.

- Kons € Kp, dos complexos [Cu(dox)phen)]?* e [Cu(tc)phen)]** obtidos de Silva e
colaboradores (2011) e Bortolotto (2011).

- kops do complexo [Cu(quercetina2)]** obtido de Tan, Wang e Zhu (2009)

- Todos os valores de k, e t;, foram estimados pelo autor a partir de dados
préprios ou de dados obtidos nos trabalhos citados.

Mancin e colaboradores (2005) sugerem que um complexo
protétipo de “nuclease artificial” deve ser capaz de reduzir a meia-vida
do DNA para menos de 2 h, o que foi alcancado com sucesso pelos
complexos Cu(hyd)(phen), Cu(S-hyd)(bpy) e Cu(S-hyd)(phen).
Observa-se que os valores de k, para os complexos Cu(hyd)(phen),
Cu(S-hyd)(bpy) e Cu(S-hyd)(phen) encontram-se na mesma ordem de
grandeza que os determinados para [Cu(dox)(phen)]**, [Cu(tc)phen)]** e
[Cu(quercetina,)]**. Portanto, trés dos quatro complexos deste estudo
podem ser considerados como uns dos mais eficientes exemplos ja
descritos na literatura. Curiosamente, os valores de k, para complexos
oxidativos, mas que utilizam co-reagentes como ascorbato e/ou H,O,
variam de 10° a 10° M h? (JIN e COWAN, 2005; JOYNER;
REICHFIELD e COWAN, 2011). Isso significa que mesmo na auséncia
de um co-reagente, todos os complexos de Cu(ll) aqui testados exibem
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um k, equiparavel a complexos oxidativos que necessitam de co-
reagentes, 0 que chama ainda mais atengdo deste grupo de moléculas.

Nos primeiros ensaios de clivagem de DNA em funcdo da
concentracdo de complexo, houve uma tentativa inicial de estabelecer a
ordem de reatividade dos complexos onde: Cu(hyd)(bpy) <<
Cu(hyd)(phen) ~ Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen). No entanto, €é
usual que a ordem de reatividade seja mais bem estabelecida em termos
cinéticos. Baseando-se nos valores de kqps OU ko VE-Se que a ordem mais
correta é: Cu(hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(hyd)(phen) ~ Cu(S-
hyd)(phen). Silva e colaboradores (2014) determinaram as constantes
intrinsecas de ligacdo do DNA (K,) destes quatro complexos
relacionando-as com a concentracdo inibitéria de 50% (ICsy) de uma
linhagem de células tumorais cultivadas na presenca destas moléculas.
O que se observa (Figura 33, A) é que com o0 aumento de K, hd uma
diminuigdo nos valores de 1Csg, Ou seja, quanto maior a afinidade do
DNA maior o efeito antitumoral do complexo, sendo que esta relagdo
segue a ordem: Cu(hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(hyd)(phen) ~
Cu(S-hyd)(phen). Quando se relaciona k, e K, vé-se um comportamento
semelhante (Figura 33, B), onde quanto maior a afinidade do DNA mais
eficiente (em termos cinéticos) é a clivagem do DNA, na ordem:
Cu(hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(hyd)(phen) ~ Cu(S-hyd)(phen).
Em vista disso, ao se relacionar ICs, € k, (Figura 33, C), tem-se uma
surpreendente relacdo linear (R? = 0,9976) com uma excelente
correlagdo de Pearson (r = -0,9994; p < 0,001).
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Figura 33. Plotes relacionando os valores de ICs, (em células tumorais, A), K,
(em CT-DNA, B) e k, (em DNA plasmidial, C).

Estes resultados sugerem que a velocidade da clivagem de DNA
deve estar relacionada com a capacidade de ligacdo desta molécula ao
acido nucléico, pois quanto maior K, maior também é k,. Isto era de
certa forma esperado, pois complexos com ligantes bpy tem menor
afinidade pelo DNA que os que possuem ligantes phen (LAHIRI et al.,
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2009; PATRA et al., 2007; PATRA et al., 2008; PATRA et al., 2003;
PATRA et al., 2005; PATRA; NETHAJI e CHAKRAVARTY, 2005;
PATRA; NETHAJI e CHAKRAVARTY, 2007; PATRA; ROY e
CHAKRAVARTY, 2009; ROY et al., 2007a; ROY et al., 2007b).

Além disso, o efeito antitumoral destas moléculas pode sim estar
relacionado a eficiéncia na clivagem de DNA, pois quanto maior kj
menor é a ICsg do complexo. Embora de dificil correlacdo, alguns
trabalhos na literatura conseguiram com sucesso relacionar a atividade
antitumoral de complexos metalicos com a sua capacidade de clivagem
de DNA (GONZALEZ-ALVAREZ et al., 2008; LUIS GARCIA-
GIMENEZ et al., 2009; TAN; WANG e ZHU, 2009).

4.1.2 Fotoclivagem de DNA plasmidial
4.1.2.1 Efeito da concentracdo dos complexos

Muitos complexos metélicos com ligantes heterociclicos séo
capazes de absorver energia em forma de luz. Os varios processos
possiveis apds a irradiacdo de uma molécula fotossensivel séo
mostrados abaixo (Figura 34) no diagrama de Jablonski
(SZACILOWSKI et al., 2005). Quando uma molécula absorve um féton
de luz, o elétron presente nesta transicdo ganha energia e passa a ocupar
um orbital mais energético. Neste momento pode-se dizer que a
molécula encontra-se num estado excitado (singlete). Este estado tem
uma meia-vida muito curta e por isso tende a decair para o estado nao-
excitado, liberando em forma de fluorescéncia o féton previamente
absorvido. No entanto, o estado excitado pode sofrer uma conversdo
interna inter-sistema para o estado triplete, que € uma forma excitada
mais estavel. O estado triplete pode reagir como 0 oxigénio molecular,
gerando ROS ou decair para o estado ndo-excitado emitindo
fosforescéncia. Nos casos, porém, em que o estado triplete da molécula
reage com o oxigénio molecular duas reacdes podem ocorrer: a reacdo
Tipo 1, onde o oxigénio molecular é reduzido, gerando o radical
superodxido (O,%), que dismuta para peréxido de hidrogénio (H,0,) e na
presenca de metais de transicdo pode formar o radical hidroxila (*OH);
ou a rea¢do do Tipo 2, envolvendo a excitacdo do oxigénio molecular no
estado triplete, gerando o oxigénio singlete (*0,). As ROS produzidas
na reacdo do Tipo 1 tendem a oxidar a desoxirribose, enquanto as do
Tipo 2 tendem a oxidar as bases nitrogenadas, especialmente guanina
(ARMITAGE, 1998; SZACILOWSKI et al., 2005).
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Figura 34. Diagrama de Jablonski mostrando os processos envolvidos na
fotoexcitacdo de elétrons. (1) Absorcdo de um fdéton e conversdo para o estado
excitado S1, (2) retorno ao estado ndo-excitado SO com emissdo de
fluorescéncia, (3) conversdo interna, (4) conversdo interna inter-sistema do
estado S1 para T1, (5) retorno do estado T1 a SO com emissdo de
fosforescéncia, (6) retorno do estado T1 a SO por decaimento ndo-radioativo, (7)
transferéncia eletronica do estado T1 para uma molécula aceptora, (8) reacdes
do Tipo I, (9) transferéncia eletronica do estado T1 para o dioxigénio e (10)
reacOes do Tipo 1. Adaptado de Bortolotto (2011).

Baseando-se na Idgica do trabalho de Bortolotto e colaboradores
(2011) derivado do trabalho de Silva e colaboradores (2011), os quatro
complexos de Cu(ll) analisados na se¢do anterior também tiveram sua
atividade testada frente a exposicdo a luz UV na tentativa que esta
estratégia possa amplificar a atividade dos complexos. Utilizando os
complexos [Cu(dox)(phen)]** e [Cu(tc)(phen)]*", foi observado um
aumento de quase 40 vezes nos valores de kqys das reacfes de clivagem
de DNA realizadas na luz UV quando comparadas as mesmas reagdes
conduzidas ao abrigo da luz (BORTOLOTTO et al., 2011). Neste
exemplo, sugere-se que a luz UV ¢ absorvida pelos complexos
estimulando a reducdo do centro de Cu(ll) e propiciando a formacao de
ROS. Estes resultados estimulam a pesquisa por novas moléculas
fotossensiveis, pois geralmente sua atividade é muito superior aos
catalisadores comuns. Embora os quatro complexos aqui testados
apresentem atividades significantes em termos de clivagem de DNA, a
possibilidade torné-la ainda maiores utilizando a exposicéo a luz UV é
de grande interesse.

Assim, os resultados de fotoclivagem de DNA em funcdo da
concentracdo do complexo obtidos com os quatro complexos de Cu(ll)
sob luz UV estdo dispostos nas figuras 35 a 38. Como mencionado na
secdo 3.4.1, o tempo de reacdo foi de apenas 5 minutos o0 que contrasta
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radicalmente com as 4 horas de reacdo dos ensaios ao abrigo da luz
(expostos nas figuras 21 e 22). Por esse motivo, todos 0s ensaios ao
abrigo da luz foram refeitos em 5 minutos para que o efeito da luz UV
fosse mais facilmente observado.

Todos os complexos foram capazes de clivar o DNA de modo
concentracdo-dependente, ou seja, a medida que a concentragdo do
complexo aumenta no meio reacional aumenta também sua capacidade
de clivagem de DNA. Em relacdo com complexo Cu(hyd)(bpy),
nenhuma indicio de clivagem de DNA foi observada em nenhuma das
concentracbes testadas (10 a 50 pM) quando as reacdes foram
conduzidas ao abrigo da luz (Figura 35, A). Como este complexo
mostrou-se 0 menos reativo dos quatro complexos da série, essa baixa
(nula) atividade deve ser atribuida ao curto periodo de reacdo de apenas
5 minutos. Sob luz UV, no entanto, a fotoclivagem de DNA mediada
pelo complexo Cu(hyd)(bpy) mostrou-se muito significativa (Figura 35,
B). Na menor concentracdo testada (10 uM) ja se vé ~50% de DNA
clivado (sendo todo na forma circular aberta). Com o aumento da
concentracdo de complexo, tem-se um aumento significativo na
fotoclivagem do DNA, atingindo 100% de fragmentacdo com 50 UM de
complexo. Nesta concentracdo, também ja se vé a formagéo de ~10% de
DNA linear, 0 que ndo havia sido observado para este complexo em
nenhuma das condicBes experimentais mostradas neste trabalho. Estes
resultados permitem afirmar que a exposicdo a luz UV aumentou
significativamente a atividade do complexo Cu(hyd)(bpy), de tal modo
gue este se mostrou capaz de ndo somente provocar quebras simples,
mas também agora duplas ao DNA.
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Figura 35. Clivagem de DNA plasmidial pBSK-II induzida pelo complexo
Cu(hyd)(bpy) na auséncia (A) e presenca (B) de exposicdo a luz UV e em
diferentes concentragdes. CondicGes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM;
[Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4); [complexo] = 10 a 50 uM; Temperatura
= ambiente; Tempo = 5 minutos ao abrigo de luz (A) ou sob luz UV (B).
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Ja o complexo Cu(hyd)(phen), mostrou-se capaz de clivar o DNA
ao abrigo da luz mesmo no curto intervalo de tempo de 5 minutos
(Figura 36, A). Nestas condi¢des, cerca de 40% de DNA foi clivado
utilizando-se 50 pM de complexo. Sob luz UV, entretanto, a
fotoclivagem de DNA mediada pelo complexo foi ainda maior (Figura
36, B). Com 25uM de complexo, ja se foi capaz de fotoclivar
completamente o DNA tratado, gerando ~5% de DNA linear. Na maior
concentracao testada, a formacéo de DNA linear chegou a ~20%.
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Figura 36. Clivagem de DNA plasmidial pBSK-II induzida pelo complexo
Cu(hyd)(phen) na auséncia (A) e presenca (B) de exposicdo a luz UV e em
diferentes concentragdes. CondicOes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 puM;
[Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4); [complexo] = 10 a 50 uM; Temperatura
= 37 °C; Tempo = 5 minutos ao abrigo de luz (A) ou sob luz UV (B).
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

O complexo Cu(S-hyd)(bpy), somente o terceiro mais reativo da
série, apresentou uma atividade levemente superior a observada para o
complexo Cu(hyd)(bpy) ao abrigo da luz (Figura 37, A). Nestas
condicdes, cerca de 10% de DNA foi clivado utilizando-se 50 uM de
complexo. De forma semelhante a vista com 0s complexos anteriores,
sob luz UV, a fotoclivagem de DNA mediada pelo complexo foi
substancialmente aumentada (Figura 37, B). Na maior concentracdo
testada, 100% do DNA foram fragmentados embora com pouca
formac&o de DNA linear (~5%). Este efeito ser& debatido adiante.
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Figura 37. Clivagem de DNA plasmidial pBSK-II induzida pelo complexo
Cu(S-hyd)(bpy) na auséncia (A) e presenca (B) de exposi¢do a luz UV e em
diferentes concentragdes. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM,;
[Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4); [complexo] = 10 a 50 uM; Temperatura
= ambiente; Tempo = 5 minutos ao abrigo de luz (A) ou sob luz UV (B).
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Por fim apresentam-se os resultados obtidos com o complexo
Cu(S-hyd)(phen), que ndo supreendentemente  mostraram-se
semelhantes aos observados com o complexo Cu(hyd)(phen) ao abrigo
da luz (Figura 38, A). Mesmo com apenas 5 minutos de rea¢do, cerca de
20% de DNA foi clivado utilizando-se 50 UM de complexo. Quando
submetidas a luz UV, a fotoclivagem de DNA catalisada pelo complexo
foi muito aumentada (Figura 38, B).
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Figura 38. Clivagem de DNA plasmidial pBSK-II induzida pelo complexo
Cu(S-hyd)(phen) na auséncia (A) e presenca (B) de exposicdo a luz UV e em
diferentes concentragdes. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 puM;
[Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,4); [complexo] = 10 a 50 uM; Temperatura
= ambiente; Tempo = 5 minutos ao abrigo de luz (A) ou sob luz UV (B).
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Com 25uM de complexo, ja se foi capaz de fotoclivar
completamente 0 DNA tratado, mas gerando apenas ~2% de DNA
linear. Na maior concentragdo testada, a formac&o de DNA linear cegou
a ~5%. Esta formacdo menor de DNA linear mesmo apds a completa
degradacdo do DNA também foi observada com o complexo Cu(S-
hyd)(bpy) e agora repete-se com o complexo Cu(S-hyd)(phen). Este
efeito ndo foi observado com os complexos Cu(hyd)(bpy) e
Cu(hyd)(phen), onde a formacdo de DNA linear flutuou entre 10 e 20%.
E possivel imaginar que os complexos contendo o ligante S-hyd tiveram
sua atividade menos estimulada pela luz que os complexos contendo o
ligante hyd e por isso uma menor geracdo de DNA linear. Quando a
geracdo de DNA linear ocorre somente depois que a maior parte do
DNA ja foi convertida para a forma circular aberta, é provavel que essa
se originou de um actimulo de eventos de quebras-simples até que duas
quebras encontraram-se aleatoriamente gerando uma quebra-dupla
(FREIFELDER e TRUMBO, 1969). Como todos o0s quatro complexos
apresentaram este comportamento, acredita-se que a menor producéo de
DNA na forma linear pelos complexos Cu(S-hyd)(bpy) e Cu(S-
hyd)(phen) esteja mais relacionada com uma menor atividade geral do
que por alguma propriedade que dificulta a geragdo de quebras-duplas
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ao DNA por estas moléculas. Novamente os ensaios cinéticos serdo
necessarios para determinar a ordem de reatividade e ratificar esta
hipotese.

4.1.2.2 Efeito dos ligantes e dos metais isolados

Apos estes ensaios iniciais, também se procurou avaliar se os
ligantes dos complexos poderiam ser capazes de fotoclivar o DNA, o
gue ndo seria incomum ja que muitas moléculas organicas possuem essa
propriedade (ARIAS et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2001; TERRY et
al., 2011; WILSON et al., 2008a; WILSON et al., 2008b; WILSON et
al., 2005). Os resultados destes ensaios encontram-se na figura 39.
Observa-se que nenhum dos ligantes é capaz de ter uma atividade
significante quando comparado aos complexos. Isso sugere que a
atividade dos complexos deve esta intimamente relacionada a formagéo
de um complexo em si e ndo da simples “mistura” do metal e dos
ligantes na mesma reacao.
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Figura 39. Fotoclivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelos complexos
mononucleares de Cu(ll) em comparacdo com o sal de cobre(ll) (CuCl,) e os
seus ligantes. CondicOes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampédo] =
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Tris-HCI (10 mM, pH 7,4); [complexo/sal de cobre(ll)/ligantes] = 25 pM;
Temperatura = ambienteambiente; Tempo = 5 minutos sob luz UV. Resultados
expressos como média * desvio padrédo de trés experimentos independentes.

4.1.2.3 Efeito dos sequestradores de ROS

Além de aumentar a atividade dos complexos frente ao DNA
plasmidial, a exposicdo destas moléculas a uma fonte de iluminagéo
pode desencadear uma série de transferéncias eletrbnicas
intramoleculares (conforme descrito na figura 34). Com isso, 0
mecanismo de clivagem de DNA pode ser modificado. Souza e
colaboradores (2010) relataram que dependendo do comprimento de
onda utilizado para a iluminagdo, diferentes tipos de ROS podem ser
produzidos. Enquanto sob luz UV ha uma geracdo de ROS por
processos do tipo Il (produzindo 0,), sob luz vermelha (A = 635 nm) a
formac&o de ROS se da por processos do tipo | (produzindo *OH e O,*
). Além disso, Bortolotto e colaboradores (2011) mostraram que a
exposicdo a luz UV diversifica os tipos de ROS produzidos por dois
complexos de Cu(ll) em compara¢do com os produzidos ao abrigo da
luz. Em virtude disso, necesséario se faz analisar se a luz UV modifica
guais tipos de ROS sdo geradas pelos complexos aqui testados, cujos
resultados estdo expostos nas figuras 40 a 41.

De forma semelhante aos ensaios ao abrigo da luz, todos os
inibidores foram capazes de diminuir a atividade dos complexos frente
ao DNA. Novamente, viu-se o efeito menor dos inibidores aos
complexos contendo ligante phen, o0 que mais uma vez sugere que a
geracdo de radical deve estar sendo realizada quando o complexo ja esta
ligado ao DNA ou muito proxima ao acido nucléico. Diferente dos
exemplos da literatura citados no paragrafo anterior, a exposicdo a luz
UV ndo modificou substancialmente a geracdo do ROS mediada pelos
complexos. Como a fotoclivagem de DNA é um processo
exclusivamente oxidativo (ARMITAGE, 1998), a falta desta
modificacdo reforca que a exposi¢do a luz UV somente amplificou o
mecanismo oxidativo ja presente nos complexos, ou seja, a geragao de
ROS catalisada por metal que foi extensamente discutida anteriormente.
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Figura 40. Fotoclivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos
Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen) (B) na presenca de diferentes inibidores de
ROS. Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampé&o] = Tris-HCI
(10 mM, pH 7,0); [complexo] =5 uM; [DMSO] = 2 M; [SOD] = 20 unidades;
[KI] = 0,5 mM; [NaN3] = 0,5 mM; Temperatura = ambiente; Tempo = 5

minutos sob luz UV. Resultados expressos como média * desvio padréo de trés
experimentos independentes.
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Figura 41. Fotoclivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos Cu(S-
hyd)(bpy) (A) e Cu(S-hyd)(phen) (B) na presenca de diferentes inibidores de
ROS. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampé&o] = Tris-HCI
(10 mM, pH 7,0); [complexo] = 5 uM; [DMSO] = 2 M; [SOD] = 20 unidades;
[KI] = 0,5 mM; [NaN3] = 0,5 mM; Temperatura = ambiente; Tempo = 5
minutos sob luz UV. Resultados expressos como média * desvio padréo de trés
experimentos independentes.

Sob luz UV a proposicdo do mecanismo de geracdo de ROS é
facilitada, pois hd muitos exemplos na literatura. O mecanismo
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proposto por Souza e colaboradores (2010) parece bem adequado para
0s quatro complexos de Cu(ll) deste trabalho (Esquema 4). O complexo
absorve a luz UV e um elétron do ligante fica desemparelhado e reduz o
centro metalico por meio de Transferéncia de Carga Ligante-Metal
(TCLM) (GARCIA-GIMENEZ et al., 2013; PATRA; NETHAIIl e
CHAKRAVARTY, 2007). O complexo reduzido desencadeia as reagdes
descritas no Esquema 2 e/ou oxida diretamente 0 DNA abstraindo um
préton, sem haver fragmentacéo do &cido nucléico.

Esquema 4

Cu(Il)-L + hv — Cu(D)-L*

Cu(l)-L* + O, — Cu(I)-L* + 0,*

Cu(l)-L* + (H)DNA — Cu(I)-LH + DNA syigado
20,* + 2H" - H,0,+ 0,

Cu(l)-L + H,0, — Cu(Il)-L + *OH + OH"

4.1.2.4 Ensaios cinéticos

Todos os resultados até 0 momento sugerem que a exposi¢do a
luz UV ndo altera o mecanismo de clivagem mediado pelos quatro
complexos de Cu(ll), mas sim potencializa sua atividade. Como
mencionado anteriormente, o perfil cinético dos complexos é o modo
mais pratico para determinar a ordem de reatividade de uma série de
complexos. Os resultados obtidos a partir dos ensaios cinéticos estdo
dispostos nas figuras 42 e 43. Além da comparacdo direta do perfil
cinético exibido entre todos os complexos, uma comparacdo entre 0s
valores de Kops Obtidos sob luz UV e ao abrigo da luz também foi
realizada.
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Figura 42. Comparagdo do perfil cinético da clivagem (linha preta) e
fotoclivagem (linha vermelha) do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo
Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen) (B). CondicOes reacionais dos ensaios de
fotoclivagem: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH
7,0); [complexo] = 10 pM; Temperatura = ambiente; Tempo = 5 minutos sob
luz UV. Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.
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Figura 43. Comparagdo do perfil cinético da clivagem (linha preta) e
fotoclivagem (linha vermelha) do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo
Cu(S-hyd)(bpy) (A) e Cu(S-hyd)(phen) (B). [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM;
[Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 10 uM; Temperatura =
ambiente; Tempo = 5 minutos sob luz UV. Resultados expressos como média
desvio padrdo de trés experimentos independentes.

Como esperado, a exposicdo a luz UV acelera a atividade dos
complexos. A clivagem de DNA pelo complexo Cu(bpy)(phen) (25 uM)
ao abrigo da luz apresentou um Kkqps de 0,13 + 0,01 h* enquanto a de
fotoclivagem atingiu 7,57 + 0,75 h™ utilizando apenas 10 pM de
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complexo. Numa comparacéo direta, isso significa que a velocidade da
reacdo aumentou 58 vezes. No entanto, como a concentracdo do
complexo utilizada em cada ensaio foi diferente, novamente se faz
necessario 0 uso da constante de segunda-ordem para melhor
interpretacdo do efeito observado. Quando os valores de k, (Tabela 2)
sdo confrontados entre si, vé-se que sob luz UV, a velocidade da reagdo
é quase 146 vezes maior!

Tabela 2. Comparacdo das constantes de segunda-ordem reacional (k,) obtida
com complexos nos ensaios cinéticos sob luz UV (+UV) com as obtidas nos
ensaios ao abrigo da luz (-UV).

ko

Complexo M h? I((Ii/l1 h™h T K 1
+UV -UV wo MY
Cu(hyd)(bpy) 76x10° 52x10° ~146 2,6 x 10°
Cu(hyd)(phen) 1,3x10° 92x10° ~14 2,2 x 10°
Cu(S-hyd)(bpy) 38x10° 2,0x10° ~19 6,7 x 10°
Cu(S-hyd)(phen) 55x10° 9,0x10° ~6 5,1 x 10
[Cu(dox)(phen)]* 8,4x10° 2,1x10° ~39 1,0 x 10°
[Cu(tc)phen)]** 96x10° 25x10° ~37 1,1x10°
[Th(tdzp)(acac)s] 1,0x10° - - -

- Condigdes reacionais dos complexos de Cu(ll) em estudo: [DNA] = 330 ng, ~
25 pM; [Tampéo] = Tris-HCI (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 10 pM para
Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen) e 25 puM para Cu(hyd)(bpy) e Cu(S-
hyd)(bpy); Temperatura = 37°, Tempo = até 50 minutos ao abrigo da luz.

- Valores de K, k, +UV e k, -UV dos complexos [Cu(dox)(phen)]*" e
[Cu(tc)(phen)]** obtidos por Silva e colaboradores (2011) e por Bortolotto e
colaboradores (2011).

- Valores de k, +UV do complexo [Tb(tdzp)(acac)s] estimados pelo autor a partir
dos dados obtidos por Cavalett e colaboradores (2012).

- Todos os demais valores foram estimados pelo autor a partir de dados préprios
ou de dados obtidos nos trabalhos citados.

O complexo Cu(hyd)(phen) que j& havia apresentado o melhor
Kops NOS ensaios ao abrigo da luz com 0,92 £ 0,03 h™ também apresentou
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0 melhor kg, sob luz UV, com 12,67 + 1,48 h' o que significa um
aumento de atividade de quase 14 vezes. O terceiro mais reativo
complexo ao abrigo da luz, Cu(S-hyd)(bpy), também mostrou um
grande incremento de atividade atingindo um kg,s de 3,74 + 0,51 h? que
corresponde um aumento de quase 19 vezes na atividade quando sob luz
UV. Por fim, o complexo Cu(S-hyd)(phen) que ja havia apresentado
uma das melhores reatividades ao abrigo da luz, mostrou-se ser 0 menos
estimulado pela luz UV, pois com um kgps de 5,46 + 0,85 h™ 0 aumento
da atividade sob luz UV foi de apenas 6 vezes.

Como os quatro complexos de Cu(ll) mostraram resultados muito
semelhantes de fotoclivagem de DNA (conforme mostrados na se¢do
4.1.2.1), nenhuma tentativa para estabelecer a ordem de reatividade foi
realizada. Agora com 0s dados ensaios cinéticos é possivel observar que
ordem segue: Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen) < Cu(hyd)(bpy) <
Cu(hyd)(phen). Observa-se que sob luz UV a ordem de reatividade é
bem diferente da proposta para as reacfes ao abrigo da luz. Nesta, 0
complexo Cu(hyd)(bpy) era de longe o menos reativo, mas na
fotoclivagem ficou ordenado como o0 segundo mais reativo.
Curiosamente, os complexos com ligante S-hyd foram menos ativos na
fotoclivagem de DNA que os complexos com o ligante hyd. No entanto,
0 complexo de maior K, com mesmo ligante hidrazida-derivado (hyd ou
S-hyd), sempre foi 0 mais ativo: Cu(hyd)(bpy) < Cu(hyd)(phen) e Cu(S-
hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen).

Isto pode indicar dois aspectos: 1) as propriedades fotoquimicas
do ligante hyd devem ser diferentes das do ligante S-hyd, o que de
alguma forma facilita a geracdo de ROS e justifica a maior reatividade
dos complexos contendo hyd frente aos contendo S-hyd; e 2) quanto
maior a forca de ligagdo do complexo ao DNA, mais fortemente a
fotoclivagem deve ocorrer, pois quanto mais facilitada ¢ a ligacdo do
complexo ao DNA mais rapidamente as ROS geradas podem atuar sobre
a estrutura do acido nucléico. Este segundo aspecto é reforcado pelo
comportamento que os complexos com ligante phen apresentaram nas
secOes 4.1.1.5 e 4.1.2.3 que se refere aos ensaios com sequestradores de
ROS ao abrigo da luz e sob luz UV, respectivamente.

Quando observada a razdo entre a velocidade de fotoclivagem
com a clivagem de DNA, vemos que incremento variou de
aproximadamente 6 para 146 vezes. A ordem de sensibilidade a luz UV
foi: Cu(S-hyd)(phen) < Cu(hyd)(phen) < Cu(S-hyd)(bpy) < <
Cu(hyd)(bpy). Vé-se neste ordenamento um efeito contrario a todas as
ordens de reatividade propostas. Os complexos com ligante phen,
embora tenham sido mais reativos sob luz UV que seus analogos com
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ligantes bpy, foram proporcionalmente menos estimulados.
Provavelmente, isso ocorre porque 0s complexos com ligantes bpy
foram bem menos reativos que os complexos com ligante phen ao
abrigo da luz. Logo a razdo da fotoclivagem pela clivagem de DNA
resultou em ndmeros bem mais expressivos para 0s complexos cuja
clivagem de DNA ao abrigo de luz. Esse fato é facilmente observado
com o complexo Cu(hyd)(bpy). Embora sua atividade de fotoclivagem
de DNA tenha sido apenas 1,7 vezes menor que seu analogo
Cu(hyd)(phen) a diferenga na atividade de clivagem foi 17,7 vezes!
Excluindo o complexo Cu(hyd)(bpy) cujo aumento da atividade pela luz
UV pode ser sido despropositadamente inflacionada, todos os demais
complexos tiveram incrementos de atividade abaixo dos observados na
literatura. Bortolotto e colaboradores (2011), observaram que sob luz
UV a fotoclivagem do DNA pelos complexos [Cu(dox)(phen)]** e
[Cu(tc)(phen)]** foi de 39 e 37 vezes, respectivamente. Quando
comparados os valores de k, referentes a fotoclivagem de DNA, todos
o0s complexos encontram-se entre 10° a 10° M™ h™ o que se mostrou
compativel com os poucos exemplos da literatura (BORTOLOTTO et
al., 2011; CAVALETT et al., 2012).

Por fim, os ensaios cinéticos deixam claro que a exposi¢do a luz
UV estimula a atividade de todos os complexos testados e em particular
o complexo Cu(hyd)(bpy). O aumento da atividade em 146 vezes é
surpreendente e encoraja novos estudos. Como o mecanismo dos
complexos parece nao ter sido alterado pela luz UV, sugere-se que esta
estratégia de fotoexposicdo é muito adequada para impulsionar a
atividade de agentes sintéticos de clivagem de DNA para, a0 menos, 0s
guatro complexos aqui apresentados. No entanto, para cada nova
pequena molécula um estudo detalhado e comparativo entre clivagem e
fotoclivagem de DNA deve se realizado a fim de se garantir os
resultados desejados.

4.1.3 Clivagem de Oligonucleotideos

Apo0s a macica caracterizagdo da atividade dos complexos frente
ao DNA plasmidial uma investigacdo foi desenvolvida utilizando-se
como substrato de DNA um pequeno oligonucleotideo (Figura 19).
Dependendo de que forma ocorre a fragmentacdo do oligonucleotideo, é
possivel identificar e/ou sugerir a presenca de sitios especificos de
clivagem. Com isso é possivel verificar se os complexos possuem
alguma seletividade em termos de estrutura secundaria/sequéncia
nucleotidica do DNA. Como o DNA plasmidial é muito extenso para
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tais métodos, este deve ser substituido por uma curta sequéncia de DNA
gue seja capaz de trazer informacOes relevantes para a analise de
seletividade. Além disso, outros fatores relevantes em relacdo ao
mecanismo de clivagem (se oxidativo ou hidrolitico) também podem ser
analisados por este método, conforme discutido adiante.

Todos os quatro complexos de Cu(ll) foram desafiados a clivar e
fotoclivar um oligonucleotideo de 49-mer e os resultados séo
observados na figura 44. Observa-se que ao abrigo de luz, todos os
quatro complexos sdo capazes de promover a fragmentacdo do DNA em
regibes discretas, isto €, gerando fragmentos de massa regular e
distinguiveis no gel de poliacrilamida. Esses fragmentos sdo mais
evidentes com os complexos Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen), o que
era esperado visto que se mostraram 0s complexos mais reativos frente
ao DNA plasmidial nos ensaios dependentes de concentracdo (secdo
4.1.1.1) e cinéticos (4.1.1.7). Embora ndo se tenha observada uma
fragmentacdo disseminada ao longo de todo o oligonucleotideo, isto &,
em todas as posicdes, vé-se que nas regides de melhor resolucéo do gel
(entre os fragmentos terminados em G3 a C23) fragmentos em todas as
posicdes possiveis. Isto sugere que nenhum dos complexos possui
seletividade em termos de sequéncia nucleotidica. Além disso, todas
estas fragmentagdes ocorreram na regido de dupla-hélice de DNA e ndo
na regido de simples-fita (haipin loop, fragmentos terminados em T24 a
T28) indicando a preferéncia pela clivagem de sequéncias onde a ha a
formag&o de uma estrutura helecoidal tipica. 1sso concorda e da suporte
aos resultados observados anteriormente em relacdo aos ensaios com
bloqueadores de sulco (4.1.1.6), onde a clivagem de DNA pelos
complexos era dependente da existéncia dos sulcos maior e menor que
s6 ocorrem em funcdo da estrutura de dupla hélice de DNA.
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Figura 44. Clivagem do oligonucleotideo de 49-mer pelos complexos
Cu(hyd)(bpy) (1), Cu(hyd)(phen) (2), Cu(S-hyd)(bpy) (3) e Cu(S-hyd)(phen)
(4) ao abrigo da luz (A e C) e sob luz UV (B e D). A marcagdo “C” em cima das
figuras se refere ao controle sem a presenca dos complexos. A caixa em branco
na porgdo superior do gel faz referéncia a uma regido de dificil resolugdo
(separagdo dos fragmentos) compreendendo os nucleotideos C33 a A39. Os
nucleotideos em vermelho se referem ao nucleotideo terminal dos fragmentos
gerados pelo marcador A+G de Maxam-Gilbert. Os painéis C e D séo
ampliacGes de A e B, respectivamente, da regido contendo A4 a C23. Os sinais
“=” mostram os fragmentos que exibem as termina¢des 3’-fosfato (banda
superior) e 3’-fosfoglicolato (banda inferior).
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Outro resultado que chama muita atencdo é a presenca de bandas
duplas na regido que compreende os fragmentos terminados em C17 a
A4. Os fragmentos gerados pelos complexos possuem 0 mesmo padréo
de migracdo dos fragmentos contidos no marcador A+G de Maxam-
Gilbert. Estes sdo originados pelo tratamento com piperidina gerando
fragmentos de extremidades 3’-fosfato (MAXAM e GILBERT, 1977).
Deste modo, é possivel sugerir que os fragmentos gerados pelos
complexos testados também possuem extremidades 3’-fosfato, fato esse
observado para outros complexos na literatura (GONZALEZ-
ALVAREZ et al., 2003; HUMPHREYS et al., 2002; MASSOUD et al.,
2014; PITIE; BURROWS e MEUNIER, 2000). No entanto, a banda
“extra” de menor intensidade e que migra abaixo a banda
correspondente aos fragmentos com extremidade 3’-fosfato néo
corresponde a outro fragmento (com um nucleotideo a menos), mas sim
ao mesmo fragmento com outro tipo de extremidade. Uma destas
extremidades é a 3’-fosfoglicolato derivada da oxida¢do do C’4 da
desoxirribose do DNA (POGOZELSKI e TULLIUS, 1998), cuja
deteccdo pode ser realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida de
alta resolucdo. Neste caso, a banda referente a um fragmento cujo
terminal ¢é 3’-fosfoglicolato possui uma mobilidade -eletroforética
levemente maior que a correspondente contendo 3’-fosfato.
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Figura 45. Esquema mostrando a clivagem de DNA mediada pelo complexo
Fe(l1)-Bleomicina detalhando a oxidagdo em C’4 resultando na abertura do anel
da desoxirribose e decomposi¢do da pentose, resultando na fragmentacdo da
cadeia do DNA com extremidades 5’-fosfato e 3’-fosfoglicolato, bem como a
liberacdo de base-propenal.
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Na figura 45 vé-se um esquema demonstrando a geracdo de
fragmentos com terminais 3’-fosfoglicolato, mediado pela Fe(ll)-
Bleomicina na presenca de O,, derivados da decomposicdo da
desoxirribose. Com isso observa-se também a geracdo de outros
produtos como a base-propenal, cuja origem é exclusiva da oxidagdo em
C’4, tornando este produto um marcador especifico para este
mecanismo  oxidativo (ANGELE-MARTINEZ; GOODMAN e
BRUMAGHIM, 2014; JIANG et al., 2007; POGOZELSKI e TULLIUS,
1998). Como ndo foi verificada a geracdo de base-propenal pelos
complexos em estudo ndo se pode garantir que fragmentos de DNA com
terminais 3’-fosfoglicolato estdo sendo gerados. O outro terminal que
também pode ser observado por eletroforese em gel de poliacrilamida de
alta resolucdo ¢ o 3’-fosfoglicoaldeido. Fragmentos contendo terminais
3’-fosfoglicoaldeido possuem uma mobilidade eletroforética menor que
seus correspondentes 3’-fosfato (POGOZELSKI e TULLIUS, 1998;
SITLANI et al., 1992). Como a banda “extra” migra logo abaixo a
banda referente aos fragmentos com terminal 3’-fosfato, supdem-se que
a primeira possui uma aparente mobilidade eletroforética maior em
relacdo a segunda. Essa observacdo ndo corresponde com predito para
os fragmentos contendo terminais 3’-fosfoglicoaldeido. Além disso,
fragmentos contendo terminais 3’-fosfoglicoaldeido até entfo s6 foram
identificados em reacdes de fotoclivagem por complexos de Rh(lII)
(SITLANI et al., 1992).

Portanto, mesmo sem evidéncia de formagdo de base-propenal,
sugere-se aqui que os quatro complexos de Cu(ll) testados sdo capazes
de fragmentar o oligonucleotideo gerando tanto fragmentos com
terminais 3’-fosfato como 3’-fosfoglicolato. Estas evidéncias também
ddo suporte aos resultados observados anteriormente em relagcdo aos
sequestradores de ROS (4.1.1.5), pois os fragmentos com terminais 3’-
fosfoglicolato sdo oriundos da oxidagdo da desoxirribose e ndo da
hidrélise da ligacdo fosfodiéster, ou seja, reforcam a hip6tese que estes
complexos sdo, de fato, oxidativos.

Os ensaios de fotoclivagem (luz UV) revelaram resultados muito
semelhantes aos ja observados nas condigdes de clivagem (ao abrigo da
luz). Deve-se recordar, porém, que os ensaios de fotoclivagem foram
conduzidos num tempo de reagdo muito menor que 0s ensaios de
clivagem (5 min vs. 24 h) e mesmo assim observa-se a geracdo de
fragmentos no mesmo intervalo de sequéncia do oligonucleotideo (G3 a
C23). Entretanto, o controle da reacdo (sem complexo) apresentou uma
fragmentago mais acentuada sob luz UV do que ao abrigo da luz,
mostrando que a condi¢do de iluminacdo mesmo na auséncia dos
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complexos é suficiente para causar lesbes na estrutura do
oligonucleotideo. Este resultado é semelhante ao observado com todos
0s ensaios envolvendo o uso de DNA plasmidial, cujo controle sempre
apresenta mais fragmentacdo sob luz UV do que ao abrigo da luz.
Também foi observada a presenca de bandas duplas na regido de maior
resolucdo do gel e que, como extensamente discutido acima, devem ser
resultado da geragdo de fragmentos com terminais 3’-fosfoglicolato. No
entanto, nota-se uma menor intensidade nas bandas dos fragmentos, o
que indica menor quantidade de produto gerado. Este efeito sugere uma
menor atividade por parte dos complexos, mas levanta dois
guestionamentos: 1) esta menor atividade deve-se em fun¢do do curto
tempo de reacdo; e/ou 2) a exposicdo a luz UV leva a foto-oxidacdo do
marcador fluorescente fluorasceina, diminuindo a intensidade dos
fragmentos gerados. Em virtude destes questionamentos, novos ensaios
deverdo ser realizados utilizando outras estratégias a fim de se
verificarem apropriadamente como a fotoclivagem do oligonucleotideo
é mediado pelos complexos de Cu(ll) em estuodo.

4.1.4 Interacdo com o DNA
4.1.4.1 Desnaturagdo térmica de DNA

A presenca de pequenas moléculas ligadas ao DNA modifica o
perfil de desnaturacdo térmica deste &cido nucléico (Apéndice C). Neste
sentido, foi determinada a temperatura média de desnaturacdo do DNA
(Tm) na auséncia e na presenca dos complexos de Cu(ll) e a variacdo da
Tm (AT,) é apresentada na tabela 3.

Estes resultados sugerem que estes complexos sdo capazes de
interagir com o DNA, enrijecendo a estrutura dupla-hélice e dificultando
a desnaturagdo. Em comparacdo com os resultados exibidos pelos
complexos [Cu(dox)phen)]** e [Cu(tc)phen)]*, um AT, muito menor
foi obtido com os complexo de Cu(ll) testados. Embora ndo tenha sido
possivel estabelecer uma relagao/correlacdo (dados ndo mostrados) entre
AT e Ky, observa-se que ha uma tendéncia de que complexos com
menor Ky, tenham menor AT,
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Tabela 3. Comparagdo da variagdo da temperatura média de desnaturagdo do
DNA (AT,,) obtida para os complexos de Cu(ll) em estudo com suas constantes
intrinsecas de ligagdo do CT-DNA (Ky).

Complexo AT (°C) Ko (M)
Cu(hyd)(bpy) +0,4+0,.1 2,6 x 10°
Cu(hyd)(phen) +1,1+01 2,2 x 10"
Cu(S-hyd)(bpy) +0,6+0,1 6,7 x 10°
Cu(S-hyd)(phen) +0,9+0,1 5,1 x 10*
[Cu(dox)(phen)] +26 1,0 x 10°
[Cu(tc)phen)] +2,3 1,1x10°

- Tm € K, dos complexos [Cu(dox)phen)] e [Cu(tc)phen)] obtidos de Silva e
colaboradores (2011) e Bortolotto (2011).

4.1.4.2 Dicroismo circular

Por meio da espectroscopia de dicroismo circular (CD),
alteragdes na estrutura secundaria do DNA pelos complexos em estudo,
como o empilhamento de bases e a helicidade direita da dupla-fita,
foram ser verificadas. Os resultados dos ensaios encontram-se nas
figuras 46 e 47. A adicdo de concentragdes crescentes dos complexos ao
CT-DNA (100 uM) na razdo [Complexo]/[DNA] de 0,5 a 3,0 mostrou
novamente diferentes resultados dependendo do complexo analisado. Os
complexos com ligante bpy pouco afetaram as tipicas bandas do DNA
em 275 e 245 nm, mas induziram o aparecimento de uma banda nova na
regido entre 310 e 320 nm. Os complexos com ligante phen induziram
um forte hipercromismo da banda de 275 nm. Todos os complexos
foram capazes de provocar um deslocamento batocrémico na banda de
245 nm, enquanto somente os complexos com ligante S-hyd (Cu(S-
hyd)(bpy) e Cu(S-hyd)(phen)) também o fizeram para a banda em 275
nm. Estes resultados indicam que todos os complexos sdo capazes de
alterar a estrutura secundaria do DNA.

Os deslocamentos batocrdmicos observados sdo geralmente
relacionados a exposi¢do do acido nucléico ao solvente. Isto significa
que a interacdo entre os complexos e o DNA provoca alteracbes



134

estruturais que expdem o conteddo interno da dupla-hélice (as bases
nitrogenadas) ao meio, sem perda do empilhamento de bases ou
helicidade (sentido da hélice).

A nova banda na regido entre 310 e 320 nm observada pela
interacdo dos complexos Cu(hyd)(bpy) e Cu(S-hyd)(bpy) é geralmente
atribuida para um nao tipico tipo de interacdo com o DNA (BEROVA;
NAKANISHI e WOODY, 2000), sendo necessarias outras técnicas para
propriamente determina-la. O hipercromismo na banda de 275 nm
provocado pelos complexos Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen) é um
indicativo de estabilizacdo do empilhamento de bases, ou seja,
enrijecimento da estrutura helecoidal do DNA. Silva e colaboradores
(2011) relatam que os complexo [Cu(dox)(phen)]*" e [Cu(tc)(phen)]**
provocam tanto o hipercromismo na banda de 275 nm do DNA como
um leve hipercromismo na banda de 245 nm, o que ndo se assemelha
nem com o comportamento de intercalacdo, nem com o de ligacdo ao
sulco e sdo semelhantes aos encontrados com 0s complexos
Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen). Somado aos resultados anteriores de
inibicdo de clivagem de DNA por ligadores de sulcos, acredita-se que o
comportamento de interacdo com o DNA pelos complexos testados
neste trabalho deva ser do tipo ndo-intercalativo, mesmo alguns
(Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen)) provocando a estabilizagdo do
empilhamento de bases do DNA.
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Figura 46. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e presenca de
concentragdes crescentes dos complexos Cu(hyd)(bpy) (A) e Cu(hyd)(phen)
(B). Condic0es reacionais: [CT-DNA] = 200 pM; [Tampéo] = 10 mM de Tris-
HCI pH 7,4; [complexo] = 0 a 300 uM; Temperatura = 37 °C.
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Figura 47. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e presenca de
concentragcdes crescentes dos complexos Cu(S-hyd)(bpy) (A) e Cu(S-
hyd)(phen) (B). Condi¢des reacionais: [CT-DNA] = 200 uM; [Tampéo] = 10
mM de Tris-HCI pH 7,4; [complexo] = 0 a 300 uM; Temperatura = 37 °C.

4.2 COMPLEXOS BINUCLEARES DE FE(I11)ZN(II)
4.2.1 Clivagem de DNA plasmidial

4.2.1.1 Efeito da concentragdo dos complexos
/

A atividade dos complexos FeZnLP1l e FezZnLP2 frente a
clivagem de DNA plasmidial foi inicialmente verificada em termos de
concentragdo dos complexos em um longo periodo de reacdo (16 h) a 37
°C. Nestas condi¢fes ambos os complexos mostraram-se capazes de
clivar o DNA plasmidial utilizado somente em concentracdes menores
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gue 10 uM (dados ndo mostrados). O uso de concentracBes acima de 10
MM induziu a precipitacdo do DNA impedindo a apropriada avaliagdo
da clivagem. Por esse motivo 0s demais experimentos a serem
apresentados ndo utilizaram mais que 10 uM de complexo por reag&o.
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Figura 48. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FeZnLP2 (B) em diferentes concentrac@es e em comparagéo ao complexo
FeZnOH de Peralta e colaboradores (2010). CondicGes reacionais: [DNA] = 330
ng, ~ 25 uM; [Tampéo] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 0,5 a 10 pM;
Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Resultados expressos
como média * desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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Ambos os complexos foram capazes de clivar o DNA de modo
concentragdo-dependente, ou seja, & medida que a concentragdo do
complexo aumenta no meio reacional aumenta também sua capacidade
de clivagem de DNA. Entretanto, concentra¢des maiores que 10 uM
levaram a precipitacio do DNA nas reacdes, inviabilizando sua
utilizacdo (dados ndo mostrados). Os complexos mostram perfis
semelhantes de atividade até o momento que se utiliza 1 pM de
complexo (Figura 48). A partir da concentracdo de 2,5 UM observa-se
gue o complexo FeZnLP2 mostra uma maior atividade em relacdo a
FeZnLP1, pois foi capaz de gerar quebras-duplas promovendo o
aparecimento da forma linear (F 111, ~10%) do plasmidio, ao passo que
FeZnLP1 s6 terd comportamento semelhante com o dobro desta
concentracdo (5 uM). Este resultado é um indicativo somente, pois
somente 0s ensaios cinéticos podem dimensionar adequadamente a
ordem de reatividade destes complexos. Na maxima concentracdo
testada (10 pM), ambos os complexos foram capazes de clivar
completamente o DNA plasmidial, mas destaca-se 0 comportamento do
complexo FeZnLP2 que converte 0 DNA em cerca de 50% na sua forma
linear.

Quando comparados os resultados obtidos com os complexos
FeZnLP1 e FeZnLP2 com os obtidos com o complexo modelo FeZnOH
vé-se claramente o grande aumento na atividade destes complexos, no
que se refere a clivagem de DNA, pois: 30 uM de FeZnOH gera ~10%
de DNA clivado (na forma de DNA circular aberto) (PERALTA et al.,
2010a) enquanto os complexos FeZnLP1l ou FeZnLP2 numa
concentracdo até 3x menor (10 uM), sdo capazes de clivar
completamente o DNA plasmidial sob semelhantes condictes
reacionais. Esta maior reatividade pode ser explicada pela maior grande
afinidade do grupo pireno ao DNA (WOLFE; SHIMER e MEEHAN,
1987), o que facilita a formacdo do sistema complexo-DNA. Outros
exemplos na literatura vém demonstrando que a incorporacgao de grupos
intercalantes em ligantes parece ser uma interessante alternativa para
aumentar a eficiéncia de complexos de metais em termos de catéalise
(CHEN et al.,, 2009; CHEN et al., 2007; CHEN et al., 2008b).
Entretanto, alguns exemplos mostram que nem sempre esta estratégia
tem efeito positivo (TSENG e BURSTYN, 2008), sendo necessaria uma
profunda andlise de sua utilizaco em cada caso (complexo).
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4.2.1.2 Efeitodo pH

O pH do meio reacional é um dos fatores que mais influencia a
clivagem de DNA mediada por um complexo cujo mecanismo &
hidrolitico (CAMARGO et al., 2010b; CAMARGO et al., 2010d;
MASSOUD et al., 2014; OSORIO et al., 2012; PARRILHA et al., 2008;
REY et al, 2009; XAVIER et al.,, 2009). Por serem FeZnLP1l e
FeZnLP2 derivados do complexo FeZnOH que cliva o DNA por um
mecanismo hidrolitico (PERALTA et al., 2010a), procurou-se analisar a
atividade dos complexos em funcdo do pH do meio reacional (Figura
49). A atividade de ambos os complexos mostrou uma grande
dependéncia a variacdo do pH, seguindo um perfil de sino com o étimo
reacional em pH 7,0. Este comportamento concorda com o observado
para a hidrélise do éster de fosfato 2,4-BDNPP (2,4-bis-dinitrofenol-
fosfato) que é usado como mimético da ligacdo fosfodiéster
(CAMARGO, 2013).



140

100

80 E
60 E

40

ol S ;

DNA clivado (F Il + F IIl, %)

FlIl —

Flll—

60

DNA clivado (F Il + F IIl, %)
5

h

mTn

!

Figura 49. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FezZnLP2 (B) em diferentes pHs. CondicGes reacionais: [DNA] = 330 ng,
~ 25 pM; [Tampdo] = MES (10 mM, pH 6,0 e 6,5)/HEPES (10 mM, pH 7,0 e
7,5)ICHES (10 mM, pH 8,0 e 9,0); [complexo] = 5 uM; Temperatura = 37 °C;
Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Resultados expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes.

Estes resultados sugerem entdo que o mecanismo de clivagem de
DNA pode seguir o mesmo utilizado na hidrélise do 2,4-BDNPP (Figura
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50). Neste caso, uma molécula de agua ligada ao Fe(lll) sofre uma
deprotonacdo e o ion hidrdxido gerado promove um ataque nucleofilico
a ligacdo fosfodiéster do DNA. Embora os ensaios com sequestradores
de ROS sejam os que melhores fornecem evidéncias para a
determinacdo do mecanismo de clivagem é valido lembrar que
complexos com mecanismo hidrolitico sofrem grande alteragdo da
atividade com a variacdo do pH, pois altera a formacéo das espécies que
atuam na catalise (por exemplo, formacdo do nucledfilo). Isto reforca
ainda mais a proposicdo de que os complexos FeZnLPl e FeZnLP2
clivam o DNA hidroliticamente, pois pequenas variacbes no pH
influenciam diretamente na atividade dos complexos.
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Figura 50. Proposta do mecanismo de hidrdlise do 2,4-BDNPP pelo complexo
FeZnLP1. Na primeira etapa o substrato coordena-se ao centro de Zn(Il) pelo
deslocamento de uma molécula de dgua. Em seguida o ion hidroxido presente
no centro de Fe(lll) atua como nucledfilo, atacando o atomo de fésforo do
substrato, ocorrendo entdo a clivagem da ligagdo fosfodiéster e a conseqliente
liberagdo do 2,4-dinitrofenolato. O monoéster, 2,4-dinitrofenilfosfato,
permanece coordenado ao complexo, podendo ser deslocado pela presenca de
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excesso do substrato 2,4-BDNPP, reiniciando o processo catalitico. Retirado de
Camargo (2013).

4.2.1.3 Efeito dos ligantes e dos metais isolados

Devido a falta de solubilidade dos ligantes em solventes
compativeis com o DNA, como DMSO, acetonitrila ou
dimetilformamida, os ensaios que visam verificar se os ligantes dos
complexos possuem capacidade propria de clivagem de DNA néo foram
realizados. Por isso, os ensaios foram realizados somente com o0s sais
dos metais, no caso ZnSO,4 e FeSO, (Figura 51). Nenhum dos metais
gue pertencem aos complexos em estudo apresentou atividade
isoladamente quando comparados aos respectivos complexos. Isto que
sugere que a atividade dos complexos é de fato proveniente da formagédo
de um complexo em solugdo ao passo que também indica que no meio
reacional o complexo mantém-se estavel.
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Figura 51. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelos complexos FeZnLP1 e
FeZnLP2 em comparagdo com FeSO, e ZnSO,. Condicdes reacionais: [DNA] =
330 ng, ~ 25 uM; [Tampéo] = HEPES (10 mM, pH 7,4); [complexo ou o sal] =
5 uM; Temperatura = 37°C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Resultados
expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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4.2.1.4 Efeito da forca idnica

Como citado anteriormente, as interagdes eletrostaticas podem ser
um dos mecanismos pelo qual ocorre a interacdo entre pequenas
moléculas e o DNA. Levando em consideragdo que as ligacdes
fosfodiéster no DNA encontram-se negativamente carregadas nas
condicdes reacionais que foram utilizadas ao longo deste trabalho
(DOMINGOS et al., 2003; WESTHEIMER, 1987), é plausivel sugerir
que as interacBes eletrostaticas entre 0 DNA e 0 meio possam em
alguma extensdo contribuir com a ligacdo e consequente clivagem de
DNA pelos complexos FeZnLP1 e FeZnLP2. Embora o grupo pireno
interaja com o DNA por um mecanismo intercalativo que nao é
dependente de efeitos de carga, o “brag¢o” (linker) de 1,4-butanodiamina
gue o prende ao ligante binucleante deve se encontrar parcialmente
desprotonado em pH 7,0 (CAMARGO, 2013) contribuindo para
existéncia de interacGes ibnicas entre complexo e DNA.

Conforme os resultados apresentados nas figuras 52 e 53, ambos
0s complexos tiveram sua atividade fortemente inibida pela adicdo
crescente de NaCl. O mesmo ocorre quando o NacCl foi substituido por
NaClO,. Como a atividade dos complexos foi afetada na mesma
proporcao tanto por NaCl quanto por NaClO,4, pode-se sugerir que o
efeito dos fons Na* no meio reacional apresenta um papel muito mais
determinante na atividade dos complexos que os ions CI'/CIO,". Os ions
de Na' tendem a estabilizar a conformagio do DNA, reduzindo a
repulsdo dos grupos fosfato carregados negativamente, tornando o DNA
“mais rigido” (HAGERMAN, 1988). Segundo 0 mecanismo proposto
por Camargo (2013) para a hidrolise do 2,4-BDNPP (e, de maneira
analoga, a ligacdo fosfodiéster do DNA) (figura 50), a amina carregada
no braco de 1,4-butanodiamina contribui positivamente para a
estabilizacdo do grupo fosfato no ciclo catalitico. O aumento da
concentracdo de ions de Na™ deve diminuir a interagdo do complexo ao
fosfato dificultando o processo de catalise, o que é plenamente
observado nos resultados descritos nesta secdo. Isto sugere, mais uma
vez, que a atividade de clivagem de DNA deve seguir 0 mecanismo de
hidrélise do 2,4-BDNPP concordando com o ja observado para o
complexo FeZnOH de Peralta e colaboradores (2011).
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Figura 52. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo FeZnLP1 em
funcdo de diferentes concentracbes de NaCl (A) e NaClO, (B). Condicbes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampédo] = HEPES (10 mM, pH 7,0);
[complexo] = 5 puM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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Figura 53. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelo complexo FeZnLP2 em
funcdo de diferentes concentragcbes de NaCl (A) e NaClO, (B). CondicGes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampéo] = HEPES (10 mM, pH 7,0);
[complexo] =5 pM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
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Resultados expressos como média = desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

4.2.1.5 Efeito dos sequestradores de ROS

Quando os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 foram desafiados a
clivar o DNA plasmidial na presenca de sequestradores de ROS, mais
uma vez se observam evidéncias que levam a um mecanismo hidrolitico
(Figura 54), pois nenhum inibidor foi capaz de prevenir a clivagem de
DNA mediada pelos complexos. Todos os resultados obtidos até aqui
sugerem que os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 embora sejam muito
mais reativos que o complexo modelo FeZnOH, seu mecanismo de
hidrolise de DNA néo foi alterado. Este efeito é muito significante, pois
reforca a validade da proposta levantada por estes complexos: aumento
da atividade sem que mecanismo seja afetado.
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Figura 54. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FezZnLP2 (B) na presenca de diferentes inibidores de ROS. Condigdes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pM; [Tampé&o] = HEPES (10 mM, pH 7,0);
[complexo] = 5 uM; [DMSO] = 2 M; [SOD] = 20 unidades; [KI] = 0,5 mM;
[NaN;] = 0,5 mM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
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Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

4.2.1.6 Efeito dos bloqueadores de sulco

Para determinar se ha dependéncia pela interacdo via sulcos de
DNA, os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 tiveram sua atividade frente
ao DNA testada na presenca do bloqueador de sulco menor, netropsina,
e do sulco maior, verde de metila. Os resultados obtidos nos ensaios sdo
apresentados na figura 55. Ambos os bloqueadores mostraram a
capacidade de parcialmente inibir a clivagem de DNA mediada pelos
dois complexos, porém a netropsina mostrou-se mais eficaz em prevenir
0 processo de clivagem. Estes resultados sugerem que os complexos
possuem uma preferéncia pela interagdo com o sulco menor, o que ja foi
observada com complexos com semelhantes ligantes (CAMARGO et
al., 2010a; CAMARGO et al., 2010c). Curiosamente, o complexo
FeZnOH nao exibiu um resultado de facil intepretagdo, pois a presenca
do blogueador de sulco menor distamicina aumentava a atividade do
complexo (PERALTA et al., 2010a). A ligacéo da distamicina ao sulco
menor pode criar distorcGes na molécula de DNA que permitem uma
melhor interacdo do complexo ao acido nucléico (FERRER et al., 2004;
THOMAS et al., 2003).
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Figura 55. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos FeZnLP1
(A) e FeZnLP2 (B) na presenca dos diferentes inibidores de sulcos do DNA,
netropsina (Net) ou verde de metila (VM). CondicGes reacionais: [DNA] = 330
ng, ~ 25 UM; [Tampéo] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 5 uM; [Net]
ou [VM] = 50 pM; Temperatura = 37 °C; Tempo = 16 horas ao abrigo de luz.
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Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

4.2.1.7 Ensaios cinéticos

Finalmente, o perfil cinético da clivagem de DNA pelos
complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 foi determinado pelo desaparecimento
de forma superenovelada do DNA plasmidial (F I) em funcdo do tempo.
Tratando os dados como uma cinética de pseudo-primeira-ordem, onde
ha um excesso de catalisador em relacdo ao substrato, a constante
observada de clivagem de DNA (Kqps) € 0 tempo de meia-vida (ty;) de F
| foram estimados e sumarizados na tabela 4. Nesta constam também os
dados referentes ao perfil cinético do complexo Fe"'-(u-OH)zZn"LAld
(doravante FeZnAld) no qual LAId é o ligante derivante de LP1 e LP2,
mas ndo possui nem o(s) grupo(s) pireno(s) nem o brago de 1,4-
diaminobutano. Embora os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 tenham
sido originados do complexo FeZnOH, a sintese dos ligantes LP1 e LP2
sdo derivados do ligante LAld que é uma adaptacdo do ligante LH.
Portanto, € mais crivel comparar os dados obtidos com os complexos
FeZnLP1 e FeZnLP2 com o complexo FeZnAld do que com o complexo
FeZnOH.

Tabela 4. Constante observada de clivagem de DNA (Kops), tempo de meia-vida
da forma superenovelada do DNA (ty,) e fator de incremento da atividade vs
FeZnAld obtida com complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 nos ensaios cinéticos.

Complexo Kobs (h™) tu (h) %
FeZnAld 0,019 ~36,3 1,0

FeZnLP1 0,215 ~3,2 11,3

FezZnLP2 0,355 ~1,9 18,6

- Condigdes reacionais dos complexos de Fe(l11)Zn(11) em estudo: [DNA] = 330
ng, ~ 25 pM; [Tampdo] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 5 uM,;
Temperatura = 37 °C; Tempo = até 8 horas.

Em ensaios de Unica concentragdo e tempo de reagdo, resultados
semelhantes foram obtidos com FeZnOH e FeZnAld. No entanto, os
resultados cinéticos mostraram diferencas significativas entre eles. Sob
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as mesmas condic@es reacionais ([DNA] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampao]
= HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 5 uM; Temperatura = 37 °C)
0 complexo FeZnOH cliva o DNA plasmidial com um ko,s de 0,004 ht
enquanto o complexo FeZnAld atinge um kgps de 0,019 h?. Quando
comparados a atividade dos complexos FeZnLP1 e FeZnLP2, observa-
se um grande incremento na sua atividade frente ao DNA. O complexo
FeZnLP1 mostrou ser 11,3 vezes mais ativo que o complexo FeZnAld,
enquanto para o complexo FeZnLP2 esse aumento de foi 18,6 vezes.
Quando se compara os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 entre si, vemos
um aumento de 1,6 vezes na atividade de FeZnLP2 vs FeZnLP1, ou seja,
corroborando os resultados anteriores que apontavam FeZnLP2 como
mais reativo que FeZnLP1.

Num primeiro momento pode-se inferir que adigdo de um ou dois
grupos pirenos é a Unica responsavel pelo grande aumento de atividade
dos complexos de Fe(lll)Zn(ll). No entanto, ndo se pode deixar de
destacar que o brago de 1,4-diaminobutano presente nos ligantes LP1 e
LP2 (e ndo em LAId) deve possuir um grande papel na interacdo dos
complexos com o DNA por interacdes eletrostaticas, conforme visto na
secdo 4.2.1.4. Um estudo visando verificar o efeito somente do brago
“carregado” com diferentes tamanhos de cadeia esta sendo executado no
momento a fim de melhor definir com qual extenséo é essa contribuigdo
na atividade dos complexos contendo pireno. Entretanto, é inegavel que
sO a presenca dos grupos pireno ja deve ser capaz de aumentar a
atividade dos complexos, pois foi notorio que o complexo que possui
dois grupos pireno mostrou-se mais reativo (1,65 vezes) que aquele que
possui somente um grupo. Devido a curta distancia entre 0s grupos
pirenos, pouco se acredita na possibilidade de bis-intercalacdo, onde as
cada uma das duas moléculas de pireno interage em regides diferentes
da dupla-hélice. Sugere-se, portanto, que as interacdes intramoleculares
pireno-pireno que devem ocorrer dentro do complexo FeZnLP2 criem
um ambiente mais hidrofébico permitindo ao nucledfilo uma liberdade
maior para fazer o ataque a ligacdo fosfodiéster, justificando sua maior
atividade frente & FeZnLPl. Este mesmo principio também foi
observado na hidrélise do 2,4-BDNPP, que ndo apresenta qualquer
possibilidade de interacdo por intercalacdo, 0 que concorda com esta
hipétese.

4.2.2 Clivagem de Oligonucleotideos

Da mesma forma que com os complexos de Cu(ll) testados, o0s
trés complexos de Fe(ll)zZn(ll) foram desafiados a clivar um
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oligonucleotideo (Figura 19) a fim de se verificar como a presenca dos
grupos pireno influencia o padrdo de fragmentacdo em termos de
estrutura secundéria/sequéncia nucleotidica. Diferentes condices
reacionais foram tentadas em termos de temperatura e tempo de reacao e
mesmo com elevadas concentragfes de complexo, mas ndo foi
observada fragmentacdo do oligonucleotideo por nenhum dos trés
complexos de Fe(lll)Zn(Il) testados. Mancin e colaboradores (2005)
compilam alguns exemplos da literatura que sédo capazes de clivar DNA
plasmidial com grande eficiéncia, mas ndo apresentam atividade frente a
formas de DNA lineares como os oligonucleotideos. Por razbes
macroestruturais, o DNA plasmidial na forma superenovelada facilita a
atividade de alguns complexos (SCHNAITH; HANSON e QUE, 1994),
enquanto formas de DNA lineares e principalmente curtas dificultam o
processo de reconhecimento e hidrdlise de suas ligacbes fosfodiéster
(LIU et al., 2002).

4.2.3 Footprinting de DNA por DNAse |

Uma vez que ndo foi possivel observar a fragmentacdo do
oligonucleotideo, outra abordagem foi utilizada identificar os sitios de
ligagdo dos complexos de Fe(111)Zn(11) ao DNA: o footprinting de DNA
por DNAse I. Embora utilizada com muita frequéncia para pequenas
moléculas organicas (BAILLY et al., 2005), exemplos com o emprego
desta técnica para determinar o sitio de ligacdo de complexos metalicos
ao DNA ja foram relatados (CHVALOVA et al., 2006; KIKUTA; AOKI
e KIMURA, 2002; KIKUTA et al., 1999; KUWAHARA e SUGIURA,
1988; RUBA; HART e BARTON, 2004; WARD; SKOROBOGATY e
DABROWIAK, 1986).

De modo geral, os ensaios relevaram que os trés complexos de
Fe(111)Zn(11) protegem o oligonucleotideo da clivagem pela DNAse | de
modos distintos (Figura 56). A titulagdo com complexo FezZnAld
mostrou uma forte protecdo na regido que vai de T9 a Al2 (sitio A,
TTAA). Duas outras regides mostraram uma leve atenuagdo da
clivagem pela DNAse |: C16-C17 (sitio B) e C23-T24 (sitio C). Nas
demais regides ao longo da sequéncia do oligonucletideo nenhuma
protecdo & clivagem foi concretamente evidenciada. Estes resultados
sugerem que os sitios de ligagdo deste complexo ao DNA devem estar
situados nessas posicdes (nucleotideos) citados, sendo o sitio A o de
possivel maior afinidade, pois é o mais fortemente protegido. Vé-se com
isso que o complexo FeZnAld parece possuir uma certa especificidade
por regibes ricas em AT. Essa hipotese é reforcada, pois dentre os
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possiveis trés sitios citados, o sitio A é o Unico contendo quatro
nucleotideos, ou seja, uma extensdo de interacdo bem maior que a
sugerida aos sitios B e C.

A titulagdo com o complexo FeZnLP1l exibe um comportamento
semelhante ao observado com o complexo FeZnAld, mas também ganha
novas propriedades. Este complexo protege além dos quatro
nucleotideos do sitio A (TTAA) um quinto nucleotideo: T13. Com isso,
sugere-se que o sitio A de ligacdo do complexo FeZnLP1 é uma versao
“estendida” do sitio A de FeZnAld (sitio A+T13; TTAAT). Além disso,
nota-se que a protecdo deste sitio ocorre numa concentracdo de
complexo muito menor com FeZnLP1 do que com FeZnAld. A protecéao
em A12, por exemplo, que ocorre com 30 uM de FeZnAld é semelhante
a que ocorre com apenas 10 UM de FeZnLP1. Este comportamento deve
estar associado a diferente afinidade pelo DNA que os complexos
possuem, onde FeZnAld deve ter menor afinidade que FeZnLP1. Além
dos sitios A+T13, B e C, vé-se um quarto ponto de protecdo que
compreende a regido contendo os nucleotideos T41-A42 e A44 (sitio D).
O sitio D possui nucleotideos complementares ao sitio A, o que reforca
a sugestdo de que estes complexos interagem com preferéncia a sitios
ricos em AT e praticamente confirma que a regido de ligacdo do
complexo FeZnLP1 (ao menos) deve ocorrer em torno da regido de
hibridizacdo entre os sitios A/D.
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Figura 56. Footprinting por DNAse | do oligonucleotideo de 49-mer titulado
com complexos. FeZnAld, FeZnLP1 e FeZnLP2. Os nucleotideos em preto se
referem aos sitios de clivagem da DNAse |, enquanto os em vermelho séo os

sitios protegidos pelos complexos.

Quando se verifica os resultados obtidos com o complexo
FeZnLP2, vé-se ndo somente todos 0s mesmos sitios de protegdo
observados com os complexos FeZnLP1 e FeZnAld, bem como um
outro sitio estendido: o sitio E, que é a extensdo do sitio B somado aos
nucleotideos G15 e G18-C20. E possivel observar que o sitio B
encontra-se na regido oposta a que contém o nucleotideo C33 que €
aparentemente mais protegido por FezZnLP2 que por FeZnLP2.
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Infelizmente a DNAse | ndo possui sitios de clivagem préximos a regido
gue compreende G29-A39, sendo ndo cauteloso sugerir um outro sitio
hibridizado além do sitio A/D.

Quanto a afinidade aparente, ndo se vé grandes diferencas entre
as protecdo exibidas por FeZnLP1 e FeZnLP2 ao menos nos sitios
considerados de maior afinidade (sitio A/D). Segundo Carmargo (2013)
0 Ky, estimado para CT-DNA para os complexos FeZnLP1 e FezZnLP2 ¢
de 2,4 e 10° e 1,2 x 10° M™, respectivamente, mostrando que o
complexo FeZnLP2 tem maior afinidade pelo DNA (aoc menos CT-
DNA) que FeZnLP1. Esta maior afinidade exibida por FeZnLP2 néo
deve ser a Unica responsavel por propiciar a expansao do sitio B. Essa
expansdo pode estar ligada ao aumento do dimenséo da molécula. Este
efeito é observado nos estudos com derivados de Fe(l)EDTA
conjugados a uma molécula de afinidade ao DNA (Figura 57).

Neste caso em especifico a molécula é dotada de dois
componentes de diferentes funcGes: 1) a porgdo de EDTA, que serve
para formacdo do centro de Fe(ll) e geracdo das ROS que fragmentam o
DNA; 2) a molécula que interage especificamente ao DNA. O primeiro
“prototipo” foi o Fe(INEDTA-Distamicina cuja extensdo da interacdo é
entre 3 e 4 nucleotideos (SCHULTZ; TAYLOR e DERVAN, 1982). O
segundo complexo é de um pentapeptideo N-metilpirrdlico ligado ao
Fe(INEDTA, que demostrou ndo somente mais eficiéncia na clivagem
como maior extensdo de ligacdo: 6 nucleotideos (SCHULTZ e
DERVAN, 1983b). Numa abordagem posterior, duas moléculas de
distamicina foram unidas entre si e conjugadas ao Fe(I)EDTA, gerando
um complexo capaz de interagir com até 8 nucleotideos (SCHULTZ e
DERVAN, 1983a). Por fim, quando um peptideo sintético formado por
um trimero de tetra-N-metilpirrolcarboxiamida ligados pelo aminoacido
B-alanina foi conjugado ao Fe(I)EDTA, uma interacdo de até 16
nucleotideos foi conseguida (YOUNGQUIST e DERVAN, 1987). Estes
exemplos demostraram que quanto maior a dimenséo da molécula, mais
expandido é o sitio de interacdo e mais pontos de clivagem podem ser
alcangados pelo centro de Fe(ll) ligado ao EDTA. Esta estratégia ainda
encontra-se em evolucdo dando origem as chamadas “poliamidas de
Dervan” (DERVAN, 2001).
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Figura 57. Representacdo estrutural dos complexos derivados de Fe(II)EDTA
conjugados a moléculas de afinidade pelo DNA: o Fe(ll)EDTA-Distamicina
(A), penta-N-metilpirrolcarboximida-Fe(I)EDTA  (B), Bis(Distamicina-
Fe(INEDTA) (C) e P4;E-M(IINEDTA (D), onde P4;E ¢é o peptideo artificial
formado por um trimero de tetra-N-metilpirrolcarboxiamida ligados por f-
alanina. Adaptado de: Schultz e Dervan (1983b), Schultz e Dervan (1983a),
Hertzberg e Dervan (1982) e Youngquist e Dervan (1987).

Baseando-se neste modelo é possivel imaginar que a presenca dos
grupos pireno na estrutura de FeZnLP1 e FeZnLP2 aumenta o volume
espacial do complexo, permitindo com que mais pontos de interacdo
ocorram dentro de um mesmo sitio. Isto explicaria 0 comportamento da
expansdo dos sitios A e B, primeiro por FeZnLP1 e segundo para
FeZnLP2. Na figura 58 vé-se um esquema geral das posi¢cdes protegidas
por cada complexo de Fe(l11)Zn(I1) testado.
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A B C.
FeznAld 5 ~F-CCGATTATTTAATCGCCGGCCGC TT
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Figura 58. Representagdo esquematica dos sitios de clivagem de DNAse |
protegidos (nucleotideos em vermelho) que indicam os possiveis sitios de
interacdo dos complexos FeZnLAld, FeZnLP1 e FeZnLP2.

4.2.4 Interagdo com DNA
4.24.1 Desnaturagdo térmica de DNA

A presenca de pequenas moléculas ligadas a0 DNA maodifica o
perfil de desnaturacdo térmica deste acido nucléico (Apéndice D). Neste
sentido, foi determinada a temperatura média de desnaturacdo do DNA
(Tm) na auséncia e na presenca dos complexos de de Fe(I1)Zn(ll) e a
variagdo da T, (AT, € apresentada na tabela 5.

Tabela 5. Comparagdo da variagdo da temperatura média de deshaturagdo do
DNA (AT,,) obtida para os complexos de Cu(ll) em estudo com suas constantes
intrinsecas de ligagcdo do CT-DNA (Ky).

Complexo AT (°C) Ky (MY
FeZnLP1 +5,7+£0,2 2,4 x 10°
FeZnLP2 +7,7+0,3 1,2 x 10°
Netropsina +15,3 8,8 x 10°

- K, dos complexos de FeZnLP1 e FeZnLP2 obtidos de Camargo (2013) e da
netropsina obtido de Prisecaru e colaboradores (2014).
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Os resultados observados sugerem que estes complexos séo
capazes de interagir com o0 DNA, enrijecendo a estrutura dupla-hélice e
dificultando sua desnaturacdo. Diferente do observado com o0s
complexos de Cu(ll) na se¢éo 4.1.4.1, os valores de AT, obtidos com 0s
complexos de Fe(llI)Zn(ll) s&o expressivamente maiores. HaA uma
tendéncia de que complexos com menor K tenham menor AT,,. Como a
obtencdo desse parametro é muito diversificada na literatura
(principalmente no que diz respeito a razdo [DNA]/[complexo]) fica
dificil estabelecer o quéo significativos sdo esses valores. Por isso, um
ensaio foi realizado nas mesmas condigdes dos complexos, mas
utilizando como referéncia a netropsina, cujo K, é estimado em 8,8 x
10° M (PRISECARU et al., 2014). Nessas condigdes a AT, da
netropsina foi de 15,3 °C, ou seja, quase 2 a 3 vezes maior que a obtida
com os complexos de Fe(lI)Zn(Il) e segue a tendéncia do K, das
moléculas testadas. E possivel sugerir entdo que os complexos FeZnLP1
e FeZnLP2 possuem uma grande capacidade de se ligarem ao DNA
embora de maneira ndo tdo pronunciada que a netropsina, por exemplo,
0 que ja era esperado em funcéo dos valores de K}, conhecidos.

4.2.4.2 Dicroismo circular

Por meio da espectroscopia de dicroismo circular (CD),
alteragdes na estrutura secundaria do DNA pelos complexos em estudo,
como o empilhamento de bases e a helicidade direita da dupla-fita,
foram ser verificadas. Os resultados dos ensaios ao abrigo de luz
encontram-se na figura 59. A adicdo de concentracdes crescentes dos
complexos ao CT-DNA (100 pM) na razdo [Complexo]/[DNA] de 0,1 a
0,5 mostrou-se semelhante para todos os complexos. Com 0 aumento da
concentracdo de complexo no meio, as tipicas bandas do DNA em 275 e
245 nm tiveram suas intensidades fortemente reduzidas. Ensaios
paralelos utilizando somente o solvente dos complexos ndo provocaram
esta alteracdo, demostrando, portanto ndo se tratar de um simples efeito
de diluigao.
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Figura 59. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e presenca de
concentragdes crescentes dos complexos FezZnAld (A), FezZnLP1 (B) e
FeZnLP2 (C). Condicdes reacionais: [CT-DNA] = 200 puM; [Tampé&o] = 10 mM
de HEPES pH 7,0; [complexo] = 0 a 60 uM; Temperatura = 37 °C.

Estes resultados indicam que todos os complexos sdo capazes de
alterar a estrutura secundaria do DNA de forma muito semelhante entre
si. A diminuicdo da intensidade das tipicas bandas do DNA em 275 e
245 nm segue o sentido oposto ao do observado por moléculas
tipicamente intercalantes, como o brometo de etideo (PARODI;
KENDALL e NICOLINI, 1975) ou azul de metileno (NORDEN e
TJERNELD, 1982). Analisando a resposta encontrada em cada banda
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vé-se que a ligacdo dos complexos tende a diminuir a helicidade direita
do DNA e o empilhamento de bases (BEROVA; NAKANISHI e
WOODY, 2000). Coincidentemente, este comportamento foi idéntico ao
de outros complexos na literatura cujo mecanismo de interacdo tende a
ser mais associado a ligagdo por sulco do que por
intercalacdo(DEHKORDI et al., 2011; DERAKHSHANKHAH et al.,
2012; FU et al., 2014; SHAHABADI e HEIDARI, 2014; SHAHABADI
et al., 2012). Embora fossem esperados resultados que apontassem para
um mecanismo intercalativo (por causa dos grupos pireno), estes
resultados concordam com os observados na se¢do 4.2.1.6 nos ensaios
com bloqueadores de sulco.

100
-o- FeZnAld

& FeZnLP1
-+ FeZnLP2

80+

60+

404

20+

Intensidade de Ay75nm

0

000 005 010 015 020 025 0.30

Complexo/DNA

Figura 60. Diminui¢do da intensidade da banda de 275 nm do CT-DNA medida
por dicroismo circular na presenga de diferentes razdes de complexo/DNA.

A mais aparente diferenga entre 0os complexos é que a diminuigao
da intensidade da banda em 275 nm, por exemplo, ocorre numa
concentracdo de complexo menor com FeZnLP1 e FeZnLP2 do que com
FeZnAld (Figura 60). Este comportamento deve estar associado a
diferente afinidade pelo DNA que os complexos possuem, onde
FeZnAld deve ter menor afinidade que FeZnLPl e FeZnLP2, o que
concorda com os resultados observados nos ensaios de Footprinting de
DNA por DNAse | (secdo 4.2.3) e desnaturacdo térmica de DNA (secdo
4.2.4.1).

Por fim estes resultados sugerem que todos os complexos de
Fe(11)Zn(I1) aqui testados sdo capazes de interagir com o DNA mudando
sua estrutura secundaria. Novos ensaios estdo sendo realizados no
momento por meio de Ressonancia Magnética Nuclear a fim de
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propriamente definir de qual modo a interacdo complexo-DNA esta
ocorrendo.
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5 CONCLUSOES
51 COMPLEXOS MONONUCLEARES DE Cu(ll)

Todos os quatro complexos foram capazes de clivar o DNA
plasmidial de modo concentracdo-dependente e com diferentes
eficiéncias. O complexo Cu(hyd)(bpy) mostrou-se ser o menos eficiente,
pois somente foi capaz de produzir quebras-simples no plasmidio,
enquanto os demais complexos foram capazes de produzir também
guebras duplas. Em condicGes de fotoclivagem, todos os foram capazes
de clivar extensivamente o0 DNA plasmidial de modo concentracao-
dependente. Nessas condi¢Oes todos 0s complexos mostraram-se muito
mais reativos que ao abrigo da luz, mostrando que a exposicao a luz UV
aumenta substancialmente a atividade dos complexos de Cu(ll).

Alteragbes no pH reacional ndo influenciaram na atividade dos
complexos. Nenhum dos componentes (ligantes ou centro de cobre) dos
complexos em estudo apresentou atividade isoladamente quando
comparados aos respectivos complexos, 0 que sugere que a atividade é
proveniente da natureza quimica do complexo: ligante-metal-ligante.

Todos os complexos tiveram sua atividade fortemente inibida pela
adicdo crescente de NaCl ou NaClO,4, mas os complexos que possuem
phen como ligante ainda sdo capazes de promover uma clivagem ao
DNA mesmo sob altissimas condic¢Ges salinas (0,5 M). Isso porque a
afinidade pelo DNA dos complexos com ligante phen é maior que 0s
com ligante bpy, podendo haver uma transposicdo a necessidade das
interacdes idnicas entre DNA e 0 meio.

A clivagem de DNA mediada pelos todos os complexos de Cu(ll)
deve ocorrer por um mecanismo oxidativo, mesmo que 0S
sequestradores de ROS pouco tenham inibido a atividade dos complexos
com o ligante phen. A forte ligacdo dos complexos contendo ligante
phen ao DNA deve dificultar a inibicdo da geracdo de ROS por parte
dos sequestradores. Este mesmo comportamento também foi observado
nos ensaios de fotoclivagem, o que reforga a hip6tese. Além disso, nos
ensaios de fotoclivagem, néo se observaram mudangas significativas nos
tipos de ROS geradas, sugerindo que a exposi¢do a luz UV ndo muda o
mecanismo de geracao de ROS, mas sim o amplifica.

Ambos o0s bloqueadores de sulco mostraram a capacidade de
parcialmente inibir a clivagem de DNA mediada pelos complexos. Estes
resultados sugerem que 0s complexos ndo possuem especificidade por
um dos sulcos de DNA, embora necessitem da interacdo por um deles,
para que o processo de clivagem do acido nucléico ocorra.
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Os ensaios cinéticos confirmaram a ordem de reatividade dos
complexos Cu(hyd)(bpy) << Cu(hyd)(phen) ~ Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(S-
hyd)(phen) que segue a ordem de afinidade pelo DNA. Com excecdo do
complexo Cu(hyd)(bpy) os demais mostraram-se tdo ou mais reativos do
qgue os melhores exemplos encontrados na literatura. A velocidade da
reacdo e a capacidade de provocar a morte celular em células tumorais
apresentou uma excelente correlacdo, sugerindo que a atividade
antitumoral destas moléculas deve ser proveniente da atividade de
clivagem de DNA.

Em condicBes de fotoclivagem, porém, a ordem de reatividade foi:
Cu(S-hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen) < Cu(hyd)(bpy) < Cu(hyd)(phen).
Curiosamente, os complexos com ligante S-hyd foram menos ativos na
fotoclivagem de DNA que os complexos com o ligante hyd. No entanto,
0 complexo de maior K, com mesmo ligante hidrazida-derivado (hyd ou
S-hyd), sempre foi 0 mais ativo: Cu(hyd)(bpy) < Cu(hyd)(phen) e Cu(S-
hyd)(bpy) < Cu(S-hyd)(phen).

Quando observada a razdo entre a velocidade de fotoclivagem com
a clivagem de DNA, vemos que incremento variou de aproximadamente
6 para 146 vezes. A ordem de sensibilidade a luz UV foi: Cu(S-
hyd)(phen) < Cu(hyd)(phen) < Cu(S-hyd)(bpy) < < Cu(hyd)(bpy). Os
complexos com ligantes bpy foram bem menos reativos que 0s
complexos com ligante phen ao abrigo da luz. Logo a razdo da
fotoclivagem pela clivagem de DNA resultou em nimeros bem mais
expressivos para 0s complexos cuja clivagem de DNA ao abrigo de luz.

Os ensaios de clivagem com o oligonucleotideo de 49-mer
mostraram que todos os complexos foram capazes de fragmenta-lo de
modo ndo especifico, ou seja, com eventos de corte ao longo de toda a
molécula de DNA. Os complexos com ligante phen mostraram 0s
melhores resultados ficou evidenciada a formacdo de fragmentos
contendo terminais 3’-fosfoglicolato, cuja formacao deve-se a processos
oxidativos. Isto reforca a hipdtese que estes complexos clivam o DNA
pela geracdo de ROS.

Os ensaios de interacdo sugerem que o comportamento de ligagéo
dos complexos ao DNA deva ser do tipo ndo-intercalativo, mesmo que
os complexos Cu(hyd)(phen) e Cu(S-hyd)(phen) provoquem a
estabilizacdo do empilhamento de bases do DNA. De modo geral, 0s
quatro complexos de Cu(ll) aqui testados mostram-se promissores
modelos para desenvolvimento de novos complexos com atividade
antitumoral ligada a clivagem de DNA. Além disso, mais uma vez o uso
de exposigdo a luz UV mostrou-se apta para aumentar a atividade dos
complexos, 0 que traz a discussdo um possivel uso como protoétipo a
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droga para terapia fotodindmica (PDT, do inglés, Photodynamic
Therapy).

52 COMPLEXOS BINUCLEARES DE Fe(lI1)Zn(ll)

Ambos os complexos foram capazes de clivar o DNA plasmidial
gerando ndo sO quebras-simples, bem como quebras-duplas, efeito ndo
observado para o complexo modelo FeZnOH e o complexo FeZnAld. A
variacdo do pH afeta fortemente a atividade de ambos os complexos e
concorda com a hidrélise do éster de fosfato 2,4-BDNPP, sugerindo que
0 mesmo mecanismo de hidrélise do éster modelo pode ser aplicado ao
DNA. Ao mesmo tempo, indica que 0 mecanismo de clivagem de DNA
deve ser hidrolitico o que era esperado, pois o complexo FeZnOH
apresentou 0 mecanismo semelhante.

Todos os complexos tiveram sua atividade fortemente inibida pela
adicéo crescente de NaCl ou NaClO,4. Segundo o mecanismo proposto
por Camargo (2013) para a hidrolise do 2,4-BDNPP (e, de maneira
analoga, a ligacdo fosfodiéster do DNA) a amina carregada no braco de
1,4-butanodiamina contribui positivamente para a estabilizacdo do
grupo fosfato no ciclo catalitico. O aumento da concentracdo de ions de
Na" deve diminuir a interagio do complexo ao fosfato dificultando o
processo de catélise.

Nenhum sequestrador de ROS foi capaz de inibir a atividade dos
complexos, novamente sugerindo um mecanismo predominantemente
hidrolitico Estes resultados combinados sugerem que embora oS
complexos FeZnLPl e FeZnLP2 sejam muito mais reativos que o
complexo modelo FeZnOH seu mecanismo de clivagem do DNA n&o
foi alterado.

Ambos os blogueadores de sulco mostraram a capacidade de
parcialmente inibir a clivagem de DNA mediada pelos complexos,
porém a netropsina mostrou-se mais eficaz em prevenir o processo de
clivagem. Estes resultados sugerem que 0s complexos possuem uma
preferéncia pela interacdo com o sulco menor e também reforca a
hip6tese de que os complexos possuem um mecanismo hidrolitico de
clivagem de DNA, pois a ligacdo ao sulco menor oferece melhor
posicionamento para o ataque nucleofilico das ligacGes fosfodiéster.

Os ensaios cinéticos revelaram que a introducdo de um dnico grupo
pireno levou ao aumento de mais de 11,3 vezes na atividade deste
complexo em comparacdo ao complexo modelo. J& a adicdo de dois
grupos pireno aumentou ainda mais esta atividade atingindo um
incremento de 18,6 vezes. Quando se compara 0s complexos FeZnLP1 e
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FeZnLP2 entre si, vemos um aumento de 1,65 vezes na atividade de
FeZnLP2 vs FeZnLP1, ou seja, corroborando os resultados anteriores
que apontavam FeZnLP2 como mais reativo que FeZnLP1.

Nao se pode deixar de destacar que o braco de 1,4-diaminobutano
presente nos ligantes LP1 e LP2 deve possuir um grande papel na
interacdo dos complexos com o DNA por interacBes eletrostaticas.
Entretanto, é inegavel que sé a presenca dos grupos pireno ja deve ser
capaz de aumentar a atividade dos complexos, pois foi notdrio que o
complexo que possui dois grupos pireno mostrou-se mais reativo (1,6
vezes) gque aguele que possui somente um grupo.

Devido a curta distancia entre 0s grupos pirenos, pouco se acredita
na possibilidade de bis-intercalacdo, onde as cada uma das duas
moléculas de pireno interage em regifes diferentes da dupla-hélice.
Sugere-se, portanto, que as interagcBes intramoleculares pireno-pireno
que devem ocorrer dentro do complexo FeZnLP2 criem um ambiente
mais hidrofébico permitindo ao nucleéfilo uma liberdade maior para
fazer o ataque & ligacdo fosfodiéster, justificando sua maior atividade
frente a FeZnLP1. Este mesmo principio também foi observado na
hidrélise do 2,4-BDNPP, que ndo apresenta qualquer possibilidade de
interacdo por intercalacdo, o que concorda com esta hipotese.

Nenhum dos complexos de Fe(l11)Zn(11) mostrou-se apto a clivar o
oligonucleotideo de 49-mer, mas ensaios de Footprinting por DNAse |
revelaram que os complexos tendem a ligar mais fortemente em regides
contendo sequéncias AT. Além disso, é possivel imaginar que a
presenca dos grupos pireno na estrutura de FeZnLPl e FeZnLP2
aumenta o volume espacial do complexo, permitindo com que mais
pontos de interagcdo ocorram dentro de um mesmo sitio

Todos os complexos de Fe(I)Zn(I1) aqui testados séo capazes de
interagir com o DNA mudando sua estrutura secundario, entretanto néo
foram observados indicios de interacdo por intercalacdo, o que era
esperado para os complexos que possuem grupos pireno. Novos ensaios
estdo sendo realizados no momento por meio de Ressonancia Magnética
Nuclear a fim de propriamente definir de qual modo a interacdo
complexo-DNA esté ocorrendo.

De modo geral, o incremento substancial da atividade dos
complexos pireno modificados ratifica a hipétese de que a introducédo de
grupos que se ligam ao DNA é uma vidvel estratégia para potencializar
a acdo de agentes artificiais de clivagem de DNA. Deve-se salientar,
entretanto, que estudos devem ser conduzidos caso a caso para
determinar se a modificagdo com pireno pode modificar 0 mecanismo
original de clivagem mediado pelo complexo, o0 que ndo ocorreu com 0s
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complexos de Fe(lIDZn(Il) analisados, mas que pode ocorrer com
complexos de diferentes naturezas quimicas.
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PERSPECTIVAS

. Caracterizar a atividade dos complexos estudados frente a
diferentes substratos de DNA linear de simples-fita e dupla-fita,
mas com alta massa molecular, como por exemplo, DNA de
fagos e cromossomos inteiros.

o Determinar as constantes termodindmicas e cinéticas da
ligacio ao DNA pelos complexos analisados utilizando,
respectivamente, Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC, do
inglés, Isothermal Calorimetry Titration) e Ressonancia
Plasmonica de Superficie (SPR, do inglés, Surface Plasmon
Ressonance).

o Utilizar uma metodologia mais robusta e direta para o
entendimento da ligacdo dos complexos estudados com o0 DNA,
por meio de Ressonancia Magnética Nuclear ou Cristalografia de
Raios-X.

. Verificar por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS, do inglés, Liquid
Cromatography Mass Spectrometry) produtos de oxidacdo do
DNA gerados pelo tratamento com os complexos de cobre(11).

. Realizar uma extensa caracterizacdo das propriedades
fotoquimicas e fotofisicas dos complexos de cobre(ll) que
auxiliem no entendimento de sua foto-estimulacdo em termos de
clivagem de DNA.

. Utilizar outros oligonucleotideos de maior tamanho (em
pares de base), com diferentes sequéncias e outras enzimas que
hidrolisam DNA (exonuclease Ill, Benzonase, DNAse II, entre
outras) para verificar com mais clareza os sitios preferenciais de
ligacdo dos complexos de Fe(l11)Zn(11) ao DNA.
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APENDICE A

Estrutura determinada por cristalografia de raios-X dos complexos
Cu(hyd)(bpy) (A), Cu(hyd)(phen) (B) e Cu(S-hyd)(phen) (C). Adaptado de
Silva e colaboradores (2014).
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APENDICE B

Estrutura determinada por cristalografia de raios-X do complexo FeZnOH.
Adaptado de Neves e colaboradores (2007).
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APENDICE C

1.04

e CT-DNA
S 0.8 m  Cu(hyd)(bpy)
g O Cu(hyd)(phen)
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Figura representativa (de trés experimentos) da desnaturagdo térmica de DNA
na presenca e auséncia dos quatro complexos monucleares de Cu(ll).
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APENDICE D
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Figura representativa (de trés experimentos) da desnaturagdo térmica de DNA
na presenca e auséncia dos dois complexos binucleares de Fe(111)Zn(11).



