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RESUMO

Nucleases e proteases sdo enzimas que possuem a capacidade de
degradar hidroliticamente ligacdes fosfodiéster e peptidicas,
respectivamente. Neste sentido, nas ultimas décadas diversos modelos
de nucleases e proteases sintéticas vém sendo desenvolvidos a fim de
mimetizar a funclo dessas proteinas. Dessa forma, o presente trabalho
teve por objetivo avaliar a atividade catalitica de complexos metélicos
como modelo de hidrolases frente a clivagem de DNA ou proteina. Os
complexos testados na clivagem de DNA foram os seguintes: complexo
mononuclear de lantanio (I11) [La(L1)(NO3),].0,25H,0 (1) e sua forma
imobilizada em silica 3-aminopropil (APS-1) e o complexo
mononuclear de Cu(ll) [Cu(LPurina)Cl] (CuLPu). J& na BSA foram
testados dois complexos de Cu(ll): [Cu(Shyd)(byp)] e
[Cu(Shyd)(phen)]. Quando se comparou a atividade catalitica de 1 com
sua forma imobilizada (APS-1) foi possivel observar que ambas
possuem a capacidade de clivar o DNA, sendo esta mais branda com o
complexo imobilizado. Através de experimentos com sequestradores de
espécies reativas de oxigénio é possivel sugerir que estes atuam por uma
via hidrolitica, como ja demonstrado para diversos outros complexos de
lantnio. Com relacdo ao complexo CuLPu, este mostrou-se capaz de
clivar DNA plasmidial em condicGes brandas de pH e temperatura e em
concentracBes na escala de micromolar. O mecanismo de a¢do mostrou-
se dependente de espécies reativas de oxigénio, sendo
comprovadamente oxidativo pelo experimento em atmosfera de argonio,
onde a atividade do complexo diminui drasticamente. Ndo ha
preferéncia por sulcos especificos do DNA, sugerindo que a interacdo
ocorra por ambos, como mostrado pelo espectro de dicroismo circular e
0 ensaio com inibidores de sulco. A influéncia da forca ibnica mostrou
gue o complexo também pode interagir com o DNA através de
interacdes eletrostaticas, dado também corroborado pelo espectro de
DC. O complexo mostrou-se capaz de acelerar a reacao de clivagem de
DNA em uma escala de 10" vezes quando comparado com a reagio n&o
catalisada, mostrando assim o importante papel da adi¢do da purina para
a eficiéncia catalitica. Os complexos [Cu(Shyd)(byp)] e
[Cu(Shyd)(phen)] também se mostraram bastantes ativos na clivagem
de BSA, interagindo com a proteina por interacfes eletrostaticas e
atuando provavelmente por um mecanismo oxidativo. As constantes
cinéticas de clivagem observadas mostram alta eficiéncia catalitica,



sendo [Cu(Shyd)(phen)] (1,2790 h™) mais ativo que [Cu(Shyd)(byp)]
(0,7159 h™) efeito provavelmente causado pelo ligante de fenantrolina
pertencente a [Cu(Shyd)(phen)], demostrando assim, o potencial destes
complexos como miméticos de proteases.

Palavras chave: interacdo com DNA e BSA; clivagem de DNA e BSA;
complexos miméticos de proteases/nucleases.



ABSTRACT

Nucleases and proteases are enzymes which are able to hydrolyze
phosphodiester and peptide bonds, respectively. In this regard, the last
decades many nucleases and synthetic proteases have been developed to
mimic the function of these proteins. Thus, this study aimed to evaluate
the catalytic activity of metal complexes model of hydrolases for
cleavage of DNA or protein. The tested complexes in terms of DNA
cleavage were: a mononuclear complex of lanthanum (1)
[La(L1)(NOs3),].0,25H,0 (1) and its immobilized form 3-aminopropyl
silica (APS-1); and a mononuclear complex of Cu(ll) [Cu(LPurina)Cl]
(CuLPu). Protein (BSA) cleavage were investigated with two
complexes of Cu (I) [Cu(Shyd)(bpy)] and [Cu(Shyd)(phen)].
Comparing the catalytic activity of immobilized form (APS-1) with 1,
has been observed that both have the ability to cleave the DNA, which
is more mild to the immobilized complex. Through experiments with
reactive oxygen species scavengers, was possible to suggest that 1 and
APS-1 act by a hydrolytic pathway, as demonstrated for several other
lanthanum complexes. Regarding CuLPu complex, this proved to be
able of cleaving plasmid DNA under mild conditions and temperature
and concentrations at the micromolar range. The mechanism of cleavage
was dependent on reactive oxygen species proved by experiment in an
argon atmosphere, where the activity of the complex decreases
dramatically. There is no specific preference for DNA grooves which is
also observed by circular dichroism studies. The influence of ionic
strength showed that the complex may also interact with DNA through
electrostatic interactions. The complex was shown to be able to
accelerate DNA cleavage reaction on a scale 10’ times when compared
with the uncatalyzed reaction, thus showing the important role of purine
addition to the catalytic efficiency. The complexes [Cu(Shyd)(bpy)]
and [Cu(Shyd)(phen)] were also quite active in BSA cleavage,
interacting with the protein by electrostatic interactions and with an
oxidative mechanism. The observed cleavage rate constants show high
catalytic efficiency, and [Cu (Shyd) (1phen)] (1.2790 h™) was more
active than [Cu(Shyd)(byp)] (0.7159 h™) effect probably caused by the
phenanthroline ligand belonging to [Cu(Shyd)(phen)], thereby
demonstrating the potential mimetics such as  proteases.



Keywords: DNA cleavage; Protein cleavage; DNA binding; BSA
binding; Protease/Nuclease mimetics.
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1  Introducéo

1.1 DNA

Em 1953, James Watson e Francis Crick deduziram a estrutura
tridimensional do DNA (Figura 1). Estes postularam que o modelo
consiste de duas cadeias de polinucleotideos helicoidais enovelados em

torno do mesmo eixo para formar uma dupla hélice com orientacdo a
direita.
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Figura 1. Modelo estrutural proposto por Watson e Crick.(A)
Representacdo esquematica, mostrando as dimensfes da hélice; (B)
Representacdo em bastdo mostrando o esqueleto e as bases empilhadas;
(C) Modelo de volume atdmico. Fonte: Nelson e Cox, 2011.
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Os nucleotideos apresentam trés componentes caracteristicos:
uma base nitrogenada, uma pentose e um fosfato. As bases nitrogenadas
pertencem a duas classes de compostos, pirimidinas e purinas (Figura
2A). Tanto o DNA quanto o RNA possuem duas bases puricas
principais, a adenina (A) e a guanina (G) e duas pirimidinas. A citosina
(C) ¢é a pirimidina comum para RNA e DNA, e a segunda pirimidina, é a
timina (T) para o DNA e a uaracil (U) para o0 RNA (Figura 2B)
(NELSON; COX, 2011)

A El HoN 0
N <N N‘&NH
N QN \ N/) QN \ N/>\NH2
H

| 4
0=P-0-CH, o)
I “ o Adenina . Guanina
OH “ / \ Purinas
4([} 91 O
e T T A NH, i i
3
T ¢—a | NN Rl | /Ni
| |
g b RT N/&O N/&O N
Desoxirrbose H H

Citosina Timina (DNA) Uracil (RNA)
Pirimidinas

Figura 2. A) Estrutura geral de um nucleotideo B) Principais bases
puricas e pirimidicas dos acidos nucleicos. Adaptado de Nelson e Cox,
2011.

Os nucleotideos consecutivos sdo ligados covalentemente através
de ligacOes fosfodiéster. Esta promove a ligacdo da extremidade 5’-
fosfato de um nucleotideo com a extremidade 3’-hidroxil do seguinte
(Figura 3). Dessa forma, a espinha dorsal do DNA consiste em fosfatos
ligados covalentemente com residuos de pentose alternados, e as bases
nitrogenadas podem ser consideradas cadeias laterais ligadas a essa
espinha dorsal (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).
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Figura 3. Ligacao Tostoaiester no esqueleto covaiente do DNA. A ligacdo
fosfodiéster (sombreada) liga unidades nucleotidicas sucessivas.
Adaptado de (LEHNINGER; COX, 2011).

Os grupos hidroxil dos residuos de acucar formam ligacfes de
hidrogénio com a 4gua e os grupos fosfato, sdo completamente
ionizados e carregados negativamente em pH 7,0, o que inibe a hidrolise
dessas ligacGes por ataque nucleofilico, garantindo assim, a estabilidade
destas ligagdes em relacdo a hidrdlise ndo enzimatica (WOLFENDEN;
RIDGWAY; YOUNG, 1998)

O DNA é uma molécula extremamente flexivel, o que permite
com que esta se apresente em muitas conformacgdes possiveis, sendo que
as mais comuns séo: A-DNA, B-DNA e Z-DNA. A estrutura de Watson
e Crick apresenta-se na forma B do DNA, sendo esta a conformacao
mais estavel e mais abundante nas células vivas (Figura 4)
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).
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“Figura 4. Comparacdo das formas A, B e Z do DNA. Fonte: Cox, 2011.

Apesar de a ocorréncia da forma A do DNA no ambiente celular
ainda ser duvidosa, existem algumas evidéncias que corroboram a
hipotese de que a forma Z do DNA esté presente em alguns trechos do
material genético de bactérias e eucariotos. Estes trechos podem ter um
papel na regulacdo da expressdo de alguns genes ou na recombinagdo
genética (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

1.2 Nucleases artificiais

A hidrélise ndo catalisada de ésteres de fosfato é favorecida
termodinamicamente, mas em termos cinéticos é extremamente lenta, o
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gue particularmente favorece o papel estrutural destes na biologia
(DESBOUIS et al., 2012). Isto é muito bem ilustrado pelo fato de as
ligagdes de ésteres de fosfato de DNA possuirem um tempo de meia vida
de aproximadamente 30000000 anos (pH 6,8, 25°C) (SCHROEDER et
al., 2006).

Na natureza uma gama diversificada de enzimas é capaz de
acelerar estas reacdes de hidrélise de ésteres de fosfato em até 10™ vezes
em relacdo & hidrolise ndo catalisada (SERPERSU; SHORTLE;
MILDVAN, 1987). Estas enzimas séo classificadas de acordo com o tipo
de fosfato que clivam. As fosfodiesterares promovem a clivagem de
ligagdes fosfodiéster, fosfotriesterases a clivagem de ligacGes fosfotriéster
e as fosfatases a desfosforilagdo de mono-ésteres de fosfato para a
producdo de fosfato inorganico e alcoois. Geralmente, o termo
fosfodiesterase € utilizado para descrever enzimas que tem a capacidade
de clivar nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc), mas existem diversas
outras familias desta enzima, tais como: fosfolipases, esfingomielina
fosfodiesterase, autotaxina e as nucleases, que tem a capacidade de
promover a clivagem das ligagdes fosfodiéster do DNA e RNA
(DESBOUIS et al., 2012). O sitio ativo da maioria das nucleases possui
cétions bivalentes, como Mg?, Ca?*, Mn* ou Zn*, os quais si0
essenciais para sua atividade catalitica (NISHINO; MORIKAWA, 2002).

Apbs a descoberta que muitas fosfatases e nucleases possuem em
seu sitio ativo fons metalicos, essenciais para a atividade das mesmas,
muitos pesquisadores focaram seus estudos em mimetizar a atividade
destas enzimas através de complexos metalicos que possuam a capacidade
de clivar acidos nucléicos (VASCONCELOS; AZENHA; ALMEIDA,
1998; BUNZLI; PIGUET, 2002; AN et al., 2006; MUXEL et al., 2014).

Essa escolha ndo é casual, estas enzimas sdo provavelmente as
mais evoluidas na natureza em termos de aceleracdo da reacdo ndo
catalisada (WOLFENDEN, 2006) e seu mecanismo de acdo proposto
frente a catalise enzimatica é muito bem compreendido; portanto, de
possivel reproducdo por sintese organica/bioinorganica (MANCIN;
SCRIMIN; TECILLA, 2012).

A clivagem do DNA por estas enzimas pode ocorrer por ao
menos duas vias distintas: oxidativa ou hidrolitica (Figura 5). No
mecanismo oxidativo ocorre a producdo de radicais livres a partir de uma
reacdo de oxi-reducdo entre o nicleo metdlico e um co-reagente como
oxigénio ou o nitrogénio. As espécies reativas produzidas podem se
difundir e atacar preferencialmente as bases nitrogenadas e a
desoxirribose do DNA (SIGMAN; MAZUMDER; PERRIN, 1993;
ARMITAGE, 1998; POGOZELSKI; TULLIUS, 1998). A quebra da fita
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do DNA ocorre pela abstracdo de um &omo de hidrogénio da
desoxirribose, a qual produz um radical centrado no carbono do agUcar
que pode sofrer rearranjo (POGOZELSKI;  TULLIUS, 1998). O
mecanismo de hidrélise geralmente envolve o ataque nucleofilico do
oxigénio de uma molécula de agua ao fosfato ligado a pentose do acido
nucléico, gerando um fosfato intermediario pentacoordenado. Em seguida
ocorre uma ruptura da ligacdo fosfodiéster em P-O5> ou P-03’
dependendo do mecanismo de cada nuclease, gerando duas extremidades
terminais religaveis pela enzima T4 DNA ligase (MANCIN et al., 2005).

| [0 ] |

O Base o Base o Base
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o Base Ataque de radicais
\ livres

Figura 4. A) Representacdo do mecanismo de hidrélise de uma ligacdo
fosfodiéster via ataque nucleofilico de um grupo hidréxido. B)
Representacdo do mecanismo oxidativo, com o ataque de espécies de
radicais livres a base nitrogenada e & pentose do nucleotideo. Adaptado
de: MANCIN; SCRIMIN; TECILLA, 2012.



29

O DNA ¢é mais resistente a clivagem por hidrélise, mas
relativamente fécil de clivar por meio da via oxidativa. Portanto, uma
cuidadosa analise mecanistica deve ser realizada quando forem
utilizados complexos metalicos, com quimica redox, para o papel de
nucleases. Por exemplo, complexos com metais de transi¢do, como Fe,
Cu, Ni, Pt, Ru, Rh, V, Cr, Co, Mn, e Pd, ja foram reportados na
clivagem de DNA pela via oxidativa na presenca ou ndo de agentes
redutores ou oxidantes (POGOZELSKI; TULLIUS, 1998; BURROWS;
MULLER, 1998; COSTAS et al., 2004; MIRICA; OTTENWAELDER;
STACK, 2004). Os mais conhecidos e bem caracterizados complexos
que agem pela via oxidativa sdo: [Fe(EDTA)]* (EDTA = é&cido
etilenodiamino tetra-acético) (POGOZELSKI; MCNEESE; TULLIUS,
1995), [Cu(OP),]" (OP = 1,10-fenantrolina) (SIGMAN, 1986), Fe-BLM
(BLM = bleomicina) (CLAUSSEN; LONG, 1999) e metaloporfirinas.
Este processo é normalmente tdo eficiente que compete com a clivagem
hidrolitica.

A reacgdo de oxidacdo geralmente necessita de cofatores para que
ocorra, como a formacdo de espécies de radicais livres, oxigénio
molecular ou agentes de reducdo/oxidacdo. Quando ha auséncia de co-
reagentes externos adicionados, insensibilidade a sequestradores de
espécies de radicais livres e preservacdo da atividade mesmo em
condicdes anaerdbicas, pode-se considerar evidéncias suficientes para
sugerir um mecanismo hidrolitico (MANCIN; SCRIMIN; TECILLA,
2012).

1.3  Aminoécidos, peptideos e proteinas.

Proteinas mediam praticamente qualquer processo que ocorra em
uma célula, exibindo uma diversidade de fungdes muito grande. Estas
sdo compostas por subunidades monoméricas relativamente simples.
Todas as proteinas, sejam das mais antigas linhagens de bactérias até das
mais complexas formas de vida, sdo compostas a partir do mesmo
conjunto de aminoacidos, covalentemente ligados em sequéncias
planares lineares (NELSON E COX, 2011).

Todos 0s 20 aminoacidos comuns sdo a—aminoacidos, ou seja,
possuem um grupo carboxil e um grupo amino ligados ao mesmo atomo
de carbono. Para todos os 20 aminoacidos comuns, exceto a glicina, o
carbono o estd ligado a quatro grupos funcionais diferentes: um grupo
carboxil, um grupo amino, um grupo R e um atomo de hidrogénio
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(Figura 6); na glicina, o grupo R é outro aomo de hidrogénio
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

COO~

o
R

Figura 5. Estrutura geral de um aminoécido. O grupo R, ou cadeia lateral
(em vermelho) ligado ao carbono o (em azul) é diferente em cada
aminodcido. Fonte: NELSON e COX, 2011.

Quando duas moléculas de aminoacidos ligam-se
covalentemente através de uma ligacdo amidica, esta denomina-se
ligacdo peptidica. Essa ligacdo é formada pela remoc¢édo dos elementos
da agua (desidratagdo) de um grupo a-carboxil de um aminoacido e o
grupo a-amino de outro (Figura 7). Alguns poucos aminoacidos unidos
sdo chamados de oligopeptideo, mas quando muitos aminoacidos sdo
unidos, o produto é chamado de polipeptideo. Embora os termos
proteinas e polipeptideos sejam utilizados muitas  vezes
intercambiavelmente, moléculas consideradas polipeptideos possuem
massas moleculares abaixo de 10.000 kDa, enquanto as proteinas
possuem massas moleculares muito maiores (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2011).
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Figura 6. Formacdo de uma ligacdo peptidica por condensacdo. O grupo
a-amino de um aminodacido atua como nucledfilo para deslocar o grupo
hidroxil de outro aminodcido, formando uma ligacdo peptidica
(sombreada em cinza). Fonte: NELSON e COX, 2011.

Os aminoéacidos que compde uma proteina e como eles estdo
dispostos uns em relacdo aos outros resultam na organizagdo espacial de
uma proteina. A sequéncia de aminoacidos ird determinar o tipo de
interacdo possivel entre as cadeias laterais. Assim, as proteinas podem
assumir quatro tipos de estruturas, as quais sdo descritas em niveis
estruturais crescentes (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

A estrutura primaria € o nivel estrutural mais simples e mais
importante, pois dele deriva todo o arranjo espacial da molécula. Esta é
definida pela sequéncia de aminodcidos ao longo da cadeia
polipeptidica. A estrutura primaria da proteina resulta em uma longa
cadeia de aminoécidos, com uma extremidade "amino terminal” e uma
extremidade "carboxi terminal”.

A estrutura secundaria descreve o arranjo espacial de seus
atomos na cadeia principal. Os dois tipos mais comuns e abundantes em
todas as proteinas séo: as a-hélices, o esqueleto peptidico é enrolado em
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torno de um eixo imaginario; e as comformacfes-B, onde ocorre a
interacdo lateral de segmentos de uma cadeia polipeptidica ou de cadeias
diferentes. Ambas conformacdes sdo estabilizadas através de ligacdes de
hidrogénio (NELSON e COX, 2011).

O arranjo tridimensional total de todos os atomos de uma
proteina é considerado sua estrutura terciaria. Existem duas classes
gerais de proteinas, com base na estrutura terciaria: fibrosa e globular.
As proteinas fibrosas sdo formadas pela repeticdo de um dos elementos
da estrutura secundaria, ja as proteinas globulares geralmente contém
diversos tipos de estruturas secundarias na mesma cadeia polipeptidica
(NELSON e COX, 2011).

Por fim, a estrutura quaternéria descreve a associagdo de duas
ou mais cadeias polipeptidicas (subunidades), para compor uma proteina
funcional oligomérica. A estrutura quaterndria é mantida por ligagdes
ndo covalentes entre as subunidades, dos mesmos tipos que mantém a
estrutura tercidria (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

1.4  Proteases artificiais

Vérios processos bioldgicos envolvem a clivagem hidrolitica de
proteinas e peptideos. As ligacOes peptidicas que fazem a ligacdo dos
aminoacidos nas proteinas tem uma meia—vida de pelo menos 7 anos, a
pH neutro e 25°C. Esta resisténcia a hidrdlise é causada pela ressonancia
existente na ligagcdo peptidica, o que torna o carbono carbonilico um
pobre eletrofilo (HEGG; BURSTYN, 1998).

Ironicamente, a mesma propriedade que faz com que a ligagéo
peptidica seja tdo eficiente em sua fungdo, sua estabilidade cinética
também pode ser um problema, ja que a clivagem de proteinas é de
grande interesse para as funcdes vitais da célula (HEGG; BURSTYN,
1998). As enzimas que sdo capazes de hidrolisar estas ligacOes
peptidicas sdo conhecidas como proteases. Algumas proteases, assim
como as nucleases, utilizam fons metalicos como co-fatores essenciais e
que estdo diretamente ligados com a hidrélise desta ligagcdo (KRAMER,
1999).

Dessa maneira, ha muito interesse na busca de novos
complexos metélicos que tenham a capacidade de mimetizar a funcéo
destas proteases naturais. Com esse intuito, diversos autores ja
demonstraram a eficiéncia de diversas metaloproteases em clivar
ligacOes peptidicas tanto pela via hidrolitica quando pela via oxidativa
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(JANG; SUH, 2008; YOO et al., 2005; LOGANATHAN et al., 2014;
LU etal., 2014; GAO et al., 2012).

Um dos primeiros estudos realizados na busca por novos
complexos metalicos para a clivagem interna seletiva de peptideos e
proteinas por coordenacdo de complexos como metalopeptidases
artificiais foi realizado por um complexo de Paladio(lll). Este complexo
foi testado em diversos peptideos e foi possivel avaliar sua capacidade
de se ligar a um ion de enxofre da metionina e assim clivar, com alguma
seletividade, a ligacdo amida existente ali (ZHU; KOSTIC, 1993).

Mais tarde, 0s mesmos autores realizaram experimentos de
clivagem de 3 albuminas diferentes (bovina, suina e de ovo de galinha)
por outros quatros complexos de paladio, demonstrando que trés
complexos  (trans-[Pd(py).(H20).]*", cis-[Pd(en)(H,0),]* e cis-
[Pd(dach)(H,0),]*") sdo ativos e regioseletivos (ZHU; KOSTIC, 2002).

Em um trabalho mais recente, um complexo mononuclear de
Ferro (Ill), Fe(tppz)Cl;-2CHCI onde tppz € (2,3,5,6-tetra(2-
piridil)pirazina), demostrou atividade sobre a proteina albumina bovina
(BSA). Esta apresentou clivagem significativa na presenca do complexo
sob 40°C (BEHNAMFAR et al., 2015).

O complexo sintético Cu([9]aneN;)Cl,., usualmente conhecido
como “bpmaff”, possui um papel tanto de peptidase quanto de nuclease
sintética. Este apresentou atividade catalitica quando testado em
peptideos e na proteina BSA, sendo o primeiro complexo metalico
reportado na literatura capaz de hidrolisar tanto ligagcdes peptidicas
quanto ligagdes fosfodiéster (HEGG; BURSTYN, 1998).

A partir desta descoberta, diversos outros autores postularam
novos complexos que tinham a capacidade de clivar tanto ligagdes
fosfodiéster quando ligagdes peptidicas (OLIVEIRA et al., 2009; ROY
et al., 2009; GOSWAMI et al., 2009), estes servem como exemplo de
promiscuidade catalitica de um complexo metalico.

Dessa forma, fica evidente a importancia de desenvolvimento
de novos complexos metalicos que tem a capacidade de clivar
biomoléculas (DNA e proteinas), ja que a aplicabilidade destes como
ferramentas moleculares para a biologia molecular e biotecnologia é
cada vez maior.

1.4.1 Complexos de cobre

Atualmente, o cobre € um dos metais mais utilizados no
desenvolvimento de complexos que atuam como nucleases quimicas,
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isto porque este tem elevada acidez de Lewis, 0 que permite a
polarizacdo das ligagdes P-O em ésteres de fosfato, possibilitando a
ativacdo do centro de fosforo em direcdo ao ataque nucleofilico. Além
disso, os valores de pKa de moléculas ligadas a Cobre (I1) geralmente se
situam em torno de pH 7,0 a 9,0, permitindo assim que complexos deste
fon metalico promovam a quebra sob ou préximo de condigdes
fisiolégicas (DESBOUIS et al., 2012).

Um dos primeiros complexos de Cobre (ll) foi sintetizado a
partir do ligante byp (2°2-bipiridina) (Figura 8A) em que este catalisou a
hidrélise de DNA e do substrato dinitrofenilfosfato (BNPP) em solugédo
aquosa, a 75°C em uma faixa de pH entre 58 e 8,3. Em pH 6,5,
incrementos de velocidade de 150 e 2000 vezes foram encontrados para
ENPP e BNPP, respectivamente, na presenga de 1mM de complexo
(MORROW,; TROGLER, 1988).

O estudo com o complexo [Cu([9]aneN3)Cl,], onde [9]aneN3 =
1,4,7-triazaciclononano (Figura 8B), demonstrou que este complexo
(25uM) é capaz de clivar DNA plasmidial, a 50°C e pH 7,8, com uma
constante de velocidade estimada de 1,5 x 10° s, Ainda, experimentos
em condi¢cdes anaerdbias mostraram que a atividade na auséncia de
oxigénio é reduzida em 30 %, indicando a ocorréncia simultanea de uma
clivagem hidrolitica preferencial e de uma clivagem oxidativa (HEGG,;
BURSTYN, 1995).

A B

e,
i '|I

[ “‘“«J\ HM Hq
i {‘/
YN g
- H
h-p'l.r [
e [9]aneN,

Figura 7. Estrutura dos ligantes: A) byp (2’2-bipiridina) e B) [9]aneN3
(1,4,7-triazaciclononano). Fonte: DESBOUIS et al., 2012.
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Outro complexo de Cobre (1), cis-dihalo, foi sintetizado e
caracterizado por nosso grupo a partir do ligante HISMIMI, onde
HISMIMI = [(2-(imidazol-4-il)etil)(1-metilimidazol-2-il)metil]Jimina).
Este promoveu a clivagem hidrolitica de DNA de fita dupla em
condi¢des anaerdbicas e aerdbicas, com uma constante de velocidade de
0,28 h™*, 0 que representa um aumento de cerca de 10" vezes em relagdo
a taxa estimada de hidrélise da reacdo ndo catalisada (SCARPELLINI et
al., 2003).

Uma abordagem interessante para complexos de Cobre(ll), €
a descrita para o complexo [Cu(C,1H»:N30,)(OH,),] ** (Figura 9), onde
este além de apresentar atividade catalitica frente ao DNA, melhoria de
107 vezes na velocidade da reacdo catalisada para a ndo catalisada e
uma meia-vida de 50 min, também demonstrou ser um excelente agente
de clivagem para ligagGes peptidicas, sugerindo assim, a promiscuidade
catalitica deste complexo (OLIVEIRA et al., 2009).

Q

el
/ OH
Q \

H4C Z°

Figura 8. Estrutura do complexo [Cu(Cy;H21N30,)(0OHy),] > Fonte:
OLIVEIRA et al., 2009.
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E possivel perceber, dessa forma, a grande variedade de
caracteristicas e aplicacfes que complexos de cobre possuem. Podendo
variar desde seu mecanismo de acdo frente ao substrato e até mesmo o
substrato sobre o qual atuam.

1.42 Complexos de Lantéanio(lll)

O potencial dos ions lantanideos em promover a catalise
hidrolitica do DNA é notéavel. Essa eficiéncia é resultado de diversos
fatores, como: forte acidez de Lewis, altas densidades de carga, himeros
de coordenacdo elevados, auséncia de quimica redox e fortes
labilidades; o que torna os ions lantanideos excelentes centros metalicos
para 0 uso na sintese de enzimas artificiais (FRANKLIN, 2001).

Apesar de todas as caracteristicas que tornam estes ions
promissores para 0 uso como nucleases sintéticas, algumas propriedades
destes sdo inconvenientes para tal, tais como: possuem a tendéncia de
precipitar em solucdo, na forma de hidréxidos, em torno de pH 9,0 e séo
toxicos a sistemas bioldgicos. Portanto, a complexacdo destes ions é de
extrema importdncia para modelar e direcionar sua reatividade
(FRANKLIN, 2001).

Os complexos de lantanideos que obtiveram sucesso como
nucleases artificais geralmente possuem como ligantes bases de Schiff
macrociclicas, ligantes polihidroxilicos, éteres coroa e azacoroas,
derivados de poliaminocarboxilatos, derivados de DOTA (1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-N,N,N’,N’-acido tetracético), acidos
hidroxamicos, polissacarideos, micelas e varios sistemas mistos Ln-M
(onde M = metal de transic&o ou outro Ln®*") (Figura 10) (FRANKLIN,
2001).
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Figura 9. Exemplos de ligantes utilizados em complexos de lantanideos
com atividade na clivagem de DNA: (A) Bis-Tris; (B) esqueleto de
azacoroa; (C) base de Schiff macrociclica; (D) composto de azacoroa;
(E) ligante DOTA-amida; (F) ligante intercalativo unido ao &cido
hidroxamico. Adaptado de FRANKLIN, 2001.

Os primeiros exemplos da eficiéncia catalitica de complexos de
lantanideos foram verificados na catalise hidrolitica de RNA, estes
desenvolveram complexos a partir de ligantes macrociclicos formados
por bases de Schiff (MORROW et al., 1992; MORROW; AURES;
EPSTEIN, 1995). Mais tarde, utilizando o mesmo principio, dois
complexos binucleares de ions lantanideos, Ho,L; e Er,L;, onde L;
representa o ligante mostrado na Figura 11 mostraram-se eficientes na
clivagem hidrolitica do DNA plasmidial, convertendo a forma
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superenovelada na forma linear do DNA, em pH 7,0 a 37°C (ZHU et al.,
1998; ZHU et al., 1999).
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Figura 10. Estrutura do ligante L;. Fonte: FRANKLIN, 2001.

Mais recentemente, foi reportada a atividade catalitica de
complexos binucleares de lantanideos: Térbio (I11) e Eurdpio (111), com
o ligante polidentado H,L. Estes apresentaram constante catalitica de 5,2
x10°®, para Térbio (111) e de 3,7 x 10™ para Eurépio (I11), ou seja, uma
aceleracdo de aproximadamente 2,5 e 2,0, respectivamente, vezes em
comparacdo com a hidrolise do DNA ndo catalisada (CAMARGO,
MARYENE A. et al., 2010). Um complexo trinuclear de Gadolinio (111)
com o ligante polidentado HsL, apresentou uma aceleracdo de 5 milhGes
de vezes na hidr6lise do substrato 2,4 -BDNPP em relacéo a reacdo nao
catalisada. Quando este foi analisado frente a clivagem de DNA
plasmidial a constante de velocidade de clivagem foi de 22,48 h %, 0 que
representa uma aceleracdo de 6,24 x 10° vezes quando comparada com a
velocidade da reacdo ndo catalisada (CAMARGO, M. A. et al., 2010).

Portanto, o desenvolvimento de eficientes complexos modelos para
nucleases, derivados de ions lantanideos, é de extrema importancia.
Entretanto, ainda h& muito que aprimorar nesta area. Uma das técnicas
gue esta sendo muito utilizada para a melhoria da atividade e
seletividade destes complexos é a heterogeinizagdo de catalisadores
homogéneos. A imobilizacdo destes complexos em suportes sélidos
(silica gel, argila, entre outros) ou biopolimeros (quitosana ou
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ciclodextrina) apresenta inimeras vantagens, como a: possibilidade de
recuperacao e reutilizacdo por diversas vezes, maior atividade catalitica
e seletividade. Uma vez que a matriz impde uma barreira ao complexo,
este pode promover um ambiente favoravel para a aproximagdo do
substrato com o complexo e também pode prevenir a destruicdo do
catalisador durante a reacdo (BEDIOUI, 1995; BEDIOUI; DEVYNCK;
BIED-CHARRETON, 1995).
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2 Objetivos

2.1  Objetivo geral

Analisar a interagéo e clivagem de DNA e BSA promovida pelos
complexos mononucleares de lantanio (I11) imobilizados ou ndo em
silica e pelos complexos de cobre (l1).

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a capacidade dos complexos de
lantanio (I11) e cobre (1) com purina em clivar
DNA.

e Avaliar a atividade dos complexos de cobre (II)
bipiridina e fenantrolina frente & clivagem da
proteina BSA.

e Determinar o efeito do pH da reacdo frente a
clivagem de DNA e BSA quando expostos aos
complexos metalicos.

e Verificar a capacidade de clivagem do complexo
de lantanio (lI) ndo imobilizado em silica em
relacdo ao mesmo imobilizado.

e Analisar o efeito da forca ibnica na clivagem de
DNA e BSA através da adicdo de NaCl.

e Determinar o mecanismo de acdo dos complexos
pela adicdo as reagBes de sequestradores de
radicais livres.

e Analisar 0 modo de clivagem de DNA pelos
complexos de lantanio (l11) e de cobre(ll) com
purina, na presenca de inibidores especificos do
sulco menor e maior.

e Calcular os parametros cinéticos para a reacdo de
clivagem entre o0os complexos e o DNA
plasmidial/BSA.

e Determinar o efeito do oxigénio molecular (O;) na
clivagem de DNA pelos complexos de cobre (11).
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e Analisar a interacdo dos complexos de cobre (1)
com DNA e BSA por meio de dicroismo circular
(DC).
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3  Materiais e métodos

3.1 Complexos em estudo

3.1.1  Complexo mononuclear de Lantanio (lI11).

Neste trabalho foi utilizado o complexo de lanténio (1)
[La(L1)(NOs3),].0,25H,0 (1) sintetizado com o ligante 2-[N-bis-(2-
piridilmetil) aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-
metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil]fenol (H,L1)(Figura 12A). Para
avaliar o efeito da heterogenizacdo, este mesmo complexo foi
imobilizado em 3-aminopropil silica (Si3AP-1) (APS-1) (Figura 12B) e
suas atividades foram testadas e comparadas frente a hidrolise de DNA.
O complexo e sua forma imobilizada foram sintetizados pelo entdo
aluno de doutorado Alfredo Muxel, orientado pelo Prof. Dr. Ademir
Neves, no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

O novo complexo foi caracterizado por espectroscopia no
infravermelho, espectroscopia eletronica, titulacdo potenciométrica,
ESI-MS, TGA e DSC e difragéo de raios X em monocristal (MUXEL et
al., 2014

Figura 11. Esquema estrutural do complexo [La(Ll)(N03)2].O:25H20 (A)
e este mesmo imobilizado em silica 3-aminopropil (B) (MUXEL et al.,
2014).
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3.1.2  Complexos de cobre (1)

Duas classes de complexos de Cobre (I1) foram analisadas: uma
classe para os ensaios de interagdo/clivagem com DNA plasmidial e a
outra para os ensaios de interagdo/clivagem em proteinas.

Para os testes com DNA plasmidial foi utilizado o complexo de
cobre(ll) [Cu(Lpurina)CI] (CuLPu), que foi sintetizado pelo aluno de
Pds-doutorado Tiago Pacheco de Camargo sob a supervisdo do Prof.
Dr. Ademir Neves, no Laboratorio de Bioinorganica e Cristalografia do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

O complexo CuLPu foi sintetizado a partir de uma modificacdo
do complexo original, o bpmamff (OLIVEIRA et al., 2005) (Pag. 27)
com a adicdo de uma purina: N-purinil-etilenodiamina (PANG et al.,
2008), esta adicdo visava a melhoria do complexo original na funcéo de
nuclease. Este foi preparado adicionando lentamente uma solucdo
metandlica contendo o CuCl, sobre uma solugdo metandlica contendo o
ligante HLpurina. O complexo foi estudado via espectrometria de massa
(lon Trap ESI-MS), a fim de se obter informacdes sobre 0 composto em
solucdo. As medidas foram feitas em acetonitrila (grau MS) com uma
concentracdo de 500 nM. O pico majoritario foi encontrado em m/z =
286.05 (2+) referente a espécie contendo o ligante com o fenol
protonado e o fon Cu®*, conforme observado na Figura 13.
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Figura 12. Esquema estrutural do complexo [Cu(Lpurina)Cl]. Figura
fornecida pelo Pés-doutorando Tiago Pacheco.
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Para os estudos de clivagem e interacdo com proteinas foram
utilizados complexos de Cu(ll) sintetizados pela aluna de doutorado em
Quimica, Priscila Pereira da Silva, sob orientacdo da Prof®. Dr2 Elene
Cristina Pereira Maia, do Instituto de Ciéncias Exatas (ICEx), da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os complexos sdo:
[Cu(Shyd)(bpy)] e [Cu(Shyd)(phen)], em que: bpy e phen sdo os
ligantes heterociclicos 2,2’-bipiridina e 1,10-fenantrolina e Shyd é a
hidrazida do &cido 2-tiofenocarboxilico.

Para predizer as estruturas dos complexos, os responsaveis pela
sintese utilizaram a técnica de Espectrometria de Massas e Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (EPR) (Figura 14) (SILVA et al., 2014).
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Figura 14. Esquema estrutural dos complexos [Cu(Shyd)(bpy)](A) e
[Cu(Shyd)(phen)](B) . Fonte: SILVA et al., 2014.

3.2  Amplificacéo, purificacdo e quantificacdo do DNA plasmidial

Para os ensaios de clivagem de DNA foi utilizado o plasmidio
pBSK-II (Stratagene, USA) com 2961 pares de base (pb). Devido a
necessidade de grandes quantidades de DNA, o plasmidio pBSK I foi
transformado em células competentes de Escherichia coli DH5
utilizando-se o protocolo preconizado por Ausubel e colaboradores
(1995) e descrito por Oliveira (2006). O DNA foi amplificado e
isolado/purificado segundo o protocolo do kit de extragdo e purificacdo
de DNA plasmidial HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen) que se baseia
na extracdo do acido nucléico por fase sélida em colunas de silica. A
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concentragdo do DNA plasmidial extraido foi quantificada por
espectrofotometria UV-Vis (Axgo = 1,0 = 50 pg mL*de DNA) e a
integridade verificada por eletroforese em gel de agarose.

O DNA plasmidial encontra-se altamente compactado no interior
das células de forma que o eixo da dupla hélice do DNA encontra-se
enrolado ao redor de si mesmo originando uma super-hélice, a chamada
forma superenovelada (FI). Nesta forma o DNA esta tensionado e um
corte em uma das fitas faz com que ele perca parte da tensdo e desenrole
a super-hélice adquirindo assim uma forma circular aberta (FII). Quando
ocorre um segundo corte, agora na fita oposta, a forma circular se abre
dando origem a forma linear do DNA plasmidial (FIII). Estas trés
diferentes formas do DNA plasmidial apresentam mobilidades distintas
quando sdo submetidos a corrida em gel de agarose (Figura 15). Esta
distingdo de mobilidade (F I > F Ill > F 1) torna possivel a completa
separacdo e posterior quantificacdo das formas do DNA plasmidial
(OLIVEIRA, 2006).
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Figura 13. llustracdo das trés formas do DNA plasmidial e sua
separacdo em gel de agarose. Fonte: BORTOLOTTO, 2011.

3.3 Estudos de Clivagem dos complexos metalicos em DNA
plasmidial

Foram realizados estudos de clivagem de DNA plasmidial frente
aos complexos citados acima. As reacBes consistiram em tratar 330ng
(~30 uM em pb) do plasmidio pBSK Il (supernovelado) com
concentracBes crescentes dos complexos tamponados em solugbes
especificas por 16 horas em temperatura controlada e ao abrigo da luz.
As reagfes com o complexo mononuclear de lantanio (1) (5 a 50 uM)
ocorreram em meio tamponado com 10 mM de HEPES pH 7,0 a 50 °C
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nas condicdes citadas acima. As reagdes com o complexo (CuLPu) (5 a
100 uM) foram tamponadas com 10 mM de CHES (pH 9,0) a 37 °C.
Para finalizar as reagGes de clivagem, foram adicionados as
misturas reacionais 5 pL de tampdo de corrida 6X concentrado (EDTA
0,25 M, glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01% - pH 8,0), ja que o
EDTA presente no tampédo quela os complexos em solu¢do impedindo
sua reacdo com o DNA. As amostras foram aplicadas em gel de agarose
(1 %) contendo 0,3 pg.mL™ de brometo de etidio e submetidas &
eletroforese em tampdo TBE 0,5X (Tris 44,5 mM, &cido borico 44,5
mM, EDTA 1mM - pH 8,0) por 1h40min com voltagem fixada em 90 V
(Figura 16). Apos a corrida os geéis foram fotografados pelo sistema de
fotodocumentagdo DigiDoc-It (UVP, USA) e as fraces de cada forma
de DNA plasmidial quantificadas por densitometria, utilizando o
software KODAK Molecular Imaging Software 5.0 (Carestream Health,
USA). O brometo de etidio possui uma maior dificuldade para
intercalar-se com a forma superenovelada do DNA plasmidial. Deste
modo, ha uma menor emissdo de fluorescéncia dessa forma, precisando
assim se corrigir a real quantidade de DNA superenovelado presente na
amostra. Para este fim, deve-se multiplicar o valor encontrado por 1,42 e
corrigir por proporcionalidade os valores obtidos para as demais formas.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose. A matriz é solidificada deixando-
se formar pocos (A) nos quais as amostras de DNA serdo depositadas (B) e
submetidas a um campo elétrico (C). Os fragmentos apresentam uma
migracdo diferencial de acordo com o tamanho ou forma (D). Fonte:
FARAH. 2007.

3.3.1 Efeito do pH na clivagem de DNA plasmidial

Para estudar a influéncia do pH nas reacGes de clivagem do
plasmidio pBSK Il pelos complexos foi adicionado ao meio reacional
tampdes com diferentes pHs: MES 10 mM (pHs 5,5 e 6,0) , HEPES 10
mM (pHs 7,0 e 8,0) e CHES 10 mM (pH 9,0).
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3.3.2 Influéncia da forga idnica

O efeito da forca ibnica na clivagem de DNA foi verificado pela
adicdo de concentracGes crescentes de cloreto de sédio (NaCl) ao DNA
antes do tratamento com os complexos. Estes ensaios foram realizados
para o complexo de Lantanio(lll) (1) seguindo as condigdes reacionais
padrdo (50uM, 16h, 50°C, HEPES 10mM e pH 7,0) na presenca de 50,
100, 250, 500 e 1000 mM de NaCl e para o complexo de Cobre (Il)
(CuLPu) nas condi¢des padrdo de 100 uM, 16h, 37°C, CHES 10 mM e
pH 9,0) nas concentracdes de 100, 200, 625, 1250 mM de NaCl.

Todas as concentragdes de NaCl foram testadas na auséncia dos
complexos e ndo foi observada clivagem de DNA superior ao controle
(contendo somente DNA).

3.3.3 Efeito dos inibidores de ERO

Para elucidar se o mecanismo de clivagem de DNA pelos
complexos ocorre por via hidrolitica ou oxidativa, foram adicionados as
reacOes j& descritas anteriormente inibidores de radicais livres: 2 M de
DMSO (dimetil-sulféxido), sequestrador do radical hidroxila (OH®); 0,5
mM de KI (iodeto de potassio), inibidor da geracdo de peroxidos (R-O-
OH); 20 U de enzima SOD (superoxido-dismutase), sequestrador do
radical anion superdxido (0,%); 0,5 mM de NaN; (azida de sodio),
sequestrador de oxigénio singlete (*0,). Todos os inibidores foram
testados na auséncia dos complexos e ao abrigo de luz.

3.3.4 Efeito dos bloqueadores de sulco

Pequenas moléculas podem interagir com o DNA através da
afinidade por um ou ambos os sulcos (maior e menor) formados pela
torcdo da dupla hélice. Para determinar se os complexos teriam
afinidade pelo sulco maior ou menor do DNA, o plasmidio foi
previamente tratado com bloqueadores de sulco e depois adicionado as
reacBes de clivagem. Os bloqueadores utilizados foram a distamicina e a
netropsina por possuir afinidade ao sulco menor (VAN DYKE;
HERTZBERG; DERVAN, 1982) e o verde de metila, por interagir com
0 sulco maior (KIM; NORDEN, 1993).
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Figura 15. Distamicina (A) e Netropsina (C) bloqueadores do sulco
menor do DNA (A) e Verde de Metila, blogueador do sulco maior (B).

3.3.5 Cinética de clivagem de DNA

As reaclGes de clivagem de DNA foram realizadas conforme
descrito anteriormente: 330 ng de DNA em 10 mM de CHES (pH 9,0)
foram tratados com diferentes concentragdes do complexo (CuLPu)
(50, 75, 100, 200, 300, 500 uM) por até 4 h a 37 °C e ao abrigo de luz.
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Apo6s o inicio da reagdo, uma aliquota de amostra foi retirada a cada
intervalo de tempo e submetida & eletroforese. Controles nas mesmas
condi¢des reacionais, mas na auséncia dos complexos, foram realizados
para observar a degradacao espontanea do DNA.

As constantes cinéticas de clivagem (kq,s) foram calculadas para
cada concentragdo do complexo, tomando estas reacGes como de pseudo
primeira-ordem. O valor de kg foi obtido diretamente a partir do
coeficiente angular das regressdes lineares originadas do plote do
logaritmo natural da quantidade da forma intacta de DNA em funcéo do
tempo de reacdo. Os valores de kops de cada concentragdo foram
corrigidos subtraindo-se destes o valor do kgps 0btido do controle, que foi
considerado equivalente & degradagdo espontanea do plasmidio pBSK
Il. O grafico dos valores de k,s em funcdo da concentracdo dos
complexos apresenta um comportamento semelhante a uma cinética de
saturacdo, ha excesso de catalisador e ndo de substrato. Sendo, portanto
conhecida por cinética de pseudo-Michaelis-Menten (SREEDHARA,;
FREED; COWAN, 2000).

Para cada complexo estudado foram calculados os seguintes
parametros cinéticos: constante catalitica (kc,); constante de Michaelis-
Menten (Ky); eficiéncia catalitica (k../Ky) € 0 tempo de meia-vida (ty,)
da forma intacta do plasmidio pBSK Il obtido pela formula: ty, =
IN(2)/Keat-

3.3.6  Ensaios em atmosfera de argbnio

Utilizando a metodologia ja descrita por nosso grupo
(SCARPELLINI et al., 2003), foram realizados testes em atmosfera de
argdnio com o intuito de avaliar a influéncia do oxigénio molecular nas
reacOes dos complexos metalicos estudados.

Para a realizagdo dos ensaios todas as solu¢fes foram preparadas
com agua desoxigenada: a adgua foi submetida a agitacdo sob vacuo até
completa eliminacdo das bolhas de ar e em seguida foi equilibrada
borbulhando gas argbnio para auxiliar no processo de desoxigenacdo.
Esta dgua foi mantida sob atmosfera de argdnio até 0 momento do uso.
Todas as solugdes e misturas reacionais foram preparadas dentro de uma
camara de polietileno ou “glove bag” (modelo X-27-27, 12R). As
amostras foram incubadas dentro de dessecador selado e preenchido
com argdnio durante 4 horas a 50°C. Apos este periodo as rea¢des foram
interrompidas e submetidas as mesmas condigdes e procedimentos das
realizadas na presenca de oxigénio. Como controle positivo, ou seja,
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para assegurar que o ambiente de argdnio foi mantido durante todo o
ensaio, foi utilizado uma reagdo de Fe (EDTA)*(100 pM)/DTT (10
mM) que somente cliva o plasmidio na presenca de oxigénio.

3.4  Estudos de interacéo e clivagem de proteina por SDS-PAGE

Para os estudos de interacdo complexo-proteina, 0os complexos
[Cu(Shyd)(bpy)] e [Cu(Shyd)(phen)] tiveram sua atividade testada na
proteina albumina do soro bovino (BSA). A albumina é uma proteina
monomeérica que atua como carreadora de substancias e compde 50% do
contetdo proteico do soro sanguineo. Os estudos de clivagem de BSA
pelos complexos em estudo foram realizados da mesma forma que os
estudos de clivagem de DNA (15 uM BSA; 10 mM HEPES (pH 7.0);
50°C, 4h). Portanto, foram testados diferentes pHs, concentracGes dos
complexos, tempo de incubacdo, forca idnica e cinética de clivagem. O
mecanismo de a¢do também foi avaliado através do uso de inibidores de
espécies reativas de oxigénio como descrito anteriormente.

As reacbes com proteina foram interrompidas pela adicdo do
tampdo de corrida 2x (Tris 100 mM, SDS 7%, glicerol 40%, pB-
mercaptoetanol 2% e azul de bromofenol 0,01% - pH 6,8), aplicadas e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida descontinuo (SDS-
PAGE - 10 %) por 2 horas com amperagem costante em 20 mA. O
desaparecimento da banda de BSA (degradacdo) foi quantificada por
densitometria através doo software KODAK Molecular Imaging
Software 5.0 (Carestream Health, USA). Em SDS-PAGE a migracéo é
determinada pelo peso molecular da cadeia polipeptidica e ndo pela
carga elétrica.

A metodologia empregada na preparacdo do gel é baseada no
sistema descontinuo descrito por LAEMMLI, 1970. Neste sistema as
amostras atravessam um gel que é formado por duas zonas de
composic¢des distintas, o gel de empilhamento e o gel de separa¢do. No
gel de empilhamento a amostra é concentrada em uma banda estreita,
devido a baixa concentracdo de poliacrilamida (poros grandes) e ao pH
6,8, mas quando esta atinge o gel de separacdo, que possui Poros
menores (maior concentragcdo de poliacrilamida) e pH 8,8, as cadeias
polipeptidicas presentes na amostra comegam a ser separadas de acordo
com seu peso molecular, como descrito anteriormente. Ap6s a corrida, 0
gel foi depositado em uma solugéo de fixagcdo com o corante Coomassie
Brilliant Blue (CBR-250). Esse método de coloracdo baseia-se na
metodologia descrita por Morrissey (1981).
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3.5 Dicroismo circular (DC)

A espectroscopia de dicroismo circular foi utilizada para avaliar
as mudangas conformacionais causadas pela interagdo DNA-complexo
ou BSA-complexo. J& foram relatados diversos estudos desta técnica na
interacdo entre DNA e pequenas moléculas, ainda esta tem sido
amplamente utilizada no estudo da conformacdo de proteinas e
polipeptidios em solucdo (GHARAGOZLOU; BOGHAEI, 2008).

Para os ensaios em DC foi utilizado o DNA de timo de bezerro
(CT-DNA). O CT-DNA possui componentes estruturais que conferem a
esta molécula sinais de DC caracteristicos: uma banda positiva em
275nm correspondente ao empilhamento de bases e uma banda negativa
em 245nm devido a helicidade direita do DNA. Mudancas que alterem o
sinal de DC do CT-DNA correspondem as consequentes alteraces
ocorridas devido a interacdo entre o &cido nucleico e a molécula
(complexo) em estudo (CHEN, L.-M. et al., 2008).

A BSA possui em sua estrutura grande conteido de a-hélice e
apresenta um sinal de DC bastante caracteristico na regido do UV-
distante apresentando duas bandas fortemente negativas em 209 e
220nm (GHARAGOZLOU; BOGHAEI, 2008).

Os estudos de DC foram realizados em um espectropolarimetro
Jasco J-815. Para os ensaios utilizou-se 200 uM de CT-DNA, a 37°C, ou
30 uM de BSA, a 25°C, os ensaios foram feitos em duplicatas, com
auséncia e presenga de concentracBes crescentes dos complexos em
estudo.
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4  Resultados e discusséo.

4.1  Complexo mononuclear de Lanténio (I11).

4.1.1 Interacgdo e clivagem de DNA plasmidial.

Para a conducéo dos ensaios iniciais, foram testados diferentes
tampdes em diferentes pHs, tendo em vista que os acidos nucléicos, por
exemplo, desnaturam rapidamente em solucBes aquosas de pHs
extremados (BLACKBURN et al., 1997).

Para investigar o efeito do pH no meio reacional no processo de
clivagem de DNA plasmidial pelo complexo mononuclear de lanténio,
foi realizado teste de clivagem de DNA plasmidial em diferentes
tampdes (MES, HEPES e CHES) em uma faixa de pH (5,5 a 9,0). Tais
tampdes foram escolhidos, pois se encontram entre os mais utilizados na
literatura e sdo conhecidos como “Good buffers” por serem
considerados inertes (VASCONCELOS; AZENHA; ALMEIDA, 1998;
MAGSH et al., 2002; YU et al., 1997).

Na figura 18 ¢ possivel verificar a influéncia do pH e do tampao
nas reacdes de clivagem. Nota-se que em meios mais basicos e mais
acidos a atividade do complexo é baixa (20% de DNA clivado), j& em
meios mais neutros a atividade aumenta, chegando ao topo de 80% em
HEPES (pH 7,0). Esta dependéncia por pH é muito caracteristica para
complexos hidroliticos, pois a formag¢do do nucleéfilo depende da
deprotonacao de moléculas de agua (geralmente ligadas aos metais).
Além disso, o perfil de sino (bell-shaped) indica a presenca de duas
espécies que possuem dois pKas distintos e que participam do
mecanismo de reacdo o0 que concorda com o observado por Muxel
(2014) na clivagem do substrato 2,4-BDNPP, para 1 quando imobilizado
em 3-aminopropil silica (APS-1), onde 1 encontra-se na forma
binuclear. Isto sugere, que na catalise do DNA, o complexo 1 deve
encontrar-se de forma binuclear mesmo sem o suporte heterogéneo
(silica). Este comportamento sera melhor abordado ao final desta se¢éo.
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Figura 16. Clivagem de DNA plasmidial com variacéo de pH ([Tamp&o]
=10 mM; MES pH 5.5 a 6.0; HEPES pH 7.0 a 8.0; e CHES a pH 9.0),

através de 1 a 50°C por 16h. Dados representativos de dois ensaios
diferentes expressos em média = DP.

A partir dos dados de atividade em diferentes pHs, ficou
estabelecido que as proximas etapas do trabalho seriam realizadas em
tampdo HEPES (10mM pH 7,0), por este propiciar uma maior atividade
catalitica do complexo.

Assim, o DNA plasmidial foi tratado com diferentes
concentragdes do complexo (5 a 50 uM) e deixou-se reagir durante 16h
a 50 °C. E possivel observar que conforme aumenta a concentragio do
complexo também ocorre o aumento da clivagem do DNA, sendo esta
de aproximadamente 80% em 50 uM (Figura 19). Neste contexto o
complexo de Lantanio (111) [LaL(H,0)3]NOs-3H,0O também apresentou
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uma clivagem de DNA plasmidial de 80% em pH 7,0, mas em
temperatura mais baixa (37°C) (WANG et al., 2014). Outros complexos
binucleares com os lantanideos Erbio (Er) e Holmio (Ho) também foram
capazes de converter a forma superenovelada na forma linear do DNA,
em condicgdes fisiolégicas (37 °C e pH 7,0). No entanto, utilizaram
concentracdes dos complexos de 250 uM (ZHU et al., 1998).
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Figura 17. Clivagem de DNA plasmidial por 1, 16h a 50°C em tampéo
HEPES (10mM, pH 7,0) em diferentes concentra¢bes do complexo (5 a
50uM). Dados representativos de dois experimentos diferentes,
expressos em média + DP.

Os grupos fosfatos presentes nos nucleotideos do DNA séo
negativamente carregados a pH 7,0, por esta razdo é razoavel acreditar
que as ligacdes eletrostaticas entre o complexo e o DNA poderiam
favorecer a interacdo destes e consequente clivagem do mesmo. Para
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confirmar esta hipdtese, as reagGes de clivagem de DNA foram
realizadas com concentragdes crescentes de NaCl (50 a 1000 mM) para
modular a forca idnica do meio de reacdo (Figura 20).
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Figura 18. Efeito da forca i6bnica (NaCl) na clivagem de DNA plasmidial
por 1 a 50uM durante 16 horas a 50 ° C em tampédo HEPES (10 mM, pH
7,0). Antes da adicdo dos complexos, diferentes concentracdes de NaCl
(0,05 -1M) foram adicionadas ao meio de reacdo. Dados representativos
de dois ensaios diferentes expressos em média + DP.

Os resultados mostram claramente que com o0 aumento
gradativo de NaCl de 50mM a 1M no meio reacional, hd uma
diminuicdo na fracdo de DNA clivado pelo complexo. Mesmo na
presenca da concentracdo mais baixa ensaiada de NaCl (50mM) a
atividade do complexo ja foi bastante inibida e com o aumento da
concentracdo do sal esta inibicdo permanece praticamente constante
(~30%). Os ions de so6dio podem ser eletrostaticamente atraidos para a
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porcao anibnica do DNA, blogueando a interacdo entre 0 complexo e o
DNA impedindo assim a clivagem (DE ALMEIDA et al., 2013;
DESBOUIS et al., 2012; TAN; WANG; ZHU, 2009; SILVA et al.,
2011).

Para elucidar se 0 mecanismo de clivagem de DNA realizada
por 1 poderia ser oxidativo ou hidrolitico, inibidores de diferentes
espécies reativas de oxigénio (ROS) foram adicionados ao meio de
reacao (Figura 21). As adi¢cdes de DMSO (2M), KI (0,5 mM) ou SOD
(20 unidades) ndo reduziram significativamente a atividade do
complexo, que se manteve em aproximadamente 70% de clivagem. Este
fato reforga a hipGtese de que este complexo tenha uma agéo através de
um mecanismo hidrolitico, visto que grande parte dos complexos de
lantanideos descritos na literatura atuam hidroliticamente na clivagem
de ésteres de fosfato (FRANKLIN, 2001; ZHU et al., 1999; BERG;
SIMEONOV; JANDA, 1999; JIANG et al., 2013).
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Figura 19. Efeito dos sequestradores de ERO na clivagem de DNA
plasmidial por 1 a 50uM durante 16 horas a 50°C em tampdo HEPES
(10 mM, pH 7,0). Os sequestradores de ERO utilizados foram: DMSO
(2 M), KI (0,5 mM) e a SOD (20 unidades). Os controles (sem complexo
de reacdo) para cada inibidor de DNA mostraram uma clivagem
semelhante ou ainda mais baixa do que a de controle apresentado na
figura (dados ndo mostrados). Dados representativos de dois ensaios
diferentes expressos em média + DP.

Com o intuito de verificar por qual meio o complexo interage
com o DNA, foram adicionados as misturas reacionais dois ligantes dos
sulcos maior e menor do DNA, verde de metila e distamicina,
respectivamente.

Na figura 22, é possivel verificar que o complexo 1 tem sua
atividade diminuida tanto na presencga de distamicina quanto verde de
metila (desaparecimento da Forma Ill). Dessa forma, ndo é possivel
determinar por qual sulco se d& a interacdo, o que nos leva a acreditar
gue ambos estejam envolvidos no processo. Esse efeito € muito similar
aos ja analisados por diversos trabalhos envolvendo interacBes entre
complexos metalicos e DNA (HEGG; BURSTYN, 1995; CAMARGO
et al., 2008).
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Figura 20. Efeito dos inibidores de sulco do DNA: distamicina (50 uM)
e verde de metila (50 M) sobre a clivagem de DNA plasmidial por 1 a
50 UM durante 16h a 50 ° C em HEPES 10 mM (pH 7,0). Os controles
(sem reacdo com complexos) de cada inibidor de sulco mostrou uma
clivagem de DNA semelhante ou ainda mais baixa do que o controle
apresentado na figura (dados ndo mostrados). Dados representativos de
dois ensaios diferentes expressos como média + DP.

Com os dados obtidos através destes experimentos é possivel
verificar um comportamento tipicamente hidrolitico para o complexo 1,
tanto pelo perfil sigmoidal para a analise de pH, quanto pela ndo
participacdo de espécies reativas de oxigénio nas reacdes de clivagem. A
clivagem por mecanismo hidrolitico costuma ser preferivel ao oxidativo.
Uma vez que a clivagem oxidativa do DNA produz radicais livres e
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estes tem a capacidade de impedir a religacdo das fitas de DNA
enzimaticamente, promovem danos periféricos consideraveis as células
e a difusdo destes radicais também podem interferir na especificidade
dos complexos nas clivagens de interesse (CHEN, Z. et al., 2008).

4.1.2 Comparacao entre complexo mononuclear de La(lll)
imobilizado/ ndo imobilizado em silica 3-aminopropil.

Finalmente a atividade catalitica frente ao DNA de APS-1 foi
realizada e comparada com 1 (Figura 23). E possivel verificar que APS-
1 também possui atividade e esta aumenta com o passar do tempo,
semelhante ao que foi observado para 1, porém com rendimentos mais
baixos (~80% para 1 e ~50% para APS-1). Este mesmo comportamento
ja foi relatado por nosso grupo em um complexo heterodinuclear de
Fe'"'zn" também imobilizado em Silica 3-aminopropil, onde quando este
era imobilizado em silica sua atividade na concentracdo de 10uM
diminuia de 47% para 33% (PIOVEZAN et al., 2010).
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Figura 21. Comparacdo da atividade de clivagem de DNA, por 1 e
APS-1 a 50uM durante até 24h a 50 ° C em HEPES 10 mM (pH 7,0).
Dados representativos de dois ensaios diferentes expressos em média +
DP.
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Além disso, o perfil de pH apresentado por APS-1 também
concorda com o de 1, uma vez que sob pH 7,0 mostrou maior
capacidade de clivagem (~80%), em comparacdo com pH 9,0 (~40%)
(Figura 24).

Quando estes dados sdo comparados com o que foi obtido
para a hidrélise do substrato 2,4-BDNPP, ja publicados, percebe-se que
sob condicdes de reacdo de clivagem de DNA, tanto 1 quanto APS-1
atuam como espécies binucleares (MUXEL et al., 2014). Isto pode ser
sugerido, pois quando 1 é imobilizado em silica (APS-1), este torna-se
uma espécie binuclear com atividade catalitica, frente ao 2,4-BDNPP,
6tima em pH 7,0. Este mesmo fato é observado também para 1 na
hidrélise do DNA, o que nos leva a crer que na reagdo de clivagem o
DNA faca o papel da silica e dé suporte para 1 também atuar como uma
espécie binuclear, com atividade catalitica 6tima em pH 7,0.
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Figura 22. Comparacdo da capacidade em clivar DNA de 1 e APS-1 a
50uM em até 8h a 50 ° C com dois pH diferentes (Tampédo = 10 mM;
HEPES a pH 7,0 [A] e CHES a pH 9,0 [B].

Supde-se, neste caso, que uma amina livre nas bases
nitrogenadas do DNA possa reagir com um equivalente do complexo,
desproporcionando-o e permitindo a formagdo de uma espécie binuclear,
de modo similar a que ocorre com 0s grupos amininicos da 3-
aminopropil silica que permitem a formacéo do complexo APS-1. Sendo
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assim, tanto 1 quanto APS-1 atuariam da mesma maneira frente a
hidrélise do DNA.

4.2 Complexo mononuclear de Cobre (I1)

Primeiramente foram ensaiados para 0 complexo
[Cu(Lpurina)ClI] (CuLPu) testes para verificar em qual pH havia uma
maior atividade catalitica do complexo. Para tal foram utilizados os
seguintes tampdes em seus respectivos pHs: [MES (10mM pH 5,5 e 6,0)
—HEPES (10mM pH 7,0 e 8,0 e CHES (10mM pH 9,0)].

A figura 25 ilustra o resultado obtido para este ensaio, onde a
clivagem por CuLPu aumenta gradativamente em relacdo ao pH. Esta é
relativamente baixa em pH 55 e 6,0 (~35%) mas aumenta
consideravelmente em pH 7,0, 8,0 e 9,0 (~60%), onde nestes se mantém
constante. Diversos complexos de cobre (1) possuem comportamento
semelhante, sendo mais ativos em pHs mais basicos. Um exemplo € o
complexo [Cu([9]aneN3)**! (onde [9]aneN; = 1,4, 7-triazaciclonano) com
uma acridina conjugada, o qual possui maior atividade em pH 9,0, onde
h& inclusive a formacdo da forma Il do plasmidio (FIII) apds 48 horas
de incubacéo a 37°C (HIROHAMA,; ARII; CHIKIRA, 2004).
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Figura 23. Clivagem de DNA plasmidial com variacdo de pH
([Tampéo] = 10 mM; MES pH 5.5 a 6.0; HEPES pH 7.0 a 8.0; e CHES
a pH 9.0), através de (CuLPu) a 37°C por 16h. Dados representativos de
dois ensaios diferentes expressos em média £ DP.

Posteriormente, foram realizados ensaios para averiguar a
influéncia da concentracdo do complexo na eficiéncia catalitica, estes
foram realizados no pH de maior atividade [CHES 10mM (pH 9,0)].

Conforme observado na Figura 26, o aumento da atividade do
complexo frente a0 DNA é proporcional ao aumento da concentracdo do
mesmo. E possivel visualizar que com 10pM do complexo ha uma
conversdo de apenas 20% da forma superenovelada (FI) na forma
circular aberta (FII) do DNA. No entanto, com aumento da
concentracado, a clivagem também aumenta, sendo de aproximadamente
50% em 25uM e chegando a 80% em 100uM do complexo.
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Figura 24. Clivagem de DNA plasmidial por (CuLPu) durante 16 horas
a 37° C em tampdo CHES (10 mM, pH 9,0) e diferentes concentracfes
do complexo (5 a 100 uM). Dados representativos de dois ensaios
diferentes expressos em média = DP.

Em estudos anteriores, uma série de compostos de Cu(ll) que
possuem em sua estrutura compostos aromaticos heterociclicos, como a
piridina e o imidazol, tiveram sua atividade testada frente ao DNA. Os
compostos derivados do imidazol obtiveram altas taxas de clivagem da
forma superenovelada (FI) do &cido nucleico (95 — 100%), enquanto que
para 0s compostos com a piridina a clivagem foi inferior (60%)
(RAJARAJESWARI et al., 2013). Vale destacar que estes compostos
ativos séo semelhantes ao anel aromético das purinas. Estas por sua vez,
junto com as pirimidinas, sdo as bases nitrogenadas do DNA, as quais
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estdo sendo cada vez mais utilizadas na sintese conjunta com ions
metalicos, como uma estratégia para potencializar o efeito destes sobre
biomoléculas.

A atividade catalitica para este estudo apenas foi visualizada
guando se adicionou a mistura reacional um co-reagente, o peroxido de
hidrogénio. Este fato j& foi relatado para diversos outros complexos de
Cu(ll) como Cu(ll) dipirido-quinoxalina (SANTRA et al., 2002) e
piridilmetil-etilenediamina (RAJA et al., 2005), que utilizaram como um
redutor o &cido ascorbico. Uma vez que todas as reagdes do presente
trabalho ndo contem co-reagentes, estas sdo compostas dos mesmos
componentes: DNA plasmidial, complexo e solu¢do tampdo, apenas
poderiam estar atuando como co-reagentes o tampdo CHES ou o proprio
DNA plasmidial.

Alguns estudos ja demonstraram que complexos de cobre (1)
tem a capacidade de oxidar aminas terciérias, como os tampdes MES,
HEPES e PIPES (WANG; SAYRE, 1992). Dessa forma, para verificar
se 0 tampdo CHES estaria atuando como um agente redutor, pois possui
uma amina secundaria em sua estrutura, foram realizados testes de
clivagem em outros tampdes, também em pH 9,0 (dados nao
mostrados). Apesar disto ndo houve alteragdes significativas na
atividade dos complexos, o que sugere que a propria molécula de DNA
esteja atuando como agente redutor de cobre(l1)-cobre(l).

Com o intuito de determinar qual o mecanismo de acdo do
complexo CuLPu na clivagem de DNA  plasmidial
(oxidativo/hidrolitico), este foi incubado com sequestradores de espécies
de radicais livres (EROs): DMSO, sequestrador do radical hidroxila
(OH®); KI, inibidor da geragdo de perdxidos (R-O-OH); SOD,
sequestrador do radical anion superdxido (O,"); NaNs, sequestrador de
oxigénio singlete (*O,). Na figura 27, é possivel observar que todos 0s
sequestradores de espécies de radicais livres diminuiram a atividade do
complexo, sendo ela mais drastica com o0 DMSO e o Kl (menos de 20%
de clivagem).

Dessa forma, é possivel sugerir que todas as espécies de radicais
livres testadas, principalmente os radicais hidroxila e perdxidos, estejam
envolvidas no ataque ao &cido nucleico, seja pela base nitrogenada ou
pela desoxirribose do DNA, sendo este provavelmente um mecanismo
oxidativo.
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Figura 25. Efeito dos sequestradores de ERO na clivagem de DNA
plasmidial por (CuLPu) a 100uM durante 16 horas a 37°C em tampao
CHES (10 mM, pH 9,0). Os sequestradores de ERO utilizados foram:
DMSO (2 M), KI (0,5 mM), SOD (20 unidades) e a NaN3(0,5mM). Os
controles (sem complexo de reacdo) para cada inibidor de DNA
mostraram uma clivagem semelhante ou ainda mais baixa do que a de
controle apresentado na figura (dados ndo mostrados). Dados

Metais de transicdo como o Cu(ll) podem gerar ERO por meio
de uma reagdo do tipo Fenton (reacdo 1), onde o metal reduzido reage
com H,0, (peroxido de hidrogénio) gerando OH®.

(Reagdo 1) Cu(l) + H,0, — Cu(ll) + OH® + OH ~
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Quando ha a presenca de um agente redutor como 0 ascorbato,
acido 3- mercaptoproprinico ou ditiotreitol e um agente oxidante como
0 H,0, esta é a principal via utilizada para a clivagem oxidativa por
complexos de Cu(ll). J& na presenca de somente um agente redutor,
ocorrem algumas modificacdes no mecanismo de reacdo, onde o metal
reduzido reage com o oxigénio molecular gerando O,* (reagéo 2) que
rapidamente dismuta a H,O, (reacdo 3) e participa na geracdo de OH*
(reacdo 1) .

(Reacdo2)  Cu(l) + O, — Cu(ll) + O,
(Reacdo 3) 20, +2H" — H,0, + 0,
(Reagdo 1) ~ Cu(l) + H,0; — Cu(ll) + OH® + OH’

Também pode ocorrer a formagdo de ERO mesmo somente na
presenca de H,O, (PECCI; MONTEFOSCHI; CAVALLINI, 1997),
onde Cu (Il) reage com o H,0, gerando uma espécie tipo metal-
peroxido (reacdo 4). Esta espécie reage com outra molécula de H,0,
formando Cu (1) e o proprio radical OH® (reacdo 5). Quando ha excesso
de H,O, 0 Cu (1) pode seguir reagdo tipo-Fenton (reagdo 1).

(Reacdo 4) Cu(ll) + Hy0, — Cu(l1)-HO,® + H”

(Reagdo 5) Cu(1)-HO,®* + H,0, — Cu(l) + O, + OH® +
H,0O

(Reagdo 1) ~ Cu(l) + H0; — Cu(ll) + OH® + OH’

Sendo assim, pode-se sugerir que na presenca de um agente
redutor/oxidante Cu(ll) pode gerar ERO, o que poderia explicar o
comportamento do complexo CulLPu. Mas, como ja explicado
anteriormente, para estas condic¢des reacionais ndo foi utilizado nenhum
co-reagente.

Dessa forma, é possivel sugerir que o complexo cliva
oxidativamente 0 DNA, mesmo sem a presenca de um co-reagente. Este
mesmo resultado j& foi obtido para o complexo Cu(ll),-BMXD, onde
“BMXD” ¢ o ligante 3,6,9,17,20,23- hexaazatriciclo[23.3.1.1"*"°]-
triaconta-1(29),11(30),12,14,25,27-hexano, em que este sofre reducdo
pelo proprio DNA em solugdo. O complexo no estado de Cu(l) gera
ERO possivelmente pelas reagdes 2, 3 e 1 clivando o DNA (OLIVEIRA
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et al., 2009), o que corrobora com a hipétese de que este complexo de
Cu(ll) também aja pelo mesmo principio.

Para dar maior credibilidade a hip6tese de que CuLPu age pelo
mecanismo oxidativo, foram realizados testes para analisar a influéncia
do oxigénio molecular (O,) no processo de clivagem. Foram testadas,
paralelamente, reagdes em condicdes aerdbias e anaerdbias (atmosfera
de argdnio) em pH 9,0. Para tanto, o sistema [Fe(EDTA)],-/DTT foi
utilizado como controle positivo, uma vez que este sistema é capaz de
gerar radicais hidroxila (OH®), os quais oxidam o DNA através da
reacdo de Fenton (POGOZELSKI; TULLIUS, 1998).

A Figura 28 demonstra a diferenca de clivagem em condicOes
aerébicas (A) e anaerobicas(B) pelo complexo CuLPu. E notério que a
atividade do mesmo em anaerobiose diminui drasticamente, visto que na
presenca do oxigénio havia a formacéo da forma linear do DNA (FIII) e
guando este é testado em condicfes anaerdbicas sua atividade diminui
para aproximadamente 40%. Vale destacar que a clivagem por
FEEDTA/DTT também diminuiu em condi¢cdes anaerébicas, 0 que
garante a veracidade do método, ja que este somente tem a capacidade
de clivar o DNA na presenca de oxigénio molecular.
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Figura 26. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo (CuLPu) em
condicbes aerobicas(atmosfera de oxigénio) (A) e anaerdbicas
(atmosfera de argbnio) (B) em tampdo CHES (pH 9,0), na concentracao
de 100pM a 50°C, durante 4h. Dados representativos de dois ensaios
diferentes expressos em média +DP.
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Este mesmo comportamento ja foi observado para complexos
binucleares de cobre: [Cu,(HLdtb)(u-OCH3)](CIO,), e [Cuy(Ldtb)(u-
OCHj3)](BPhy) (sintetizados a partir do ligante H2Ldth — {2-[N,N-Bis(2-
piridilmetil)aminometil]-6-[N",N"-(3,5-di-tert-butilbenzil-2-hidroxi) (2-
piridilmetil)Jaminometil-4 metilfenol), onde em pH 7,9 a atividade dos
complexos em condicBes aerlbicas era reduzida de 75% para
aproximadamente 36% com restricdo de oxigénio (PERALTA et al.,
2006).

Com mais esse dado corroborando com a hip6tese que CuLPu
age na clivagem de DNA por um mecanismo oxidativo, foram testados
também mecanismos que comprovam por qual via ocorre a interago
destes com o DNA. Normalmente, essa interacdo ocorre por trés
principais modos: intercalagdo, ligagdo nos sulcos do DNA ou
interacdes eletrostaticas (BLACKBURN et al., 1997).

Dessa forma, para determinar de que forma o complexo
mononuclear de cobre interage com o DNA foram realizados diferentes
testes, como a espectroscopia de dicroismo circular (DC). Esta técnica é
muito utilizada para diagnosticar mudancas na estrutura do DNA
guando este interage com outras moléculas (GARBETT; RAGAZZON;
CHAIRES, 2007). Para este ensaio foi utilizado o CT-DNA, que possui
um espectro composto por uma banda positiva em 275nm, devido ao
empilhamento entre as bases nitrogenadas e uma banda negativa em
245nm, devido a helicidade direita da forma B do DNA (CHEN et al.,
2008). Com a adi¢do do complexo CuLPu (Figura 29) a solugdo de CT-
DNA (200uM), a intensidade de ambas as bandas diminuiram
significativamente, isto significa que o complexo altera a conformacao
do DNA. O declinio da banda em 245nm sugere que o complexo
interaja @ modo de mudar a conformagdo do DNA de B-DNA para Z-
DNA (CHEN, Z. et al., 2008). J4, a diminuicéo da intensidade da banda
de 275nm, indica que pode estar havendo um relaxamento da dupla
hélice do DNA (HE et al., 2009). Este ndo € um comportamento do tipo
intercalante, em que haveria 0 aumento da intensidade das bandas
(CHEN, L.-M. et al., 2008), o que corrobora com a hipotese de que este
complexo aja ou através dos sulcos do DNA ou por interacfes
eletrostadticas (DHAR; NETHAJI; CHAKRAVARTY, 2005;
SHAHABADI; HEIDARI, 2014; THAMILARASAN; JAYAMANI;
SENGOTTUVELAN, 2015).
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Figura 27. Espectros de dicroismo circular de CT-DNA (200 uM) na
auséncia e na presenca de concentragdes variadas do complexo
(CuLPu) (r=0,10; r=0,30; r=0,60;r=1,0), onde r=[complexo]/[CT-
DNA].

Para confirmar se realmente a interacdo do complexo CuLPu
ocorre através dos sulcos do DNA, foi realizado um experimento com a
utilizacdo da netropsina e do verde de metila, bloqueadores do sulco
maior e menor do DNA, respectivamente. Na figura 30, é possivel
observar que ndo houve diminuicdo da atividade do complexo quando se
bloquearam os sulcos. Com isso, sugere-se que a interacdo do complexo
CuLPu ou ndo depende da ligagdo do complexo com os sulcos do DNA
ou que o complexo tem a habilidade de acessar ambos os sulcos do
mesmo, ndo demonstrando preferéncia por nenhum.

Este dado ratifica os resultados obtidos nos espectros de
dicroismo circular, evidenciando mais uma vez que o0 acesso ao DNA se
da por ambos os sulcos do DNA e a interagdo com 0 mesmo seja
mediada por interacBes eletrostaticas. Este mesmo resultado foi obtido
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para um complexo binuclear de cobre(ll), [Cu(u-RSSR)],, em que a
atividade de clivagem no DNA era foto-induzida e a interacdo deste com
0 complexo também ndo era evidenciada nos experimentos com
bloqueadores de sulco, sendo portanto muito provavelmente induzida
por interacdes eletrostaticas (LAHIRI et al., 2010).
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Figura 28. Influéncia dos ligantes especificos dos sulcos menor e maior
do DNA, netropsina e verde de metila (50uM) na atividade de clivagem
de DNA por (CuLPu) (100uM). As reacBes foram conduzidas em
tampdo CHES (10 mM pH 9,0), durante 16h a 37 °C.
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Por fim, segundo os espectros de DC, a interagdo de CuLPu
com o DNA aconteceria também através de interacdes eletrostaticas.
Para ratificar esta hipétese, foram adicionados as misturas reacionais
concentracdes crescentes de NaCl (100 a 1250 mM) para avaliar a forga
ibnica da reacdo. Sabendo que os grupos fosfatos encontram-se
carregados negativamente nas condicOes testadas e que os complexos
em estudo possuem cargas positivas € plausivel acreditar que as
interacdes eletrostaticas entre os complexos e 0 DNA possam auxiliar na
interacdo e consequente clivagem do mesmo.

Assim é possivel observar na Figura 31 que com a adicdo de
NaCl (aumento da forca ibnica) ocorre uma diminuicdo drastica na
atividade do complexo CulLPu, sendo que esta reduziu de
aproximadamente 80%, na auséncia de NaCl, para 30% na presenca de
200mM de NaCl. Estes resultados sugerem que as interacGes
eletrostaticas contribuem no processo de clivagem de DNA, uma vez
gue a molécula de DNA é negativamente carregada e o complexo
CuLPu é positivamente carregado. Muitos outros autores ja
demonstraram este mesmo comportamento, como por exemplo, para um
complexo binuclear de Zinco. Sua forca iénica foi testada com a adicdo
tanto de cloreto de sédio (NaCl), quanto de nitrato de sddio (NaNO3),
nas concentracBes crescentes de 10 a 100mM, e ambos diminuiram a
atividade do complexo demonstrando a interacdo eletrostatica do
complexo frente ao DNA (PANJA et al., 2011).
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Figura 29. Efeito da forca ionica (NaCl) na clivagem do DNA
plasmidial por (CuLPu), em 100uM por 16h a 37°C em tampdo CHES
(10mM, pH 9,0). Depois da adicdo dos complexos, diferentes
concentracdo de NaCIl( 100 a 1250mM) foram adicionados as reagdes.
Dados representativos de dois ensaios diferentes expresso em média
+DP.

Através dos resultados obtidos até o momento, algumas
conclusfes ja podem ser explicitadas. O complexo CuLPu possui
atividade apenas oxidativa, como demonstrado pelos testes de espécies
sequestradoras de radicais livres e em atmosfera de argdnio, por este
motivo é bastante plausivel acreditar que ele interaja com o DNA
eletrostaticamente por atracdo de cargas e acesse 0 DNA ligando-se a
ambos os sulcos do mesmo, para que entdo haja a formagéo e difusdo
dos radicais livres e consequente clivagem do DNA.
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Com o intuito de avaliar o perfil cinético de clivagem do
complexo CuLPu, este foi incubado em diferentes concentracfes e
tempos. Tratando os dados como uma cinética de pseudo-primeira
ordem, onde h& um excesso de catalisador frente ao substrato
(SREEDHARA; FREED; COWAN, 2000), observou-se na tabela 1 as
diferentes constantes de clivagem de DNA (Kobs) € 0 tempo de meia-vida
para o0 DNA superenovelado (ty2), para cada concentragdo de complexo
testada. O céalculo de ty, é feito, segundo uma cinética de primeira
ordem (excesso de substrato) usando a formula In(2)/Kca.

E possivel perceber que conforme aumenta a concentragio do
complexo também ocorre um aumento na velocidade de reagdo.
Observou-se que com 50uM do complexo 0 ko era de 0,11 h™, o que
representa um ty, de ~ 6,44h para 0 DNA superenovelado, quando
ocorre um aumento na concentragcdo do complexo para 200pUM 0 Kops
também aumenta, chegando a 0,49 h™, com uma meia-vida de 1,40h.
Quando comparamos estes dados com o0s existentes na literatura para
este mesmo complexo, sem a adigdo da purina, podemos perceber o
quanto essa adi¢do incrementou a velocidade de reacdo do complexo
frente a clivagem de DNA (OLIVEIRA et al., 2009). O complexo
[CU(C21H21N30,)(OH,),]** (Figura 9-Pag 27) obteve seu apice de
constante de clivagem de DNA (0,78 h%) com 3,0mM de complexo,
sendo que com 500uM de CulLPu, seis vezes menor a concentragdo, ja
era possivel obter um ks de 0,54 h™.

Outro complexo binuclear de cobre(ll), conjugado com uma
base pulrica (adenina) obteve em uma cinética de pseudo-primeira
ordem um Kkq,s de aproximadamente 0,141min™, com t;, de 4,9 min
(GARCIA-GIMENEZ et al., 2007). Demonstrando assim o potencial
deste novo complexo (CuLPu) e de como a adicdo da purina foi
eficiente para 0 aumento da clivagem do acido nucléico.
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Tabela 1. Comparacdo das constantes de clivagem de DNA
superenovelado (kons) € tempo de meia-vida (ty;) para o complexo
CuLPu.

[Cuk/IPu] Kops (™) tio(h)

VI
50 0,11h* 6,44h
75 0,14 h™ 5,11h
100 0,20h™ 3,40h
200 0,49h* 1,40h
300 0,51h™ 1,36h
500 0,54 h™ 1,29h

Na figura 32, as constantes de clivagem (kops) calculadas em
cada concentragdo do complexo, mostram a variagdo dessas constantes
em funcéo do aumento da concentracdo dos complexos, onde se observa
um comportamento de saturagéo.
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Figura 30. Gréfico de kqps Versus concentragdes do complexo CuLPu,
mostrando um comportamento de saturagdo. As reacOes foram
realizadas em CHES (10 mM) pH 9,0 com concentrac¢des crescentes do
complexo (50-500uM). A incubagdo foi realizada a 37°C com retirada
de aliquotas em diferentes intervalos de tempo(0-4h).

Assim, assumindo que o DNA é o substrato e 0 que complexo
metalico atua como um catalisador foi possivel extrair da curva,
segundo formalismo de pseudo-Michaelis Menten, constantes cinéticas
como mostradas na Tabela 2. Esta indica que o complexo CulLPu
apresenta valor de ke de 0,8873h™, e valor de aceleracéo da degradacdo
em relacéo ao DNA no catalisado de 2,4 x 10’ vezes, estes dados est&o
de acordo com os apresentados na literatura atualmente (DE ALMEIDA
et al., 2013; CHEN et al., 2012; ROY et al., 2011; YANG; WANG;
YANG, 2011), demonstrando mais uma vez a eficiéncia deste complexo
em atuar como um mimético de nuclease.
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Tabela 2. Parametros cinéticos para as reagGes de clivagem
catalisadas pelo complexo CuLPu.

kcat(h_l)a KM(lJM) kcat/ kr‘]catalisadab tl/z(h)c

0,8873 0,25 2,4x 10’ 0,78

@ Constante de catalise. "Aceleracdo da degradacdo em relacdo ao DNA néo
catalisado (knc=3,6 x 10°h™")° Tempo de meia vida do DNA na forma
superenovelada (ty,=In(2)/keqy)-

Estes dados também corroboram com os ja apresentados por
outro grupo de pesquisa, onde a adicdo de uma adenina ao complexo
Cu(bpy)Cl,, fez com que a constante de catdlise do complexo
aumentasse de 0,50h™para 40,4h™, ou seja, um incremento de 80 vezes
na velocidade da reac&o. Vale destacar que a enzima de restrigdo EcoRl
possui um ke de 43,2h™, demonstrando assim o importante papel
desempenhado pelas bases nitrogenadas em promover interacbes entre
complexos metélicos e seus alvos, bem como a facilitagdo para a
clivagem do mesmo (WANG et al., 2010).

4.3  Clivagem e interacdo dos complexos monucleares de
Cobre(l1) com a proteina BSA.

O desenho de metaloproteases sintéticas que clivam proteinas
em um sitio especifico tem levantado muito interesse nos Gltimos anos
(RAJENDIRAN et al., 2007). Dessa forma, com o intuito de
desenvolver além de nucleases potentes, dois complexos de cobre (l1),
foram testados como agentes de clivagem para proteinas.

Tendo em vista o efeito que diferentes tampdes e pHs podem
trazer para a atividade catalitica de complexos metéalicos, foram
testados diferentes condi¢bes a fim de se estabelecer a que mais
potencializa o efeito do complexo sobre a biomolécula. Dessa
forma, na figura 40 é possivel verificar o efeito do pH frente as reacdes
de clivagem, para [Cu(Shyd)(bpy)] e [Cu(Shyd)(phen)]. Fica evidente
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que o comportamento de [Cu(Shyd)(bpy)] (A) e [Cu(Shyd)(phen)]
(B) quando expostos a diferentes condigBes é semelhante, ou seja,
apresentam maior atividade catalitica em pH 7,0 e 9,0 (Figura 33),
apresentando uma porcentagem de BSA intacta de aproximadamente
40% e 20% para [Cu(Shyd)(bpy)] e [Cu(Shyd)(phen)],
respectivamente, em ambos os pHs. Este comportamento ndo €
caracteristico para um complexo hidrolitico, pois para este é retratado
uma dependéncia sigmoidal entre o pH e a atividade do complexo
metélico (MUXEL, 2014).

Esta falta de perfil dependente de pH nos leva a hip6tese de
gue tanto [Cu(Shyd)(bpy)] quanto [Cu(Shyd)(phen)] ajam na proteina
pelo mecanismo oxidativo. Visto que este tem por base o ataque a
biomolécula Unica e exclusivamente pela formacdo de espécies de
radicais livres e que a formagéo destas ndo estd diretamente ligada ao
pH adotado durante a reacdo de clivagem, é plausivel crer na a¢do destes
complexos por esta via.

Como a atividade para ambos os complexos foi relativamente
a mesma nos pH 7,0 e 9,0, os ensaios subsequentes foram realizados em
HEPES (10mM) pH 7,0, pois este melhor mimetiza o pH fisioldgico, o
gue corroborara para posteriores perspectivas para uso deste complexos
frente a outros matérias biolégicos, como as células.
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Figura 31. Clivagem da proteina BSA (15uM) em diferentes tampdes:
MES - 10mM (pH 5,5 e 6,0), HEPES - 10mM (pH 7,0 e 8,0) e CHES -
10mM (pH 9,0), frente a adicdo de 200uM de [Cu(Shyd)(bpy)] (A) e
[Cu(Shyd)(phen)] (B), durante 4h a 50°C. Dados representativos de
duplicatas +DP.
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Na figura 34, podemos observar a atividade catalitica frente a
proteina BSA de [Cu(Shyd)(bpy)] (A) e [Cu(Shyd)(phen)] (B),
respectivamente. Quando comparado com a reacgdo controle, contendo
apenas acetonitrila e BSA, fica evidente o aumento da clivagem
conforme ocorre 0 aumento da concentragdo do complexo, tanto por
[Cu(Shyd)(bpy)] quando por [Cu(Shyd)(phen)]. Este comportamento
proteolitico de alguns complexos metélicos, ja foi relatado por diversos
autores na literatura (RAJENDIRAN et al., 2007, JANG; SUH, 2008,
DE OLIVEIRA et al., 2005, BURANAPRAPUK et al., 1998, KATKAR
etal., 2014).
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Figura 32. Clivagem da proteina BSA (15uM) com a adicdo de
concentracBes crescentes (10 a 500uM) do complexo [Cu(Shyd)(bpy)]
(A) e [Cu(Shyd)(phen)] (B). As reagdes foram incubadas por 4h, a
50°C em tampdo HEPES (10mM, pH 7,0). Dados representativos de
duplicatas com média +DP.

Controle
10 uM
25 uM
50 uM
100 uM
200 uM
500 uM



86

E notdrio também que a clivagem por [Cu(Shyd)(phen)] ¢é
muito mais eficiente, sendo que aproximadamente 10% da proteina
ainda estd intacta na concentracdo de 500uM, enquanto que para
[Cu(Shyd)(bpy)] na mesma concentracdo esta ndo chega a 50%, esse
dado sugere que a modificacdo feita pela troca da bipiridina presente em
[Cu(Shyd)(bpy)] pela fenatronila em [Cu(Shyd)(phen)] favorece de
alguma forma a clivagem da proteina. Alguns complexos que sofreram
esta mesma modificacdo, ou seja, troca do ligante bipiridina por
fenatrolina também demostraram o0s mesmos efeitos sobre a BSA
(LOGANATHAN et al., 2014; GANESHPANDIAN et al., 2013).

Com o intuito de avaliar as mudancas estruturais causadas na
BSA pelos complexos de cobre, foi realizada a técnica de espectroscopia
de dicroismo circular. Os espectros foram realizados utilizando uma
concentracdo constante de BSA (30uM) variando a de complexo (r=0,10
a r=1,0), como mostrado na Figura 35.

A BSA é uma proteina apropriada para estes estudos, pois
devido a alta porcentagem de a-hélices em sua estrutura possui um sinal
de DC bastante caracteristico na regido do UV - distante, o qual
apresenta duas bandas fortemente negativas, devido a sua helicidade, em
209 e 220 nm.
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Figura 33. Espectros de dicroismo circular de BSA (30 uM) na auséncia
e na presenca de concentragdes variadas dos complexos
[Cu(Shyd)(bpy)] (A) e [Cu(Shyd)(phen)] (B), (r=0,25; r=0,5; r=1 ¢
r=2), onde r= [complexo 1]/[BSA].
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Em ambos os espectros de dicroismo circular observa-se que
tanto com a adicdo de [Cu(Shyd)(bpy)] (A) quanto [Cu(Shyd)(phen)]
(B) ocorreu uma diminuigéo da intensidade das bandas da BSA. Assim,
a ligacdo do complexo de cobre (II) a BSA induziria alteragdes na sua
estrutura secundaria, fato j& demonstrado por diversos autores
(SUNDARAVADIVEL et al., 2014; WU et al., 2014; SHAHABADI;
MAGHSUDI, 2009).

Podemos perceber também que mesmo com a adicdo e aumento
da concentracdo dos complexos 0s espectros continuam similares em
forma, quando comparados aquele que contem somente BSA, o que
provavelmente nos leva a crer que a ligagdo complexo-BSA apenas
induza mudangas na estrutura da proteina, e ndo afete a porcentagem de
a-hélices presente na mesma (SHAHABADI; MAGHSUDI, 2009).
Além disso, 0s espectros mostram que as mudangas causadas pelo
complexo [Cu(Shyd)(phen)] sdo muito mais expressivas do que as
causadas pelo complexo [Cu(Shyd)(bpy)], o que sugere que
[Cu(Shyd)(phen)] esteja interagindo mais fortemente com a proteina.

Para determinar qual o efeito da concentracdo e do tempo de
incubacdo na velocidade de clivagem da proteina, foi incubada uma
concentragdo constante de BSA (15uM), 100uM de complexo, com
retirada de aliquotas em diferentes intervalos de tempo (0-4h). Tratando
os dados com uma cinética de pseudo-primeira-ordem, onde ha um
excesso de catalisador em relagcdo ao substrato, estimou-se um Kqps de
0,7159h™ com o complexo [Cu(Shyd)(bpy)], 0 que representa um
tempo de meia vida de ~58min para a BSA intacta. Nas mesmas
condicdes, 0 kqys da reacdo com o complexo [Cu(Shyd)(phen)] foi de
1,279h™ e um ty, de ~33 min para a BSA intacta (Figura 36).
Analisando o comportamento cinético dos complexos, é possivel
verificar que o complexo [Cu(Shyd)(phen)] é mais veloz na clivagem
da proteina BSA quando comparado com [Cu(Shyd)(bpy)], o que
corrobora com o ja visto nos ensaios de clivagem e interagao.
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Figura 34. Plote da fracdo de BSA intacta (%) em funcdo do tempo(h)
ap6s o tratamento com os complexos [Cu(Shyd)(bpy)] (A) e
[Cu(Shyd)(phen)] (B) (100uM). As reacbes foram mantidas a 50°C,
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com retirada de aliquotas em diferentes intervalos de tempo. Dados
representativos de dois ensaios com média £DP.

Este fato nos levar a acreditar, analisando a estrutura dos
complexos, que a troca da bipiridina presente no complexo
[Cu(Shyd)(bpy)] pela fenantrolina pertencente ao [Cu(Shyd)(phen)]
favorece a interacdo com a BSA e consequente clivagem da mesma,
sugerindo que esse ligante afetaria o equilibrio eletroquimico facilitando
assim a reacdo de oxidacdo das ligagdes peptidicas mais fortemente por
[Cu(Shyd)(phen)].

Para dar embasamento a hip6tese de que [Cu(Shyd)(bpy)] e
[Cu(Shyd)(phen)] clivam a BSA por um mecanismo oxidativo, a
mesma foi incubada com dois sequestradores de espécies reativas de
oxigénio: DMSO, sequestrador do radical hidroxila (OH®) e SOD,
sequestrador do radical anion superéxido (O,*). Analisando a figura 37,
¢ possivel perceber que ambos o0s sequestradores diminuiram
relativamente a atividade dos complexos na BSA, corroborando com a
hipotese de que estes atuam por um mecanismo oxidativo. Apesar desta
diminuicdo ter sido pequena, aproximadamente 20%, estes mesmos
complexos ja foram testados por nosso grupo tendo como substrato o
DNA e o mesmo resultado foi obtido (comunicacdo pessoal Tiago
Bortolotto).
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Figura 35. Efeito dos sequestradores de espécies reativas de oxigénio na
BSA (%) quando incubados com 200uM de [Cu(Shyd)(bpy)] (A) e
[Cu(Shyd)(phen)] (B), durante 4h a 50°C. Dados representativos de
dois ensaios diferentes+ DP.
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Estudos de outro grupo de pesquisa também sugerem um
mecanismo oxidativo mesmo quando ha pouca inibi¢do de clivagem,
isto porque as espécies reativas de oxigénio seriam geradas muito
préximas ao alvo, clivando-o rapidamente. Dessa forma, o sequestro das
espécies geradas seria dificultado ou até mesmo impossibilitado (TAN;
WANG; ZHU, 2009).

E muito bem esclarecida a presenca de interacdes eletrostaticas
guando se trata de complexos metalicos e DNA. Como ja mencionado
anteriormente (Figura 31), isto ocorre porque o grupamento fosfato do
DNA Ihe oferece carga negativa sendo assim muito provavelmente
atraido pelos complexos, com carga positiva. As proteinas ndo sofrem
tanto com a acgdo da forga ibnica, j& que seus aminoécidos apresentam
tanto carga negativa quanto positiva (LEHNINGER; NELSON; COX,
2011). Dessa forma, a fim de esclarecer o efeito da forca idnica sobre os
complexos em estudo, foram adicionados a mistura reacional NaCl (0-
200uM) e os resultados sdo apresentados na figura 38.
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Quando analisamos o efeito da forca idnica frente a atividade
dos complexos [Cu(Shyd)(bpy)] e [Cu(Shyd)(phen)] é notério que
esta afeta mais [Cu(Shyd)(phen)], tendo uma inibicdo de clivagem de
aproximadamente 50% quando comparado com P6 que quase ndo é
inibido pela adi¢do do sal. Dessa forma, é possivel sugerir que o ligante
fenentrolina colabore para que ocorram mais interagGes eletrostaticas
entre [Cu(Shyd)(phen)] e a BSA, dando mais uma vez suporte a
hipotese que o ligante fenantrolina auxilia na interacdo e clivagem da
proteina.
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5  Conclusbes

e Complexo mononuclear de Lanténio (l11) — Interacdo de
clivagem de DNA.

O complexo mononuclear de Lantanio(lll) ndo imobilizado
mostrou-se mais eficiente na clivagem de DNA plasmidial sob a
condicdo de clivagem em pH 7,0, 50°C e 50uM do complexo,
apresentando uma clivagem de aproximadamente 80% nesta condicéo.
A interacdo com o DNA acontece via interacOes eletrostticas e por
ambos os sulcos do mesmo, evidenciada pelos experimentos de forga
ibnica e inibidores dos sulcos do DNA. A clivagem do acido nucleico
ocorre via mecanismo hidrolitico, visto que quando este foi incubado
com 0s sequestradores de espécies reativas de oxigénio ndo houve
diminuigdo da atividade em nenhuma condig&o testada.

Quando a atividade do complexo ndo imobilizado foi
comparada com o mesmo imobilizado em Silica 3-aminopropil, foi
possivel observar que ambos possuem atividade frente ao DNA, sendo
esta mais evidenciada no complexo ndo imobilizado. O que sugere o
desproporcionamento, promovido pelo DNA, do complexo mononuclear
de lantanio, semelhante ao que a silicia promove, onde uma base de
azoto do DNA (A, C ou G) doaria uma amina primaria e formaria uma
base de Schiff com o complexo ndo imobilizado.

e Complexo mononuclear de Cobre (I) — Interacéo e clivagem de
DNA

O complexo mononuclear de Cu(ll) foi capaz de clivar DNA com
concentragdes em puM, em uma ampla faixa de pHs (6,0 a 9,0) a 37°C,
sendo em pH 9,0 a maior atividade.

Visto que ocorre diminuicdo da intensidade de ambas as bandas do
DNA (275 e 245 nm) no espectro de dicroismo circular, é possivel
sugerir que a interagdo entre complexo e &cido nucleico ocorra via
sulcos do DNA e interac0es eletrostaticas. Este dado foi ratificado com
0s experimentos subsequentes, com os quais foi possivel sugerir que o
acesso ao DNA dé-se por ambos os sulcos.

O mecanismo pelo qual ocorre a clivagem parece ser oxidativo,
havendo principalmente a formagdo de duas espécies reativas de
oxigénio: os radicais hidroxil (OH) e derivados de peréxidos (R-O-OH),
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fato corroborado pelo teste em atmosfera de argbnio que diminui
drasticamente a atividade do complexo sob estas condicdes.

Analisando a constante de catalise do complexo (0,887 h™) fica
evidente o papel de nuclease deste e de como a adi¢cdo da purina foi
relevante para 0 aumento da atividade e interagdo deste com o DNA.

e Complexos mononucleares de Cobre (I1) — Interacdo e clivagem
de proteina.

Estes complexos mostraram-se bastante ativos na clivagem de
BSA em concentragcdes micromolares e pH 7,0 e 9,0. Testes na
presenca de inibidores de espécies reativas de oxigénio indicaram a
ocorréncia de um mecanismo oxidativo, envolvendo os radicais
hidroxila (OH) e énion superdxido (Oy), via interacOes
eletrostaticas. Sendo o complexo [Cu(Shyd)(phen)] mais eficiente
na clivagem de BSA que [Cu(Shyd)(bpy)], muito provavelmente
devido ao seu ligante fenantrolina.



97

Perspectivas

Determinar o(s) sitio(s) de clivagem de DNA e BSA utilizados pelos
complexos CuLPu, [Cu(Shyd)(bpy)] e [Cu(Shyd)(phen)] através de
espectrometria de massas por lonizacdo/Dessorcdo de Matriz Assistida
por Laser, com deteccdo por Tempo de Voo (MALDIToF- MS, do
inglés, Matrix Assisted Laser Desorption/lonization with Time of Flight
Mass Spectrometry) e por DNA footprinting.

Determinar os parametros termodindmicos da interacdo entre os
complexos e 0 DNA por meio de calorimetria de titulacdo isotérmica
(ITC, do inglés, Isothermal Titration Calorimetry) e cinéticos por
ressonancia plasmonica de superficie (SPR, do inglés, Surface Plasmon
Ressonance).

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

Verificar a potencial atividade do complexo CuLPu frente a clivagem
de proteinas de baixa massa molecular.
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