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RESUMO

Nucleases e proteases sdo enzimas da classe ddadsd. As
primeiras sdo capazes de clivar ligacdes fosfagtigst molécula de
DNA. As proteases, por sua vez, atuam na hidrdlisdigacdes
peptidicas nas proteinas. Em funcdo disso, esszisnan tém
inmeras aplicagbes, principalmente, em procesgmsuimicos e
biotecnoldgicos. Nesse sentido, nas Ultimas décdéas sido
desenvolvidos diversos modelos de nucleases @ifiee, mais
recentemente, de proteases artificiais. Estes sasicdmente
complexos mono, di ou multi metalicos que incluertais como Fe,
Zn, Cu, Co, lantanideos, entre outros. Muitos destanplexos ndo
s6 ajudaram a entender os mecanismos envolvidosreaigbes
catalisadas por enzimas, mas também demonstrarassuipo
propriedades antitumorais e antimicrobianas, alénaukiliarem no
sequenciamento e elucidacao de estruturas denastei

Neste trabalho, foi avaliada a atividade de naxasplexos
metalicos na clivagem de DNA plasmidial e de umatgina, a
albumina do soro bovino (BSA). Para tanto, os cexgd metalicos
testados foram os seguintes: os complexos bineset cobre(ll) —
[Cup(HL1)(OAC)](CIOy4),2.(CH3),CHOH (1), sintetizado a partir do
ligante nado simétrico, binucleante 1M  (N,N’,N’-[tris-(2-
piridilmetil)]- N-[(2-hidroxi-3,5-diterc-butilbenzil)]-1,3-
propanodiamina-2-ol) e [G(HL2)(OACc)](CIO,4).H,O.(CHs),CHOH
(2), sintetizado a partir do ligante ndao simétricmubleante H_2
(N,N-[bis-(2-piridilmetil)]-N’,N’-[(2-hidroxibenzil)(2-hidroxi-3,5-di-
tercbutilbenzil)] 1,3 propano diamina-2-ol) — e o coeya trinuclear
de gadolinio(lll) — Ge(L3),(NO3)2(H-0)4]NOs.8H,0 (3), sintetizado
a partir do ligante kL3 (2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-
metil-6-[N’-bis(2-hidroxi-2-oxoetil) aminometillfenol).

Para avaliar a clivagem foram realizados testesliéenentes
pHs, tempos de incubacdo e concentracbes dos oaspl®
mecanismo de acdo foi determinado através de expeids em
atmosfera de argbnio, testes na presenca de indsidie espécies
reativas de oxigénio, de ligantes dos sulcos memoaior do DNA e
do agente quelante de cobre | (batocuproina). A&ragéo foi
observada através de titulacdes espectrofotom&triEspectros de
dicroismo circular e do efeito da for¢a ibnica leagem.
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Os resultados obtidos mostram que todos os congplso
capazes de clivar o DNA plasmidial em baixas comae@ies (UM) e
pHs préximos ao fisioldgico, com uma aceleracdoasa de 1910’
vezes em relagdo a hidrolise espontanea do DNA.eSmuo foi
observado para os complexos dinucleares de coliegradacédo de
BSA. Ainda, a utilizacdo de diferentes substrdfolA ou BSA)
provocou mudancas significativas no mecanismo deaggm
promovido pelos complexak e 2. Assim, quando o substrato é o
DNA plasmidial,1 atua através de um mecanismo oxidatidage
por meio de um mecanismo misto (hidrolitico e otidg; nessas
circunstancias? possui maior atividade e afinidade pelo DNA. Por
outro lado, com a utilizacdo da proteina como satustambos os
complexos procedem através de um mecanismo hidoglitessas
condi¢des,l é o complexo mais efetivo e de maior interagdo aom
proteina. Com relagdo ao compleXoo mecanismo de clivagem de
DNA plasmidial é hidrolitico, como observado parargle parte dos
complexos de lantanideos descritos na literatura.

Palavras-chave: Clivagem de DNA/proteinas,
nucleases/proteases quimicas.
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ABSTRACT

Nucleases and proteases are hydrolase’s class eaziime first
ones are able to cleave phosphodiester bonds iDRAemolecules. On
the other hand, proteases act in the hydrolysiprofein’'s peptide
bonds. Because of this, these enzymes have seygladations, mainly,
in biochemical and biotechnological processes. Atdiogly, in the last
decades several artificial nucleases models hawen lieveloped.
Recently, artificial proteases models have beereldped too. These
are, basically, mono, di or multi metallic complsxbat include metals
like Fe, Zn, Cu, Co, lanthanides, and others. Mafhthese complexes
aided the understanding of mechanisms involvechaymes catalyzed
reactions and revealed to have antituarad antimicrobial properties, in
addition to help in the sequencing and elucidatibprotein structures.

In this work, the activity of new metallic complexen cleavage
of plasmid DNA and a protein, the bovine serum allou(BSA), has
been evaluated. The analyzed metallic complexeg:whe binuclear
copper(ll) complexes - [G(HL1)(OAC)](ClOy4),.(CH3),CHOH (1),
synthesized from the non symmetrical ligangl H(N’,N’,N — tris-(2-
pyridylmethyl)- N-(2-hydroxy—3,5-di-tert-butylbenyl,3-
propanodiamine—2-ol) and [@iHL2)(OACc)](ClO4).H,0O.(CHs),CHOH
(2), synthesized from the non symmetrical ligargl H(N’,N'— bis-(2-
pyridylmethyl)- N,N- (2-hydroxybenzyl)(2-hydroxy-8B.di-tert-

butilbenzyl)-1,3-propanodiamine-2-0l) - and the nudlear
gadolinium(lll)  complex — G#L3)2(NO3)2(H20)4NO3.8H,O (3),
synthesized from the ligand 3B (2-[N-bis-(2-

pyridylmethyl)aminomethyl]-4-methyl-6N'-bis(2-hydroxy-2-
oxoethyl)aminomethyl]phenol).

In order to evaluate the cleavage, assays have gmérmed in
different pH conditions, incubation times and coexgls concentration.
The mechanism of action was determined throughrerpats in argon
atmosphere and also tests in presence of differesttive oxygen
species scavengers, DNA minor and major groove egndand
bathocuproine (a copper | stabilizer). The inteaachas been observed
through spectrofotometric titrations, circular digism and influence of
ionic strength on DNA cleavage.

The results obtained show that all complexes ate @bcleave
plasmid DNA at low concentrations (uM) and pHs netar
physiological, with a rate enhancement in the rasfgef-10" fold. The
same was observed on BSA degradation by binuclegpes(ll)
complexes. In addition, the use of different sudies (DNA or BSA)
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induced significative changes on cleavage mechaofstine complexes
1 and2. Thus, when the substrate is the plasmid DNAgct through an
oxidative mechanism an@ cleaves DNA by a mixed mechanism
(hydrolytic and oxidative). In this cas2has higher activity and affinity
by DNA. On the other hand, when the substrate & BISA, both
complexes behave via a hydrolytic pathway. In treswlitions,1 is the
more active complex and has higher interaction wvilie protein.
Concerning to comple®, the plasmid DNA cleavage mechanism is
hydrolytic, like observed to majority of lanthanidemplexes reported
in the literature.

Key words: DNA/proteins cleavage, artificial nucleases/pretea
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1 INTRODUCAO
1.1DNA
1.1.1Estrutura Quimica

As moléculas de DNA séo as mais longas das céhitas. Uma
célula deEscherichia coli por exemplo, contém uma molécula de DNA
que, quando completamente estendida, possui cercBD@ vezes o
tamanho da célula (PELCZAR et al., 1997).

A estrutura tridimensional do DNA foi resolvida ebticada por
Watson e Crick em 1953 (WATSON; CRICK, 1953), mastio que o
DNA é composto por duas cadeias de polinucleotiditsveladas em
torno de um eixo, formando uma dupla-hélice (Figira

Figura 1. Estrutura em dupla hélice do DNA.

Os nucleotideos s&o constituidos por uma basegaiteala
heterociclica, uma pentose e um grupo fosfato (Rig@l As seqiéncias
de bases contém a informacdo genética, enquantdcarae o fosfato
tém um papel estrutural (LEHNINGER; NELSON; COX95%.
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Figura 2. Estrutura de um nucleotideo.

As bases nitrogenadas sédo derivadas de anéis deagpue
pirimidinas. No DNA, as purinas sédo adenina (A)uargna (G) e as
pirimidinas sdo citosina (C) e timina (T) (LEHNIN®E NELSON;
COX, 1995) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura das bases nitrogenadas do DNA.



A presenca dos grupos carbonilico (C=0) e amindNkG} nas
bases nitrogenadas permite a formacao de ligaghésddogénio entre
elas. Assim, T pode parear com A através de dugecdes de
hidrogénio; C e G, por sua vez, podem formar tigacbes de
hidrogénio entre si (LEHNINGER; NELSON; COX, 19930ORNER,
2003) (Figura 4).

Ainda, os nucleotideos estdo ligados covalentemant aos
outros através de grupos fosfato. Estas ligacGesf@dnadas pela
juncdo do grupo 5'-fosfato de um nucleotideo comrupo 3'-OH de
outro nucleotideo, criando ligacdes fosfodiésteguia 4).

As ligacOes fosfodiéster que formam o esqueletaleote do
DNA sdo extremamente estaveis com relacdo a lsdrohao-
enzimatica. Isso acontece, pois em pH fisiologEonaléculas de DNA
estdo negativamente carregadas, o que inibe aib@dessas ligacdes
pelo ataque de nucledfilos. Este comportamentolaegeporqué da
escolha, pela natureza, do DNA como forma de amzemento do
material genético (WOLFENDEN; RIDGWAY; YOUNG, 1998)

Thymine
Adenine
5 E-nd
7 I{“ \gg 3 and
\Lﬁ%’ o,
Fhosphate- n\?&

deu:ux'_.'nbnse A
backbone \{i
o~ Yo
™
C(Sj?
I
o "5

3 end ~ Cytosine d'
Guanine & and

Figura 4. O pareamento de bases da dupla-fita de DNA (Dispbem:
<http://pt.Wikipedia.org/ wiki/DNA>. Acesso em: 11/2010).



O DNA existe em muitas conformacdes possiveis, cep@ as
mais comuns s&o: A-DNA, B-DNA e Z-DNA (Figura 5).ddpla hélice
proposta por Watson e Crick (Figura 1) apresentasséorma B do
DNA, j& que esta é a conformagcdo mais abundantecélatas vivas
(LESLIE et al., 1980).

Forma A Formez B Forma Z

Figura 5. Representacdo das conformacdes das formas A, Blde Z
DNA (Disponivel em: < http://www.bbioo.com/blife/ly@adFiles/2005
11/20051113143400400.gif >. Acesso em 20/01/2010).

Varios fatores podem influenciar no tipo de confa¢éo adotado
pelo DNA, entre eles: o nivel de hidratacdo, a 8egia de DNA, o tipo
e a concentracao de ions metdlicos em soluca(BARU et al., 1988).

Assim, a conformacdo A-DNA é favorecida em solucées
altas concentragfes salinas (baixa hidratacd@.fddma B do DNA é
mais estavel em condi¢cdes mais brandas (baixa stacéo de sal).

1.1.2DNA Plasmidial

Além do DNA cromossémico, bactérias e alguns fungodem
apresentar uma ou mais moléculas circulares de DBij#a fita muito
menores que o DNA cromossdmico. Essas moléculasfiivres no
citoplasma e recebem o nome de plasmidios (LEHNIRG¥ELSON;
COX, 1995). Podem existir até cinglienta coépiasude mesmo



plasmidio em uma Unica célula (LEHNINGER; NELSONDXG 1995;
HORNER, 2003).

Os plasmidios podem carregar genes capazes deicanéélula
hospedeira resisténcia a antibidticos como peniiliamoxicilina e
ampicilina. S&o facilmente extraidos intactos detdyé@as, e podem ser
geneticamente modificados, o que os torna uma nfieméa basica
amplamente utilizada em processos biotecnologices envolvem
manipulacéo génica (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Além disso, as propriedades das diferentes formmsDNA
plasmidial tornam os plasmidios excelentes modpbra estudos de
interacdo e clivagem do DNA. Primeiramente, o steipevelamento faz
com que a molécula de DNA esteja tensionada e gsefeer um corte
em uma das fitas tende a perder esta tensdo, foésmmio” a super-
hélice e passando para a forma circular abertanédi ou F II). Um
segundo corte, agora na fita oposta, leva a abedorDNA circular,
gerando a forma linear do plasmidio (forma Il oullf: Em segundo
lugar, as trés diferentes formas do DNA plasmi¢kal, F Il e F 1lI)
apresentam mobilidades distintas umas das ouasdg submetidas a
uma diferenca de potencial numa eletroforese endgedgarose. Esta
distincdo de mobilidade (F | > F Il > F II), dewico diferente grau de
compactacdo das moléculas, torna possivel a canplparacdo, e
posterior quantificagdo, das formas do DNA plasatidiFigura 6)
(OLIVEIRA, 2006; NAVARRO et al., 2003).
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Figura 6. As trés diferentes formas do DNA plasmidial. Natea
superior: representacdo esqueméatica das trés rt#srdformas das
moléculas de DNA plasmidial. Na parte inferior:dfalustrativa de um
gel de agarose de amostras do plasmidio pBSK-posias a um
complexo metalico capaz de gerar cortes nas fad3MNA (OLIVEIRA,
2006).

1.2 NUCLEASES QUIMICAS

Nucleases sdo enzimas capazes de clivar, ou cagdigacdes
fosfodiéster na molécula de acido nucléico (DNA)rnmalmente, com
alta especificidade (RANGARAJAN; SHANKAR, 2001). #\s1, atuam
sempre através de um mecanismo hidrolitico e possummstantes de
aceleracdo na faixa de f0a 10° vezes em relacdo & hidrélise
espontdnea do DNA (KRAMER, 1999; SIGMAN; MAZUNDER,;
PERRIN, 1993). Em funcdo disso, sdo de importahai@amental e
grande utilidade por apresentarem um amplo espdet@aplicacbes em
processos bioquimicos e biotecnoldgicos, como:semelvimento da
tecnologia do DNA recombinante e a utilizagdo eronitas de
sequienciamento de DNA, técnicas de mapeamento igenét de
mapeamento de cromossomos humanos (BASHKIN, 199SHRA,
2002; MUTH; HENNELLY; HILL, 2000; OTT; KRAMER, 1999



Nesse sentido, o desenvolvimento de novos modelosicleases
(nucleases quimicas ou nucleases artificiais), dolse em nucleases
naturais, pode contribuir para o entendimento nesamismos de acao
dessas enzimas, bem como esses novos modelos pEsiRmMIr o
“papel” daquelas, atuando como catalisadores (BABHK999).

Pelo fato de muitas enzimas possuirem ions mesahoositio
ativo, atualmente existe cada vez mais nucleasesiaps baseadas em
complexos mono, di ou multi metélicos que incluemtais como Fe,
Zn, Cu, Co, lantanideos, entre outros (BRANUM ¢et2001; LIU et al.,
2002; NEVES et al., 2001; ZHU et al., 2003; ROSSlak, 2002;
JEUNG et al.,, 2001). Muitos destes complexos apmando s6 a
entender os mecanismos envolvidos em reacOessealadi por enzimas,
mas também demonstraram possuir propriedades rantiis (CHAO
et al., 2002; NOVAKOVA et al., 2003; WHITTAKER etl.a2001;
ZHANG et al., 2005), antimicrobianas (NAVARRO et,&003) e de
nucleases e peptidases (ZHU; KOSTIC, 2002; KAMINSKA
KOSTIC, 2001; MILOVIC; KOSTIC, 2002; RANA; MEARESL991;
BURANAPRAPUK et al., 2008). Além disso, existemrti&as, como
footprinting que utilizam enzimas para clivar acidos nucléieogue,
visando otimizar sua realizacdo, poderiam ser Bulmks por
complexos metalicos, ja que estes (por serem m&npadem clivar
regibes do DNA nédo alcangadas por enzimas quartdcesta ligado a
uma proteina, por exemplo.

Com relacdo ao mecanismo de acao, complexos noetddaxem
clivar DNA essencialmente via dois processos: Hiiito e/ou
oxidativo.

O mecanismo de hidrélise envolve geralmente o ataqu
nucleofilico do oxigénio de uma molécula de agua de um grupo
hidréxido) ao fosfato ligado a pentose do acidoléioo, gerando um
fosfato intermediario pentacoordenado. Em seguédere uma ruptura
da ligagdo fosfodiéster em P-O5’ ou P-O3' dependeim mecanismo
de cada nuclease, gerando duas extremidades termerkigaveis: R-
OH e R-O-P@H; (LIU et al., 2004; MANCIN et al., 2005) (a Figura
representa o mecanismo geral de hidrélise de \gagdb fosfodiéster).

Geralmente, complexos metalicos que possuem meoanis
hidrolitico possuem centros metdlicos capazes dedeaar moléculas
de agua em posicais, o que facilita a ligacdo com a ponte fosfodiéster
do DNA e o ataque nucleofilico ao atomo de fos{@dT; KRAMER,
1999; LIU et al., 2004; LIU; WANG, 2009).



OR
-0 ;DR —D‘I -O'—"F’,DR
3P — PTOR . 7
o K\DR ) I . O
OH
CH”™ HOR

Figura 7. Representacdo do mecanismo de hidrolise de uragalg
fosfodiéster via ataque nucleofilico de um grupdrdwido (KRAMER,
1999).

O processo oxidativo, por sua vez, tem como fundéme
producdo de radicais livres a partir de uma redeauxi-reducao entre o
centro metélico e um co-reagente como 0 oxigénio oitrogénio. As
espécies radicalares geradas podem se difundir @io meacional e
atacar preferencialmente as bases nitrogenadagdesaxirribose do
DNA (SIGMAN; MAZUMDER; PERRIN, 1993; POGOZELSKI,
TULLIUS, 1998; ARMITAGE, 1998). Geralmente nesteoggsso as
fitas de DNA clivadas apresentam extremidades négulares,
impedindo sua re-ligacdo enzimatica (HEGG; BURSTY®88S8).

1.2.1Complexos de Cobre

Atualmente, o cobre é um dos metais mais utilizados
desenvolvimento de complexos que atuam como nwdegsimicas.
Um dos primeiros complexos descritos nesta areaofaomplexo
[Cu(phen)]”, o qual é capaz de clivar DNA plasmidial por um
mecanismo oxidativo na presenca dgOfH (MACIAS et al.,, 2003).
Desta forma, estes complexos atraem grande atergdado,
principalmente, as suas propriedades redox e swedewavel afinidade
por nucleobases (CHEN et al., 2008).

No entanto, também ha varios exemplos de compla®s
cobre(ll) que clivam DNA por um mecanismo hidraliti(NAVARRO
et al., 2003; ZHU et al., 2003; HEGG; BURSTYN, 1988RIHAMA,;
ARII; CHIKIRA, 2004), sendo que o primeiro dele§u([9]aneN)Cl]
(onde [9]aneN = 1,4,7-triazaciclononano — Figura 8), foi descgior
Hegg e Burstyn (1996). Este estudo mostrou quecestlexo (25 uM)
€ capaz de clivar DNA plasmidial, a 50 °C e pH 8, Gom uma
constante de velocidade estimada de 1,5%sI0Ainda, experimentos
em condi¢cBes anaerdbias mostraram que a atividadeuséncia de
oxigénio é reduzida em 30 %, indicando a ocorrésiomiltanea de uma
clivagem hidrolitica preferencial e de uma clivagexidativa.
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Figura 8. Estruturi do ligante [9]anek.

Cowan e colaborador (2000 mostraram uma eficiente clivage
de DNA pelo complexo C**-neamina, onde neamina & |
aminoglicosideo natural (Figura). Neste cas, foi observada um
constante de velocidade maxima de 5,2 *s* e uma constante d
ligacdo ao DNA de 2,4 x > M™. A alta afinidade do complexo pe
DNA foi atribuida a forte ligacao do ligante amincosideo carregac
positivamente, po aparentemente isto torna o sistema muito efici
mesmo em concentragdes baixas (0 tempo de meiapvida [bfmami
superenovelada, na presenca deuM do complexoé de 26 minutos
A clivagem de DNA nao foi inibida pela presenca @e tadpted d
radicds livres e nem pela realizagdo de reacdes em Coes
anaerobias. Estes fatos evidenciam claramente um umsenande
clivagem hidrolitico, além de também ter sido ideradic adgen ez ¢
terminais 5-OPCz e 3-OH.

NH,
o

HO Y 1\
HDLHK __H_?N
NH, O 5 i \
2

OH 2

Figura 9. Estrutura da neamir.

Peralt: (2006) e Ross (2002, 2005)reportaram uma Ssérie
complexos binucleares de colll), sintetizados a partir de ligant
simétricos e nao simétric, capazes de clivar DNA e hidrolisar
substrat bis-2,4-dinitrofenilfosfato 2,4-BDNPF). S&o exemplos
complexo [Ci(Hzbbppnol)(-CH3COO)(F,0),)]Cl,.2H,0 (sintetizadc
a partir do ligante sbbppnol- Figura 1((A)), o qual atua na clivage
de DNA através de um mecanismo hidrolitico ccma constante ¢



velocidade de 0,24 fhem pH 66 a 50°C e o complexo
[Cux(Hbtppnol)(u-CHCOO)](CIQy), (sintetizado a partir do ligante
Hobtppnol-Figura 10(B)), que promove a hidrélise dblADem pH
fisioldgico com uma constante de velocidade deDI0R2

L, N OH
,-'ﬂ:::N " / \ - _fN”“x
N
\" A- Hibbppnol =
! N
II". | ___.--\\ ) .'I
"----.{"f \ N\ D/ N
OH N N
OH
IIIlr'-"-_"" N\::T______/ \‘:‘-‘-__\__ __fN\""n.
A S

B- H.btppnol

Figura 10. (A) Estrutura do ligante {dbppnol;(B) Estrutura do ligante
H,btppnol.

1.2.2Complexos de Lantanideos

ions hidratados (livres) de lantanideos'()mostram-se bastante
efetivos na clivagem de DNA. No entanto, h4 vaiimonvenientes
com relagdo ao seu uso, pois além de possuirermderteia de
precipitar na solucéo, na forma de hidroxidos, emd de pH 9,0, sédo
téxicos a sistemas biolégicos. Desta forma, é écEsa complexacao
desses ions com o intuito de direcionar e modalar reatividade
(FRANKLIN, 2001).

Ha quase meio século sabe-se que complexos denildena
atuam ativamente na clivagem de ésteres de fogfatém somente na
Ultima década, essa reatividade foi demonstradmaiécula do DNA
(HETTICH; SCHNEIDER, 1997). Algumas das caractaré&st que
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tornam os ions lantanideos potenciais constituimbedesenvolvimento
de nucleases quimicas séo: forte acidez de LeWds densidades de
carga, altos numeros de coordenacao, auséncidmeguedox e fortes
labilidades (FRANKLIN, 2001).

Um dos primeiros exemplos de complexos de lantasidemo
modelos para nucleases foram os macrociclos forsngado bases de
Schiff, proporcionando complexos neutros ou pagitiente carregados
com sitios de coordenacao abertos. Os complexoslbares Hel ; e
ErlL 4, onde 3 representa o ligante mostrado na Figura 11, nrastra
se eficientes na clivagem hidrolitica da dupla ditaDNA plasmidial, e
foram capazes de converter a forma superenovekaderma linear do
DNA, em condig¢des fisiologicas (37 °C e pH 7,0) (Zidt al., 1998;
ZHU et al., 1999) .

N N
{ >
<\ﬁOH Ho—

N "

Figura 11. O ligante binucleante;L

Branun e Que (2001) mostraram a grande eficiénrieodhplexo
Ce(HXTA) (onde HXTA= 5-metil-2-hidroxil-1,3-xilenax,a-diamina-
N,N,N',N'-4cido tetracético — Figura 12) na clivagem hiétrch de
moléculas de DNA. A uma concentracdo deuM) pH 8,0 e 37 °C o
complexo cliva DNA plasmidial com uma constantevetcidade de
1,4 .10" s*, o que corresponde a uma meia vida de 1,4 homis. F
mostrado também que o complexo causa um corteadipla a cada
dez cortes de fita simples, indicando que a formaat do DNA
plasmidial que é gerada nao é resultado de doig@ve€e cortes de fita
simples aleatérios. Apesar de o rendimento dosuposdlineares ser
baixo (~20 %), o complexo apresentou alta regitiselade, gerando
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produtos com os terminais 5'-OR® 3’-OH com alto rendimento (> 90
%), como os produtos de enzimas que hidrolisam A.DN

-
|,f

OH N\
N
HDDCﬁ N COOH

COOH HOOC

Figura 12. Estrutura do ligante HXTA.

Gomes-Tagle e Yatsimirsky (2001) avaliaram a adiet
catalitica na hidrélise de ésteres de fosfato agdala série lantanidea,
para complexos onde o ligante é o tampdo BTP, esjautura esta
representada na Figura 13. Os resultados mostrgteama atividade
catalitica cresce com o0 aumento do raio idnicooagd da série, pois,
ao se tratar de um ion lantanideo coordenado, skevevar em conta
que um aumento na eletrofilicidade do cétion (énesnto da densidade
de carga) pode levar a um decréscimo na basicidadehidroxidos
ligados. Dessa forma, complexos com cations massroéilicos e
ligados a anions Olhenos basicos possuem menores reatividades.

HNT " SNH

k&féxw HDFZLHH
on OH

OH CH

Figura 13. O ligante tamp&o BTP (bis-tris-propano).

De maneira geral, complexos de lantanideos bemdslose
incluem bases de Schiff macrociclicas, liganteshbibxilicos, éteres
coroa e azacoroas, derivados de poliaminocarbogijladerivados de
DOTA (1,4,7,10-tetraazaciclododecaNéN,N',N'-acido tetracético),
acidos hidroxamicos, polissacarideos, micelas my&istemas mistos
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Ln-M (onde M = metal de transic&o ou outro)(FRANKLIN, 2001).
Na Figura 14 estdo representados alguns exemplsiesddigantes
utilizados em complexos de lantanideos com atiedaal clivagem de
DNA.

OR S

A B Hﬁ L e P -CHs
/TN o o N N
HO OH [ ~
HO%OH : 1 r : N N)
CH NH HN AN

GO we e

" ‘ Tk
H.N "B F
YN <

NO,

Figura 14. Exemplos de ligantes utilizados em complexos de
lantanideos com atividade na clivagem de DNA) Bis-Tris; (B)
esqueleto azacoroa de Janda e colaboradores (189%ase de Schiff
macrociclica de Morrow e colaboradores (199R);composto azacoroa
de Martell e colaboradores (200Q) ligante DOTA-amida de Akkaya

e colaboradores (1998)F) ligante intercalativo unido ao acido
hidroxamico (HASHIMOTO; NAKAMURA, 1996). Figura agtada de
Franklin (2001).

1.3AMINOACIDOS E PROTEINAS

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundaaestlulas
vivas. Elas ocorrem em todas as células em gragdastidades e
variedades. Além disso, sdo as moléculas maisdifivadas quanto a
forma e funcdo. As fungBes que desempenham saatueats e
dindmicas. Formam os componentes do esqueletacelule estruturas
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de sustentagdo, como, por exemplo, o colagenola&stna. Participam
de quase todos os processos bioldgicos, ja queeimchs enzimas, que
catalisam as milhares de reacdes quimicas extreotainente diversas
gue ocorrem nos organismos. Até mesmo a atividame giénes é
controlada por proteinas: proteinas reguladorasmlige ao DNA em
sitios especificos, localizados préoximo aos gerad®rando a sua
expressao. Estas proteinas, no genoma de mamiffros;apazes de
reconhecer o sitio regulador de um determinado, giaTdgre dezenas de
milhares de genes diferentes (LEHNINGER; NELSONXC@995).
Apesar de apresentarem estruturas e fun¢fes tasifisadas, as
proteinas sdo sintetizadas a partir de apenas P@meros diferentes:
0s aminoacidos. Estes sdo compostos que apresardasua molécula,
um grupo amino (-Nk) e um grupo carboxila (-COOH) ligados ao
mesmo atomo de carbono (o carbeh@Figura 15). Assim, diferem uns
dos outros através de suas cadeias laterais ooggRIpos quais variam
em estrutura, tamanho e carga elétrica, e inflaem@ solubilidade do
aminoacido em agua (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

R
|
C, O-H
AN
H-N (|3|
|
g O

Figura 15. Estrutura geral de um aminoécido.

O carbonan de todos os aminoacidos, com excecao da glicina, é
assimétrico, jA que esta ligado a quatro gruposratites (-NH -
COOH, -H e —-R). Em func¢édo disso, os aminoacidogsgmtam dois
isbmeros opticamente ativos: formas D e L. A grantoria das
proteinas encontradas nos seres vivos sao fornmaads-aminoacidos
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Os aminoéacidos podem formar polimeros atravésgégdo do
grupo carboxila de um aminoacido com o grupo antieo outro,
havendo a eliminagdo de uma molécula de 4gua.liatdio carbono-
nitrogénio chama-se ligacdo peptidica. As suasrigagdes impdem
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restricdes ao dobramento do polimero formado, ppissanea st
representada por um Unico trago, tem caracicas intermedidrias ent
uma ligacdo simples e uma dupla ligacdo, devidar & icOess Jintr
duas formas de ressonan(LEHNINGER; NELSON; COX, 199!
segundo a Figura abai.

Figura 16. Representacdo das duas formas de ressonéncia antes
emr uma ligagdo peptidica (Disponivel em:http://en.Wikipedia.org
wiki/Peptide_bon >. Acesso em: 20/01/20).

A conseqliéncia desse car parcial de dupla ligacao é gia
rotacdo em torno da ligacdo peptii € extremamente restr. Assim
sendo, 0s quatro atomos dos grupamentos que particda itgd:a
peptidica (C, O, N, H) ficam dispostos em um plagari, ¢bnstiturmdc
0 que se cosma chamar de unidade peptidica. Assim, o polir
formado pode ser visualizado como uma cadeia pdipea
constituida por unidades planares (unidades pepsigiansiasmenace
por uma articulagéo flexivel, o carbca, conforme mostra a Figura
(LEHNINGER; NELSON; COX, 199t
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Figura 17. Esquema mostrando a disposicdo em um plano ddsoqua
atomos que comp8em a unidade peptidica. As satesin as ligacdes
em torno das quais a rotacdo € possivel (Disponigsi:
<http://disciplinas.ist.utl.pt/ggeral/biomedica/amacidos.html>.

Acesso em: 20/01/2010).

A organizacdo espacial da proteina é resultantetign de
aminoacidos que a compdem e de como eles estdosttispuns em
relacdo aos outros. A sequéncia de aminoacidatketgrminar o tipo de
interacdo possivel entre as cadeias laterais, cu®o ja exposto,
apresentam caracteristicas bastante varidveignAasiproteinas podem
apresentar 4 tipos de estruturas (Figura 18), ass @fio descritas em
niveis estruturais de complexidade crescente (LEHMMNIR; NELSON;
COX, 1995).
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(a) Estrutura primaria
H,O0 R W, 0 R H_0 R

H H H
Amino  H< !, Il | | I | | Il I Carboxil
terminal H/N\c/c\N/C\C/N\é/c\fd/c\c/N\C/C\N/c\'c o t:r[m?l::ala
] | H I 1 I H 1 | | H I
Ry H o} Rs H o] Rsg H o]

(b) Estrutura secundaria

(C) Estrutura terciaria (d) Estrutura quaternaria

Figura 18. Representacdo dos quatro tipos de estruturasrdesnas:
da estrutura priméaria & estrutura quaternéria (@isel em:
<http://barleyworld.org/css430_09/lecture%209-0ffeg09-03.JPG>.
Acesso em: 20/01/2010).
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A estrutura priméaria é dada pela seqiéncia de a@wuitos ao
longo da cadeia polipeptidica. E o nivel estrutamals simples e mais
importante, pois dele deriva todo o arranjo espat@amolécula. S&o
especificas para cada proteina, sendo, geralmeatgterminadas
geneticamente. A estrutura priméria da proteinaltee®m uma longa
cadeia de amino&cidos, com uma extremidade "areimoinal" e uma
extremidade “carboxila terminal" (LEHNINGER; NELSONCOX,
1995).

A estrutura secundaria descreve as estruturas aregul
bidimensionais formadas por segmentos da cadeipeptidica. Duas
organizacdes sao particularmente estaveis: o eneol® da cadeia ao
redor de um eixo e a interacdo lateral de segmegosma cadeia
polipeptidica ou de cadeias diferentes. Estas corfpdes sao
denominadas, respectivamente pel@élice e folhg3 pregueada. Estas se
estabilizam por ligagbes de hidrogénio com o nérog e o oxigénio
dos grupos —NH e —-C=0, que constituem as unidadgsidicas
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

A estrutura terciaria descreve o dobramento final cdeia
polipeptidica por interacfes de regides com estautrgular ¢-hélice e
folha B pregueada) ou de regifes sem estrutura definidant@racdes
ocorrem por meio de ligagbes ndo-covalentes (ligagle hidrogénio,
interacBes hidrofobicas, ligagGes eletrostatica®recas) e ligacdes
dissulfeto (-S-S-) entre as cadeias laterais deislues de aminoacidos
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Por fim, a estrutura quaterndaria descreve a assuride duas ou
mais cadeias polipeptidicas (subunidades), parg@omma proteina
funcional oligomérica. A estrutura quaternaria éntitla por ligacbes
ndo covalentes entre as subunidades, dos mesnossatiig mantém a
estrutura terciaria (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

1.4PROTEASES QUIMICAS

As ligacbes peptidicas sdo extremamente estaveis, &,
estimado entre 7 e 600 anos em pH neutro e temp&rambiente
(BRYANT; HANSEN, 1996; CHRISTIANSON; LIPSCOMB, 1989
KAHNE; STILL, 1988). Isto se deve principalmenteréssonancia
existente na ligacdo peptidica, o que torna o carkmarbonilico um
pobre eletréfilo (HEGG; BURSTYN, 1998) (a Figura h#bstra um
mecanismo genérico de hidrélise de uma ligacaddiea}.
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Figura 19. Mecanismo de hidrélise de uma ligagao peptidieaataque
nucleofilico de um grupo hidréxido (KRAMER, 1999).

Ironicamente esta propriedade, ou seja, a estatididinética das
ligacBes peptidicas pode se tornar um problemgugaa clivagem de
proteinas é extremamente Util no desenvolvimentzadas tecnologias,
como: sequenciamento e elucidacdo de estruturasprdeeinas,
aplicagBes em biologia molecular (HEGG; BURSTYN94R etc.

Desta maneira, igualmente as nucleases quimicasnhgrande
interesse em se buscar proteases quimicas. Nessdosaliversos
complexos metalicos capazes de atacar sitios éispe@m proteinas e
promover a sua fragmentacdo via oxidacdo ou hg#rolvém sendo
desenvolvidos (YOO et al., 2005; ZHANG et al., 200 IVEIRA et
al., 2005; RAJENDIRAN et al., 2007; CHEI; SUH, 200ANG; SUH,
2008).

Neste contexto, Bordignon Luiz, Spoganics e coldboes
(1999) propuseram a formacdo de um complexo entedroplexo
dinuclear ZA'OBISDIEN (1,4,7,13,16,19-hexaaza-10,22-dioxaciclo
tetracosano) e o dipeptideo glicilglicina para mgpl a hidrélise do
dipeptideo através de um ataque nucleofilico aoceleb da ligacao
peptidica, por um ion hidroxido coordenado a umadosos de Zni.

Ainda, Zhu e Kostic (2002) realizaram experimerteslivagem
em 3 diferentes albuminas (bovina, suina e de avaalinha) por
quatro complexos de Pd (Figura 20), demonstrando que trés
complexos tfans[Pd(pyh(H:0)]?*, cis[Pd(en)(HO)]*" e cis
[Pd(dach)(HO),]*") s&o ativos e regioseletivos.
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Ha0 2+ Ha 24
2| \\‘ /HE'D
Py— Pd—Py Vaki
| NH.O
2
H.O
trans-{Pd(py)(H0)o]>* cis-[Pd(en)(H,0),1**
[ (NN
\ 2+ N 2+
H:0 S\ /e
AN
Pd N /F’d
& 'd NH,0 S \\H?D
OH
cis{Pd(dach)(Hz0),]* ois-[Pd(dtco-3-OH) (H,0),1*
Figura 20. Estruturas dos complexos de’Restudados por Zhu e Kostic
(2002).

Além disso, alguns trabalhos (HEGG; BURSTYN, 1995;
GOSWAMI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; ROY at., 2009)
demonstraram que um mesmo complexo pode ter afiwidacleolitica
e proteolitica, 0 que expande o rol de habilidadiestes complexos e
serve como exemplo de promiscuidade catalitica e complexo
metalico.

Nesse diapasdo, Hegg e Burstyn (1996) mostraram aque
complexo [Cu([9]aneBCl,], ja citado anteriormente, além de clivar
DNA plasmidial, é também capaz de clivar peptidepsoteinas como a
BSA (“Bovine Serum Albumiipn Este foi o primeiro complexo metalico
reportado na literatura capaz de hidrolisar tamjacbes peptidicas
guanto ligacdes fosfodiéster.

Oliveira e colaboradores (2005) reportaram dois pieros
mononucleares de cobre(ll) sintetizados a partir lgmnte 2-
[(bis(piridilmetil)amino)metil]-4-metil-6-formilfell (HL-Figura 21)
capazes de clivar DNA e ligacBes peptidicas emtiaibs com BSA e
Taq DNA polimerase. Os complexos sé@o ativos em eeatpras
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moderadas (37-?C), sendo que a reacdo de clivagem possui uma vida

média de 30 min. em pH 7,2.

Vel

OH

/
N

Figura 21. Estrutura do ligante HL (OLIVEIRA, 2005).

Em suma, fica evidente a importancia de estudositdeacéo e
clivagem de biomoléculas (como DNA e proteinas) pomplexos
metalicos, ja que estes tém ampla aplicabilidaddasenvolvimento de

novas ferramentas
biotecnologia.

moleculares para a biologia miglec e
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2 OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Estudar a interacdo de dois complexos binucleareobdre(ll) e
um complexo trinuclear de gadolinio(lll) com biomallas como DNA
e proteinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a capacidade dos complexos de clivagcutds de
DNA plasmidial e de proteinas como a BSA.

Determinar o efeito da concentracdo dos complexds pH da
solucdo na reacao de clivagem de DNA e de BSA.

Determinar o efeito do oxigénio §Ona clivagem de DNA/BSA
pelos complexos através da realizacdo de reacdesmiicdes aerdbias
(atmosfera de oxigénio) e anaerdbias (atmosfeeagimio).

Mapear o mecanismo de acao dos complexos atravésalde
diferentes inibidores como: DMSO (captador de t@idicOH-);
superoéxido dismutase (SOD), uma enzima que catldiamutacdo do
radical superoéxido (£); azoteto de sddio (Na)N o qual atua na captura
de oxigénio singlete’D,); batocuproina (agente quelante dehCu
distamicina (ligante do sulco menor do DNA) e vedéemetila (ligante
do sulco maior do DNA).

Analisar o efeito da forga idnica (através da auli¢é NaCl) nas
reacdes complexo-DNA ou complexo-BSA.

Determinar as constantes de ligacdo intrinseca) (#os
complexos binucleares de cobre(ll) ao DNA plasniidigavés de
titulagbes espectrofotométricas.

Analisar o modo de interacdo nas reacfes complé¥a-Du
complexo-BSA através de estudos de dicroismo eircébrca ibnica e
titulacdes espectrofotométricas.

Calcular os parametros cinéticos para a reacadivdgem entre
os complexos e o DNA plasmidial ou a BSA.
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3 METODOLOGIA
3.1COMPLEXOS EM ESTUDO
3.1.1Complexos binucleares de cobre(ll)

Os complexos binucleares de cobre(ll) foram sirdelbs por
Osorio (2007), no Laboratério de Bioinorganica astatografia do
Departamento de Quimica da Universidade Feder@atea Catarina,
sob orientacdo do Prof. Dr. Ademir Neves.

A caracterizacdo desses complexos foi realizada avidlise
elementar de C,H,N, IV, Uv-Visivel, eletroquimicajtulacédo
potenciométrica, titulacdo espectrofotométrica, ERRgnetoquimica e
difratometria de Raio X (OSORIO, 2007).

3.1.1.1[Cuy(HL1)(OAC)](ClOy)2.(CH3),CHOH - Complexo 1
O complexol foi sintetizado a partir do ligante ndo simétrico,
binucleante H.1 (N,N’,N’-[tris-(2-piridilmetil)]-N-[(2-hidroxi-3,5-di-

terc-butilbenzil)]-1,3-propano diamina-2-ol) represefttena Figura 22
(OSORIO, 2007).

T
N N/\A N
@) OH
S
AN HO

Holy

Figura 22. Estrutura do ligante 11 (OSORIO, 2007).

Os dados obtidos da resolucédo da estrutura pos Kievelam
que o complexd é constituido por uma unidade do ligante coordenada
a dois centros de cobre(ll) ligados entre si pétoné de oxigénio da
ponte enddgena alcéxido e por mais um ligante exdgeetato, além
de dois anions perclorato como contra-ions. A assiando ligante leva
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a um complexo binuclear onde os dois centros derecastao
coordenados por diferentes grupos doadores e idigsregeometrias.
Uma projecdo da estrutura molecular do cation cerapl
[Cu(HL1)(OAc)]* é apresentada na Figura 23 (OSORIO, 2007).

C16

- A
S =
&

e

Figura 23. Projecdo da estrutura molecular do cation
[Cuy(HL1)(OAC)I** (OSORIO, 2007).

Através de estudos de titulacdo potenciométricanfoobtidas as
constantes de desprotonagéo e a curva de disfibdigs espécies para
o complexol (Figura 24). Através desses dados foram determined
equilibrios em solugdo para este complexo (Figlba A primeira
constante de equilibrio pode ser atribuida a helrdllo grupo acetato
ponte, a qual esta associada a sua labilidadedi&i®se que a segunda
constante pertenca a desprotonacdo de uma molériladgua
coordenada a um dos centros de cobre(ll), uma wez eptudos
preliminares da dependéncia de pH do compléxoea hidrélise de
fosfatos apresentaram uma atividade cataliticaadten torno desse
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valor de pKa. A terceira constante é atribuida, ponseguinte, a
desprotonacao da segunda molécula de agua cooedaaamitro centro
de cobre. O quarto préton titulado refere-se a rdéspacao do grupo
fenol terminal, sugerido por estudos de titulac&peetrofotométrica
(OSORIO, 2007).

100

HyC c
90— HaC HZC
80 3
704 HC
60 - /'\
[\
o 50 //
O\ 404 / \\\
/ \
/ \
20 \
\
10 \
o ————— e ——
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 24. Diagrama de distribuicdo das espécies em funcdmdoara
o complexol. H,C representa a espécie completamente protonada, C é
espécie completamente desprotonada e HC, ¢HHHC representam as
espécies mono, di e triprotonadas, respectivan{@8ORIO, 2007).
\ \
\ \

PhOH\‘ /O\C/u/ pK1 PhOH\CU/O\C/u/ pK» PhOH\‘ o\/

Cu - -
C Cu
/ Bonté\ 4 [\ /‘u o
H
(H4C) 2O(H30)OH2 OH; S
(H2C)
pK3
PhO ‘ /(‘)\/ Ve pKa PhO\‘ /C‘)\ //
N /(‘: (‘:“\
OH, OH o oH
©) (HC)

Figura 25. Proposta para os equilibrios observados paranpleso 1
em solugédo (OSORIO, 2007).
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3.1.1.2[Cuy(HL2)(OAC)](CIO4).H,0.(CHs),CHOH - Complexo
2

O complexo2 foi sintetizado a partir do ligante ndo simétrico,
binucleante BL2 (N,N-[bis-(2-piridilmetil)]-N’,N’-[(2-hidroxibenzil)(2-
hidroxi-3,5-ditercbutilbenzil)] 1,3 propano diamina-2-ol) represemtad
na Figura 26.

H

O
N OH
HO
Hal>

Figura 26. Estrutura do ligante 42 (OSORIO, 2007).

4

A

/

Os dados obtidos da resolucdo da estrutura do eam@
revelam uma unidade assimétrica constituida de ationc complexo
[Cuyx(HL2)(OAC)]" e um anion perclorato como contra-ion (Figura 27)
(OSORIO, 2007).
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Figura 27. Projecéo da estrutura molecular do cation,(BU2)(OAC)]"
(OSORIO, 2007).

Através de estudos de titulagcdo potenciométricanfioobtidas as
constantes de desprotonacédo e a curva de disidbdigs espécies para
0 complexo2 (Figura 28). Através desses dados foram determined
equilibrios em solucdo para este complexo (Fig@ja 2

100 -

80

60 -

%

40

20

Figura 28. Diagrama de distribuigdo das espécies em fun¢gideara
o complexa2. H5C representa a espécie completamente proto@aéla,
espécie completamente desprotonada e HC, H2C, H3El4€
representam as espécies mono, di, tri e tetragdém) respectivamente
(OSORIO, 2007).
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Assim, a primeira constante de desprotonacao leuédda para a
hidrélise do grupo acetato ponte, devido a suadgrdabilidade quando
em solugdo. O segunddK@ estd sendo tentativamente atribuido a
desprotonacdo do grupo fenol coordenado na posgi@atorial ao
centro de cobre(ll), enquanto os valores Ha pncontrados em 5,50 e
8,25 correspondem a desprotonacdo das molécukagudecoordenadas
aos centros metalicos. Estes valores estdo em rctimmia com oS
valores descritos por Neves e colaboradores (200¥&)e apenas a
desprotonacdo das moléculas de 4gua é observatiulagdo destes
complexos. Além disso, estudos preliminares dant#pecia de pH do
complexo 2 na hidrélise de fosfatos apresentaram uma atividade
catalitica 6tima em 7,70, confirmando que este {@2b) corresponde a
desprotonacado da segunda molécula de agua paraugeraucledfilo e
ocorrer o ciclo catalitico. A quinta constante @sptotonacéo refere-se
a desprotonagédo do grupo fenol axial, sugeridoegtudos de titulagcao
espectrofotométrica (OSORIO, 2007).

HPh | OHPh | OHPh‘
o/ pKy  PhOH—N, O~ .~ pK, _pho o |
PhOH—~ O~ 4~ PR1_ Cu” “Cu 2. ~cu " ~cu”
/C\u /C \ /‘ ‘ \ /~ (‘:u\
ponte
HsC OHﬁl o OHp ~ OM
(HsC) (H4C) (H:0)
pKs
OPh OHPh OHPh
‘O / PhO. (‘) / h (‘3\ / e
PhO_~ O [~ NPANS S LK‘;‘ P O\Cu/ Cu
Cu Cu\ pKs /(‘?u C‘:u\ ¢ U
‘ ‘ on OH, OH
OH OH OH
©) (HC) (H:C)

Figura 29. Proposta para os equilibrios observados para pleaml
em solugéo (OSORIO, 2007).

3.1.2Complexo trinuclear de gadolinio(lll)

O CompleXO GdL3)2(N03)2(H20)4]N038HQO (3) foi
sintetizado por Camargo (2008), no Laboratério deinBrganica e
Cristalografia do Departamento de Quimica da Usidade Federal de
Santa Catarina, sob orientacdo do Prof. Dr. Adéleires.

A caracterizacdo do complexo foi realizada atral€gliversas
técnicas fisico-quimicas como: analise elementar @GélN,
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espectroscopia  UV-Vis, espectroscopia  de infravlrope
potenciometria, condutivimetria e analise por dfi@de raios X.

O complexo3 foi sintetizado a partir do liganteskB, cuja
estrutura quimica esta disposta na Figura 30.

"
~ COOH
N
g
N N
N OH COOH
g

Figura 30. Estrutura do ligante i3 (CAMARGO, 2008).

A estrutura cristalina do complex@ foi resolvida por
difratometria de Raio X. Os dados obtidos revelamauunidade
assimeétrica constituida de um cation complexo
[Gds(H3L3)2(NO3)2(H20)4]" € um &nion nitrato como contra-ion, além
de oito moléculas de 4gua como solvente de cratgib. Uma visédo
ORTEP do ambiente de coordenacédo do compBgoapresentada na
Figura 31. Este € um complexo monocatiénico trieaiglapresenta trés
fons gadolinio(lll), dois ligantes H3*> (com os seus fenolatos e dois
grupos carboxilatos formando pontes), quatro mddécde agua, além
de dois nitratos coordenados de maneira biden@AMARGO, 2008).
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Figura 31. ORTEP do complexo %.
A Figura 32 mostra o diagrama de distribuicdo dsigéeies
formadas em solugéo para o compl8xo qual foi obtido por meio das

constantes de equilibrio dos estudos potenciométriealizados por
Camargo (2008).
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Figura 32. Diagrama de distribuicdo de espécies em funcé@Higrara o
sistema GgL.3*, onde: A = [GgHy(L3),]°", B = [G&H(L3),]*, C =
[Gdy(L3);]*, D = [GA(OH)(L3)]*, E = [GA(OHK(L3)]", F =
[Gdy(OH)s(L3),] € G = [GE(OH),(L3),]". Linha pontilhada: Variacdo nas
velocidades iniciais (3 observadas para a hidrélise do BDNPP em funcgdo do
pH (CAMARGO, 2008).
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Observa-se, entdo, que em pHs baixos ocorrem pagies do
complexo3, formando as espécies [§t{L3),]*" e [GAHA(L3),]*". Ja
acima de pH 5,0, ocorrem dissociacbes de molécdiasagua
coordenadas ao centro metéalico, formando as camedsptes espécies:
[Gdy(OH)(L3)l™,  [Gch(OH)(L3)™,  [Gck(OH)(L3)] e
[Gd3(OH)a(L3)2] "

3.2DNA PLASMIDIAL
Neste trabalho foi utilizado como modelo de molaald DNA o
plasmidio pBluescript® Il SK(+) (pBSK IlI), Stratage Este plasmidio

€ derivado do pUC19, possui 2961 pares de basasé&nt um gene que
confere resisténcia a ampicilina (Figura 33).

[+] ori

pBluescript Il SK (+)
2961 pb

ampicilina

pUC ori

Figura 33. Mapa do plasmidio pBSK Il (OLIVEIRA, 2006).
3.2.1Extracao de DNA plasmidial

A extragdo de DNA plasmidial foi realizada com bdamercial
HiSpeed™ Plasmid Maxi Kit, QIAGEN, seguindo protlacpadréo do
fabricante (QIAGEN, 2001). A Figura 34 mostra unguesma das
etapas do processo de extracdo de DNA plasmidid¢ ariliza-se o
referido kit.
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Protocolo HiSpeed

Células bacterianas
Adiciorar

Lizado alealing Q
l isopropanol
Clarear lisado por
filtragio usando Calatar DHA ueando
l{? cartucho QlAfilter Olaprecipitator

1 Eluir

Ligar DHA, l
lavar, eluir no
i HiSpeed Tip *g
DHA plasmidial
ulirapuro

Figura 34. Esquema representativo do principio do métodazadib
pelo kit comercial HiSpeed™ Plasmid Maxi Kit, QIAGHQIAGEN,
2001).

As amostras foram observadas em gel de agarose Q8HA
foi quantificado em um espectrofotdbmetro (Ultrosp2&00 pro,
Amersham Bioscience) e congelado até o uso.

3.3ESTUDOS DE CLIVAGEM DE DNA PLASMIDIAL

A metodologia empregada na avaliacdo da clivagenguzbra
das fitas, de moléculas de DNA baseia-se nas pdgies das
diferentes formas do DNA plasmidial, que apresentaobilidades
diferentes quando submetidas a uma eletroforeseneigel de agarose,
podendo entdo, serem separadas e quantificadas.

Neste estudo as reacdes de clivagem de DNA foratizadas
em misturas reacionais de 20 pL contendo: 400 nglakmidio pBSK
Il superenovelado (~30 uM de DNA em pb); tampé&oapsiologia
molecular (25 mM); e os complexos em diferentecentracfes. Todas
as reagOes foram realizadas em uma concentracab din 25% de
acetonitrila (CHCN), sendo que a incubacéo foi de 6 horas 4@37
para os complexake?2 e de 7 horas a BC para o complexa.
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Ao final da reacéo, esta foi interrompida pela adido tampao
de corrida 6x (EDTA 0,25 M, glicerol 50% e azull@emofenol 0,01%
- pH 8,0) e as misturas reacionais submetidasteofdeese em gel da
agarose (0,8%).

3.3.1Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose é um método padiein para
separar, identificar e até purificar acidos nudgi¢DNA ou RNA) e
seus fragmentos, especialmente por ser uma técsiitples e
relativamente rapida (OLIVEIRA, 2006).

A agarose € um polissacarideo extraido de certoerg® de algas
vermelhas do génerBhodophyceaeEste polissacarideo consiste na
repeticdo do dissacarideo formado entre os reside@sD-galactose
(ligado pelas posicbes 1,3) e 3,6-anidrb-galactose (ligado pelas
posi¢cbes 1,4), como representado na Figura 35AAggarose quando
dissolvida em agua fervente e depois resfriadandoum gel com o
aspecto representado na Figura 35 (B). Neste mocs®o formadas
duplas hélices que se unem lateralmente para foffitenentos
relativamente finos, formando, assim, poros. Egiesos tém seu
tamanho variado de acordo com a concentragédo dogealeja, quanto
mais concentrado em agarose, menor o tamanho dos. idevido a
esta caracteristica € possivel relacionar o tamalssomoléculas de
DNA (linear) com a concentracdo do gel de agamdsenaneira que se
consiga uma separacao eficiente (WESTERMEIER, 1993)

HO  ch,0H o
0
%O\MO/
HO 0 )

3-D-galactose 3,6-anidro-a-L-galactose
(A) (B)

Figura 35. Estrutura da agaros@d) Estrutura quimica da unidade de
repeticdo da agaros@®) Morfologia do polimero durante a formagé&o do
gel (WESTERMEIER, 2003).

Entretanto, além do tamanho da molécula de DNAaafstma
também é importante para que ocorra a separacaaelide agarose.
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As formasF |, F Il e F lll do DNA plasmidial possuem o mesmo
tamanho, porém migram com velocidades distintasdmuaubmetidas a
uma diferenca de potencial, devido a diferencasuaaconformacéo ou
compactacao (OLIVEIRA, 2006).

A preparagdo dos géis de agarose foi feita a phatitissolucéo,
sob aquecimento em forno de microondas, da qualetidacessaria de
agarose para um gel com concentracédo de 0,8 %, (@mv)ampéo TBE
0,5 X (Tris 44,5 mM, acido boérico 44,5 mM, EDTA IMn- pH 8,0 ). A
solucéo resultante foi despejada numa forma adagoac dar formato
ao gel e aos pocos onde serdo aplicadas as amosfpas o
resfriamento total, os géis resultantes foram lesguara uma cuba de
eletroforese horizontal (modelo Horizon® 11-14,elLifechnologies™
ou Sub-Cell® GT, BioRad) contendo tampédo TBE 0,58%.misturas
reacionais foram entdo submetidas a eletroforesegeinda agarose
(0,8%) por 1 h a 90 V em tampé&o TBE 0,5x (Tris 44, &cido bdrico
445 mM, EDTA 1 mM - pH 8,0). A Figura 36 mostra deneira
ilustrativa a realizacao deste tipo de eletrofarese
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Figura 36. Eletroforese em gel de agarose. A matriz é saatifa
deixando-se formar pogos (A) nos quais as amostea®NA serdo
depositadas (B) e submetidas a um campo elétri.od€ fragmentos
apresentam uma migracao diferencial de acordo cotan@anho ou
forma (D) (FARAH, 2007).
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Os géis resultantes foram corados com brometoide €0,3 pg
mL™?), fotografados pelo sistema de fotodocumentac&oLGgic 200
(Carestream Health, USA) e as fracbes de cada fofomam
quantificadas por densitometria utilizando o sofavaKODAK
Molecular Imaging Software 5.0 (Carestream HedliBA). Todas as
reacOes de clivagem contaram com um controle negath condigcbes
iguais as misturas reacionais com o complexo, efifdando-se apenas
pela auséncia do mesmo.

3.3.2Efeito do PH e da concentracdo dos complexos

O efeito do pH na clivagem do plasmidio pBSK Il gzel
complexos foi observado pela adicdo de diferensapbes em
diferentes pHs as misturas reacionais. Para témtam utilizados os
seguintes tampdes de acordo com o pH: PIPES 25 pid 6,0, 6,5,
7,0 e 7,5), HEPES 25 mM (pH 8,0) e CHES 25 mM (p6) 9Figura
37).

Da mesma forma, o efeito da concentracdo foi alalia
utilizando-se diferentes concentracdes finais dosplexos na mistura
reacional, as quais variaram entre 2,0 e 500 uM.

K* "03S SO; K*
3 _\_NH—\NI 3
/

PIPES
N/’_\N o
o/ N\t %—ONa
HEPES o
H\/\SJ/O
o’ TOH

CHES

Figura 37. Estrutura Quimica dos tampdes PIPES, HEPES e CHES.
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3.3.3Teste em atmosfera de Argbnio

Esta metodologia foi empregada com a finalidadeawdiar a
influéncia do oxigénio molecular Pnas reagdes de clivagem de DNA
pelos complexos metélicos em estudo, como previsam@escrito em
trabalhos do nosso grupo (SCARPELLINI et al., 20688RN, et al.,
2005).

Todas as solugbes foram preparadas com agua desadi
Esta foi preparada através de um procedimento ftwrpar duas etapas:
primeiro, a agua foi submetida & agitacdo sob vaeat® completa
eliminacdo das bolhas de ar; em seguida foi egadd com argbénio
(borbulhando argbnio através da agua) para ajudaprocesso de
desoxigenacdo. Esta agua foi mantida sob atmodfermrgbnio até o
momento do uso. Todas as solugbes e misturas nadcidoram
preparadas dentro de uma camara de polietileno gtave bag” (
modelo X-27-27, 12R). As amostras foram, entdouliadas dentro de
um dessecador selado e preenchido com argoniontdudahoras a 37
°C (complexosl e 2) e 4 horas a 50C (complexo3). Ap6s o término
deste periodo, as rea¢fes foram interrompidas reetidas as mesmas
condicdes e procedimentos das realizadas na peedermxigénio.

Para assegurar que o ambiente de argdnio foi noadtichnte os
ensaios, foi adicionado & série de reacdes umatente Fe(EDTAJ
(200 uM)/DTT (10 mM) que corta o plasmidio somesne presenca de
oxigénio.

3.3.4Estudos Mecanisticos

As reacdes de clivagem de DNA foram analisadagesepca de
varios inibidores e ligantes dos sulcos do DNA pamapear o
mecanismo de acdo e determinar as espécies ativedvidas no
processo de clivageri. Para tanto, foram utilizados os seguintes
reagentes: DMSO, o qual atua no seqlestro de mdichoxila (OH-);
superéxido dismutase (SOD), uma enzima que cataldiamutacédo do
radical superéxido (§); azoteto de sodio (NaN a qual atua na captura
de oxigénio singlete',); batocuproina (agente quelante de®)Cu
distamicina (ligante do sulco menor do DNA) e veddemetila (ligante
do sulco maior do DNA).

Desta forma, as reac¢des foram preparadas com auli€dia dos
inibidores ao DNA plasmidial, sendo que o0s compexem
concentragdes variadas foram adicionados por UltEmo seguida, as
reacbes foram incubadas (condi¢cdes ja mencionaBas)Ultimo, as
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amostras foram congeladas e submetidas a eletsefoeen gel de
agarose.

3.3.5Efeito da for¢a idnica

O efeito da forca ibnica na clivagem do plasmids&K Il pelos
complexos foi observada pela adicdo de concentsag@scentes (0 a
200 mM) de cloreto de so6dio (NaCl) as misturasiogeis. O tempo € a
temperatura de reacdo foram os mesmos descritesoantente. Com
este ensaio foi possivel inferir qual a importanda interacdes
eletrostatica no potencial nucleolitico dos compsex

3.3.6Cinética de clivagem de DNA plasmidial

A fim de verificar a velocidade de degradacdo do ADN
plasmidial promovida pelos complexos foram realmadxperimentos
cinéticos, onde se observou o0 desaparecimentootiam$ intactas do
plasmidio pBSK Il ao longo do tempo em diferentescentragbes dos
complexos. Em determinados intervalos de temponforatiradas
aliquotas das misturas reacionais em vdrias cargdes de complexo
em condicdes Gtimas.

As constantes de clivagem deyf foram calculadas para cada
concentragdo do complexo, tomando estas reacdes denpseudo-
primeira-ordem. O valor dd,s foi obtido diretamente a partir do
coeficiente angular das regressdes lineares odgmado plote do
logaritmo natural da quantidade da forma intactgpldsmidio pBSK Il
num determinado tempo dividido pela quantidadetadegesma forma
no tempo zero em funcao do tempo de reacdo. Omegaliek,,s de cada
concentragdo foram corrigidos subtraindo-se desteslor do Kgps
obtido do controle, que foi considerado equivaleatedegradacao
espontanea do plasmidio pBSK Il. O grafico dos realadek,,s em
funcdo da concentracdo dos complexos mostrou unpa@damento
tipico de uma cinética de saturacdo que é tambéimecaa por cinética
de pseudo-Michaelis-Menten (SREEDHARA; FREED; COWAN
2000).

Assumindo este comportamento foram calculados algun
parametros cinéticos para cada complexo como: &otestcatalitica
(keag; constante de Michaelis-MentenK,(); eficiéncia catalitica
(keafKm); @ aceleragdo da reacdo ndo-catalisada, o “eamemt” (f =
Keatknzo catalisaga definido pela razéo entre a constante cataliica
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constante de hidrélise ndo catalisada; e o tempmeala-vida (1, da
forma intacta do plasmidio pBSK Il obtido pela féan t12= In(2)Keat

3.4ESTUDOS DE CLIVAGEM DE PROTEINA

Para os estudos de degradacao protéica foi utliza@8SA da
SIGMA (A-4503) por se tratar de uma proteina bastastudada e ja
caracterizada, além de ser comercialmente bara@bémina é uma
proteina monomérica que atua como carregadora Hstésicias e
compde cerca de 50% do conteldo protéico do sogugzeo. Além da
albumina do soro bovino, existem também albuminametciais de
outras fontes, como a humana (HSA+aman Serum Albumin®)

Os estudos de clivagem de BSA pelos complexos dodaes
foram realizados da mesma forma que os estudokvdgaem de DNA.
Portanto, foram testados diferentes pHs, concdigsagos complexos,
condicbes de temperatura, tempo de incubacdo e fingica. O
mecanismo de acdo também foi avaliado atravésadeifibidores. O
procedimento ja foi descrito no item Estudos mestamis.

Apdés a incubacdo dos testes, um tampao de amoxtra 4
concentrado (2X — tampéo Tris-Cl 100 mM, SDS 7%gegbl 20%,[-
mercaptoetanol 2% e azul de bromofenol 0,02%) thcianado as
amostras que foram entdo congeladas &G 2Bstas foram submetidas a
SDS-PAGE e os géis resultantes foram digitalizaglosuas bandas
quantificadas utilizando-se o programa LabWorksD* WVP.

3.4.1SDS-PAGE

Os géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) sao fisicamemiais
rigidos do que os géis de agarose. O gel é fornpela co-
polimerizacao radicalar da acrilamida com N,N’-teatbisacrilamida
(ou somente bisacrilamida), que é um agente dedmaruzada. Os
radicais livres sao gerados pela decomposicdo gaido persulfato de
amodnio (APS), sendo entdo estabilizados pela adigdd,N,N",N"-
tetrametiletilenodiamina (TEMED).

Em separacdes por SDS-PAGE a migracdo é determim@ola
pela carga elétrica intrinseca da cadeia polipegtidnas sim pelo peso
molecular. Através de sua calda hidrofobica, o ®b%olve a cadeia
polipeptidica e desta maneira quebra as ligacddsddegénio, cancela
as interacdes hidrofébicas, previne a agregacaqodasinas e ainda
causa o desdobramento da estrutura tridimensiestxlifuras terciaria e
secundaria). Desta maneira o SDS confere, & cadéfeptidica, uma

39



forma elipséide com uma rede de carga negativaéqu@porcional ao

seu comprimento (cerca de 1,4g de SDS é ligadoda gaama de

proteina, neste processo). Entdo, como o peso ulatatas proteinas é
diretamente proporcional ao comprimento da cadeiagparacdo das
proteinas ocorre pelo seu peso molecular.

A metodologia empregada na preparacédo do gel éataseo
sistema descontinuo descrito por Laemmli (1970)sté&\esistema as
amostras atravessam um gel que é formado por damaszde
composigdes distintas, o gel de empilhamento & deggeeparacdo. No
gel de empilhamento a amostra é concentrada embamda estreita,
devido a baixa concentracao de poliacrilamida (p@mndes) e ao pH
6,8, mas quando esta atinge o0 gel de separacdopapseli poros
menores (maior concentracdo de poliacrilamida) e8f{ as cadeias
polipeptidicas presentes na amostra come¢cam &garaslas de acordo
com seu peso molecular, como descrito anteriormente

ApGs a corrida, o gel foi depositado em uma soludgidixacdo
com o corante coomassie brilliant blue (CBR-2503seE método de
coloracéo baseia-se na metodologia descrita poriddey (1981).

3.5ESTUDOS DE INTERACAO DOS COMPLEXOS COM
DNA E BSA

3.5.1Dicroismo Circular

Para avaliar as mudancgas estruturais causadas ABBSK com
a adicdo dos complexos, utilizou-se a espectroacdpi dicroismo
circular. Esta técnica, além de ser util na and@lsenteracdo entre DNA
e pequenas moléculas, também tem sido amplaméliteds no estudo
da conformacdo de proteinas e polipeptidios em c¢&olu
(GHARAGOZLOU; BOGHAEI, 2008).

O espectro de DC da dupla hélice direita na formdoBDNA
consiste de duas bandas: uma positiva (275 nm) doewdao
empilhamento das bases do DNA e uma negativa (Bf)5devido a
helicidade direita do DNA. Desta forma, as mudargaservadas nos
sinais dos espectros de DC do DNA correspondem dangas
ocorridas na estrutura do mesmo quando ha intesacOm outras
moléculas (CHEN et al., 2007).

A BSA, por sua vez, € uma proteina apropriada peemt@s
estudos, pois possui uma alta porcentagemodelices em sua
estrutura, apresentando um sinal de DC bastardetesistico na regiao
do UV-distante, o qual apresenta duas bandas fertesmegativas em
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209 e 220 nm (GHARAGOZLOU; BOGHAEI, 2008). A intéesde
destas diz respeito & helicidade da proteina.

Os estudos de DC foram realizados em um especamdpeitro
Jasco (modelo J-815), em temperatura ambiente. dtari@ccdo dos
espectros, utilizou-se 200 uM de DNA do timo deeer (CT-DNA)
ou 10 pM de BSA na auséncia e na presenca de doaEEes
crescentes dos complexos em estudo.

3.5.2Espectroscopia Eletrénica

Para analisar a ligagdo dos complexos com CT-DNvanfo
realizadas titulagdes espectrofotométricas.

Neste experimento foi utilizado um espectrofotbmeétambda-
19 (Perkin-Elmer) para obtencédo de espectros ra t& 300 a 800 nm,
termostatizado. A reacgdo foi preparada no pH demaividade e com
uma concentracdo fixa dos complexos em uma culbei@de foram
adicionadas quantidades crescentes de DNA . Apémiumuto de cada
adicdo foi feita a medida espectral. Esta técnieemjte, além de
mostrar o tipo de interacdo, o célculo da constalgeassociacdo
intrinseca (k) do complexo com o DNA (BATISTA et al., 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 COMPLEXOS BINUCLEARES DE COBRE(ll)
4.1.1Interacdo e clivagem de DNA plasmidial

Em estudos que envolvem interacéo entre molécdaBNA e
complexos metalicos, a faixa de pH e o tampédo auskzado sdo
fatores cruciais. Os acidos nucléicos, por exempmlesnaturam
rapidamente em solu¢cfes aquosas de pHs extremBHASKBURN;
GAIT, 1997). Com efeito, para investigar o efeito gH do meio
reacional no processo de clivagem de DNA plasmijaiébs complexos
binucleares de cobre, foram realizados testesidzgeim de DNA com
diferentes tampdes (PIPES, HEPES e CHES) em umra ¢ pH de
6,0 a 9,0. Tais tamp0des foram escolhidos, poisnsergram entre 0s
mais utilizados na literatura e sdo conhecidos ct®uwd buffers” por
serem considerados bastante inertes (VASCONCELOZENKMA,;
ALMEIDA, 1998; MASH et al., 2003; YU et al., 1997).

As Figuras 38 e 39 ilustram os resultados obtidag pos
complexosl e 2, respectivamente. Ambos apresentam um perfil de
clivagem semelhante, sendo que o aumento do pHaewwumento da
atividade dos complexos. Esta é relativamente badsapHs 6,0, 7,0 e
8,0, onde houve a formacdo de apenas 20% da fdrdw plasmidio,
mas aumenta consideravelmente em pH 9,0, dnde atingem sua
atividade maéaxima, degradando 70% e 90% do DNA pliaim
respectivamente.

Diversos complexos de cobre(ll) possuem comportéamen
semelhante, sendo mais ativos em pHs mais baditnsexemplo é o
complexo [Cu([9]ane§?] (onde [9]aneN = 1,4,7-triazaciclonano)
com uma acridina conjugada, o qual possui maigidaiile em pH 9,0,
onde ha inclusive a formacao da forma Il do plason{FIll) apés 48
horas de incubagéo a%7 (HIROHAMA; ARII; CHIKIRA, 2004).
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Forma do DNA plasmidial (%)

v T v
6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0

pH
Figura 38. Gréfico das % das formas do DNA plasmidial (FI B &bos
a incubagdo com uma concentracdo de 20 uM do campleem
diferentes pHs por 6 horas a 3. A foto menor inserida na Figura
mostra o gel de agarose obtido no teste, onde: bogontrole (somente
DNA); pocos 2-5: reacdes de DNA + compleixem pHs 6,0, 7,0, 8,0 e
9,0, respectivamente. Diferentes tamp&es (25 mikgnfoutilizados de
acordo com o pH: PIPES (pHs 6,0 e 7,0), HEPES (oHe3CHES (pH
9,0).
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Figura 39. Gréfico das % das formas do DNA plasmidial (FI B &bos

a incubagdo com uma concentracdo de 20 uM do cam@eem
diferentes pHs por 6 horas a 8. A foto menor inserida na Figura
mostra o gel de agarose obtido no teste, onde: bogontrole (somente
DNA); pogos 2-5: reacBes de DNA + complekem pHs 6,0, 7,0, 8,0 e
9,0, respectivamente. Diferentes tamp6es (25 mkgnioutilizados de
acordo com o pH: PIPES (pHs 6,0 e 7,0), HEPES (jolHe8CHES (pH
9,0).

O efeito da concentracdo dos complexos na clivagenDNA
plasmidial foi analisado em seu pH de maior atideéH 9,0 — tampéo
CHES 25 mM). Como pode ser observado na Figura 4Xtensédo da
clivagem varia em fung¢éo da concentracao dos comgle

Assim, o complexd, na concentragdo 10 uM, converteu apenas
21,2% da forma superenovelada (FI) na forma circaigerta (FII) do
DNA. No entanto, com o aumento da concentracatiyagem aumenta
rapidamente, sendo de 63,9% em 20 uM e chegandg &% em 50
MM do complexol, onde ja se observam indicios de saturacdo da
atividade (Figura 40 (A)).

O complexo2, por sua vez, ja apresenta uma atividade bastante
expressiva na concentracao de 10 uM, na qual bave§do de 69, 8%
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da forma Il do DNA. A partir da concentragdo de |B@, inclusive,
comeca haver a formacéo de DNA linear (Flll), ghega a 15,3% em
50 uM do complex@ (Figura 40 (B)).

A

Fil
Flll

Fi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

FII(%) 00 21,2 639 646 667 71,8 00 698 897 956 944 845
FlII{%) - - - - - - - - - 28 50 153

FI(%) 1000 788 361 354 333 283 1000 302 103 16 06 02

Figura 40. Clivagem de DNA plasmidial em diferentes conceyiies
dos complexod (A) e2 (B) no pH de maior atividade (pH 9,0 - tampao
CHES 25 mM). Pocos 1 e 7: controles (somente DNWGos 2-6:
reacdes de DNA % (10, 20, 30, 40 e 50 pM, respectivamente). Pogos 8
12: reacbes de DNA 2 (10, 20, 30, 40 e 50 uM, respectivamente).
Incubac&o: 6 horas a 8€.

Com o intuito de analisar a influéncia de oxigémiolecular (Q)
e, conseqlentemente, identificar o tipo de mecaniémdrolitico ou
oxidativo) envolvido no processo de clivagem de Dplasmidial pelos
complexosl e 2, foram realizadas, paralelamente, reagcfes em goesli
aerbbias e anaerdbias (atmosfera de argbnio) em8pHe 9,0. Para
tanto, o sistema [Fe(EDTA)IDTT foi utilizado como controle positivo,
uma vez que este sistema é capaz de gerar rabideixila (OH), os
guais oxidam o DNA através da reacdo de Fenton (PXELRSKI,;
TULLIUS, 1998; NETTO; STADTMAN, 1996; SPEAR; AUST998),
segundo as equacdes abaixo:

[Fe(EDTA)] + O, — [Fe(EDTA)] + O,

20, +2H - H,0, + O,

[Fe(EDTA)F + H,0, — [Fe(EDTA)] + HO- + HO
[Fe(EDTA)] + DTT — [Fe(EDTA)

Neste experimento, 0s complexos apresentaram ctenpamtos
diferentes, segundo observa-se nas Figuras 41 ® é@mplexol teve
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sua atividade diminuida em atmosfera de argdnioaerhos os pHs
testados (Figura 41). No entanto, a inibicdo fdissancialmente maior
em pH 9,0 do que em pH 8,0, indicando que a clivage DNA se da
por um mecanismo oxidativo em pH 9,0 e por um msoam
majoritariamente hidrolitico em pH 8,0.

De acordo com os estudos de titulagdo potencioragiver secao
3.1.1.1), em pH 8,0 h4 uma grande porcentagem péciesaquo-
hidréxido do complexo [(OH)Cu(llp-alcéxido)Cu(ll)(HO)] em
solucdo. Logo, esta deve ser a espécie ativa nalibed do DNA
plasmidial, jA que apresenta um ligante labib@H que permite a
ligacdo de uma molécula de DNA a um centro metadéaam nucledfilo
(OH) coordenado ao outro centro metalico, disponiahp ataque
intramolecular. Resultados semelhantes foram abtith catélise do
substrato modelo 2,4-BDNPP (OSORIO, 2007). Conssgirente, em
pH 9,0, a atividade hidrolitica d& praticamente desaparece, pois a
porcentagem da espécie aquo-hidroxido diminui clemaivelmente. No
entanto, este € o pH 6timo, pelo fato de que adatie oxidativa dd
aumenta excepcionalmente. A espécie [(OH)CudI)(
alcéxido)Cu(ll)(OH)] passa a ser a espécie predantan em solugéo,
devido a desprotonacdo da segunda molécula decagugenada a um
dos centros de cobre(ll).

O mesmo foi observado para os complexos binucleleabre
[Cux(HLdtb)(1-OCHy)](CIO,), e [Cup(Ldtb)(1-OCH;)](BPhy)
(sintetizados a partir do ligante lHitb — {2-[N,N-Bis(2-
piridilmetil)aminometil]-6-[N",N"-(3,5-di-tert-butbenzil-2-hidroxi)(2-
piridilmetil)]Jaminometil}-4-metilfenol), descritos por Peralta e
colaboradores (2006), que apresentaram um mecamisrotivagem de
DNA dependente de oxigénio.
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pH 8,0 pH 9,0

Oxigénio Argdnio Oxigénio Argénio

Fll e — e p—
Flll
FI _—— iy e —

1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12
Fll [%) 0,0 60,9 20,9 0,0 48,1 59 0,0 59,5 92,5 0,0 14,1 16,6
FI (%) - - 9,1 - - - - - 75
Fl (%) 1000 39,1 0,0 1wo,0 51,8 94,1 100,0 40,5 0,0 1000 85,9 83,4

Figura 41. Clivagem de DNA plasmidial (pBSK 1l 30 uM pb) pelo
complexo 1 em condicdes aer6bicas (atmosfera de oxigénio) e
anaerébicas (atmosfera de argdnio) em pH 8,0 (tarHEEPES 25 mM)

e pH 9,0 (tamp&o CHES 25 mM). Pocgos 1, 4, 7 e dBtrGles (somente
DNA); pocos 2 e 5: reagBes de DNA + compléx@0 pM); pocos 8 e
11: reacOes de DNA + complefo20 uM); pogos 3, 6, 9 e 12: reacles
de Fe-EDTA (100 pM) + DTT (10 mM). Incubaco: 6dma 37C.

Com relagdo ao complex@, a clivagem de DNA também
diminuiu mais em pH 9,0 do que em pH 8,0, na alaéie oxigénio,
sugerindo uma atividade hidrolitica maior em pH, &0de a espécie
aquo-hidréxido também é a espécie ativa na catisentanto, em pH
9,0, a inibicdo foi apenas parcial, indicando asenga de um
mecanismo misto de clivagem envolvendo hidrélisgidacdo de DNA
plasmidial em propor¢des similares (ver Figura 42).

pH 8,0 pH 9,0

Oxigénio Argénio Oxigénio Argdnio

Fll
Flll

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Fil (%) 00 809 764 00 81,3 301 00 85 71,4 00 64,5 7,8
FlII (%) - 19,1 - - - - - 14,5
FI(%) 1000 - 236 1000 187 69,9 100,0 - 286 1000 355 922

Figura 42. Clivagem de DNA plasmidial (pBSK 1l 30 uM pb) pelo
complexo 2 em condicdes aerdbicas (atmosfera de oxigénio) e
anaerébicas (atmosfera de argdnio) em pH 8,0 (tarHEEPES 25 mM)

e pH 9,0 (tamp&o CHES 25 mM). Pogos 1, 4, 7 e ddtrGles (somente
DNA); pocos 2 e 5: rea¢cBes de DNA + compl@x(80 pM); pocos 8 e
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11: reacBes de DNA + comple20(10 uM); pogos 3, 6, 9 e 12: reagdes
de Fe-EDTA (100 pM) + DTT (10 mM). Incubac&o: 64ma 37C.

Esses resultados corroboram com aqueles obtidosOpério
(2007) que demonstrou que os complekex? podem ser considerados
promiscuos, ou seja, modelos funcionais tanto paranzimas catecol
oxidases, quanto para as hidrolases/nucleasesicsistéja que atuam
tanto na oxidacdo do substrato modelo 3,5-di-tetdeatecol (3,5-
DTBC), quanto na hidrélise do diéster de fosfato4-2,
bisdinitrofenilfosfato (2,4-BDNPP).

Normalmente, complexos que possuem atividade axaat
necessitam de agentes redutores no meio reaccomb(MPA, DTT ou
ascorbato), para que haja a reducdo do (s) cestrmétalico (s) do
complexo, que posteriormente, ao reoxidar, promaveedu¢cdo do
oxigénio molecular presente no meio e a formacéespécies reativas
de oxigénio como radicais hidroxila (OH:) e sup@&dx(O,) que
oxidam o DNA (SIGMAN; MAZUMDER; PERRIN,1993;
POGOSELSKI; TULLIUS, 1998; HEGG; BURSTYN, 1998;
ARMITAGE, 1998).

Assim sendo, na presenca do agente quelante des(Bpbr
batocuproina, os complexdse 2 tiveram sua atividade completamente
inibida, demonstrando que a redugcdo dos centrosobee(ll) para
cobre(l) € uma etapa importante na clivagem de DiNgura 43).

m m
- £ ~ £
[=] o
2 5 g 5
a Q
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Figura 43. Efeito da batocuproina (500 puM) na clivagem de Oi¢dos
complexosl (40 uM) (A) e2 (10 uM) (B). As reacdes foram realizadas
em tamp&o CHES pH 9,0 (25 mM) e incubadas por 8w@37C.
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Entretanto, nenhum agente redutor externo foi exédo a
mistura reacional, que em todos os testes cont&icamente DNA
plasmidial, complexal ou 2 e tampdo CHES pH 9,0. Portanto, sé
poderiam estar atuando como agentes redutores gAta@HES ou o
préprio DNA plasmidial.

Wang e Sayre (1992) mostraram que o complexo des@fb
[Cu*(batho)] (onde batho=2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-disulfato de
fenantrolina) é capaz de oxidar tampdes de amearagtias, como 0s
tampbes MES, HEPES e PIPES. Nesse sentido, paificaresse o
tampdo CHES estaria atuando no papel de agentéorgdiu que é
bastante semelhante aos tampfes citados, poisiposga amina
secundaria em sua estrutura (Figura 37), foramzeskls testes de
clivagem com outros tipos de tampdes (em pH 9,Moco tampao
fosfato. No entanto, ndo houve altera¢cdes sigtiiaa na atividade dos
complexos (dados ndo mostrados). Portanto, sugergis a propria
molécula de DNA estaria atuando como o agende gedat processo
cobre(ll) — cobre(l) corroborando com os resultados obtidos por
Oliveira e colaboradores (2005) na analise do mscande agdo do
complexo binuclear de cobre ([§BMXD)]**, onde BMXD representa

0 ligante poliaza macrociclico 3,6,9,17,20,23-
hexaazatriciclo[23.3.1'1"3-triaconta-1(29),11 (30),12,14,25,27-
hexano.

Como mencionado anteriormente, a reducdo do oxigéni
molecular pode provocar a formagéo de espéciewasale oxigénio
(ERO). Esse processo ocorre da seguinte forma:

(a) A adicdo de um elétron a uma molécula de oxigén estado
fundamental provoca a formacéo do radical supeoday):

O+e -0y

(b) O superdxido ao receber mais um elétron e dois
hidrogénio forma perdxido de hidrogénio ,(#), através de um
processo chamado dismutagéo:

O, + 2H — H,0O,

(c) Quando o KD, recebe mais um elétron e um ion hidrogénio,
é formado o radical hidroxila (OH que é o mais reativo dos
intermediarios, pois pode reagir e alterar qualestrutura celular que

esteja proxima e assim influenciar enzimas, menasrapu acidos
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nucléicos. O radical hidroxila pode ser formadmg@palmente de duas
maneiras:

(1) Através da reacdo de Fenton, quando,@;Heage com ions
metéalicos como ferro ou cobre:

FE'ICU" + H,0, — OH + Fe'ICU?

(2) Através da reacdo de Haber-Weiss, onde ionmeatais de
transicdo podem catalisar a reacdo eng@,t¢ superoxido, conduzindo
a formacao do radical hidroxila:

H,O, + O — OH + OH + O,

Outra espécie reativa de interesse é o oxigénigesin(O.), que
€ uma forma de oxigénio spin-alterada. Cada ERO deas proprias
caracteristicas, mostrando diferentes reatividamldempos de meia-
vida.

Com o intuito de determinar quais dessas espéctmiam
atuando na oxidacao do DNA plasmidial, foram realas experimentos
na presenca de alguns inibidores, como: DMSO, d qia no
sequestro de radicais hidroxila (OH-); superoxidemdtase (SOD),
uma enzima que catalisa a dismutacdo do radicaréxido (Q) e
azoteto de sddio (NajN a qual atua na captura de oxigénio singlete
(*0,). Os resultados obtidos estdo expostos na FigurA atividade do
complexol (Figura 44 (A)) foi parcialmente inibida na preserde
DMSO, o que indica que radicais hidroxila estdo obndos na
oxidacdo do DNA. Por outro lado, o complekaeve sua atividade
inibida na presenca de DMSO e SOD, sugerindo dém dos radicais
hidroxila, os radicais superdxido também atuam mocgsso de
clivagem.
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Figura 44. Clivagem de DNA pelos complexds(40 uM) (A) e2 (10
KM) (B) na presenga de diferentes inibidores deé@ep reativas de
oxigénio: DMSO (10% v/v); SOD (20 unidades) e NaNGQ uM).

E importante salientar que, para que ocorra a ggivg
primeiramente deve ocorrer algum tipo de interag#ce os complexos
e o DNA. Normalmente, essa interagcdo ocorre pos péncipais
modos: intercalagdo, ligacdo nos sulcos do DNA ateracoes
eletrostaticas (BLACKBURN; GAIT, 1997). Deste modmara
determinar de que forma os complexos binuclearesobee interagem
com o DNA foram realizados diferentes testes, canespectroscopia
de dicroismo circular (DC). Esta € uma técnica amphte utilizada
para diagnosticar mudancas na morfologia do DNAndaaha
interagbes com outras moléculas (GARBETT; RAGAZZON,;
CHAIRES, 2007). O espectro de DC do DNA livre (CNB) é
composto por uma banda positiva em 275 nm, dewidenapilhamento
entre as bases nitrogenadas, e uma banda negati2d5enm, devido a
helicidade direita da forma B do DNA (CHEN et &008), como pode
ser observado na Figura H. Assim, com a adicdo aheentracdes
crescentes dos complexbgFigura 45) € (Figura 46)a solucéo de CT-
DNA, a intensidade de ambas as bandas diminuiufisi@ggivamente. O
declinio da intensidade da banda negativa do DNgersu que a
interacdo com 0s complexos esti provocando uma nmpadae
conformacdo de B-DNA para Z-DNA (CHEN et al., 2008)nda, a
diminuicdo da intensidade da banda positiva, indjoa pode estar
havendo um relaxamento da dupla hélice do DNA,elgua a perda de
sua helicidade (HE et al.,, 2009). Este comportamenttipico de
complexos ligantes dos sulcos do DNA (DHAR; NETHAJI
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CHAKRAVARTY, 2005) e pode ocorrer, também, quand@ h
interacBes eletrostaticas. Ao contrério, o aumelatantensidade das
bandas do DNA ocorre quando a interacdo se danpzmp de
intercalacdo de estruturas planares, presentegyamatd do complexo,
entre as bases nitrogenadas do DNA (CHEN et &.7)20

DC (mdeg)
o

——CT-DNA

—1r=0,25

—1r=0,5

T —r=1,0
—1r=2,0

—r 1
225 250 275 300 325 350 375 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 45. Espectros de dicroismo circular de CT-DNA (200 )
auséncia e na presenca de concentracdes variada®nojglexo 1
(r=0,25; r=0,5; r=1 e r=2), onde r=[complexo]/[CTNB].
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Figura 46. Espectros de dicroismo circular de CT-DNA (200 prid)auséncia e
na presenca de concentragbes variadas do compléxe025; r=0,5; r=1 e
r=2), onde r=[complexo]/[CT-DNA].

Em funcéo disso, para confirmar se os complexoanatcomo
ligantes dos sulcos do DNA foram feitos testesldagem de DNA na
presenca da distamicina e do verde de metila, diee Igantes
especificos dos sulcos menor e maior do DNA (Figdrd),
respectivamente.
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8¢

Figura 47. Estrutura quimica da distamici@&). Ligacdo especifica da
distamicina (vermelho) ao sulco menor do DNB) (OLIVEIRA,
2006).

Na Figura 48 (A) nota-se que, com relacdo ao corodletanto a
presenca da distamicina quanto a do verde de méiainibiram a
atividade do complexo, demonstrando que este compigio age
através dos sulcos do DNA. Por outro lado, a Fig8réB) mostra que a
atividade do complexd@ foi parcialmente inibida na presenca da
distamicina, indicando que tal complexo deve attsavés do sulco
menor do DNA. Mas, como a inibicdo néo é total, nedos os sitios de
interacdo entre o complex e o DNA foram bloqueados, ou seja, deve
haver ainda outro tipo de interagéo.
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Complexo 2
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Figura 48. Influéncia dos ligantes especificos dos sulcosamemaior
do DNA, distamicina e verde de metila, (50 uM) naidade de
clivagem de DNA dos complexds(40 pM) (A) e 2 (10 uM) (B). As
reacOes foram realizadas em tampao CHES pH 9,0&pbe incubadas
por 6 horas a 37 °C.

Segundo os espectros de DC esta seria, entimstdtica. Esta
hipétese foi ratificada através de um experimentbecse variou a forca
ibnica das reacdes complexo-DNA com a adicdo del K&200 mM).
Assim, as Figuras 49 e 50 mostram que o aumentorcia ibnica levou
a uma consideravel inibicdo da clivagem de DNA,dseque esta
reduziu de mais de 90%, na auséncia de NaCl, @&ae350% para 0s
complexosl e 2, respectivamente, na presenca de 200 mM de NacCl.
Esses resultados sugerem que interacOes elettastationtribuem
significativamente no processo de clivagem de DNasmpidial por
ambos os complexos, uma vez que a molécula de Dd$&up carga
negativa €l e 2 sdo positivamente carregados.
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Figura 49. Efeito da forca ibnica na clivagem de DNA pelo gbtewo 1 (80
pM). CondigBes reacionais: Tampao CHES pH 9,0 (89 & incubacéo de 6
horas a 37 °C.
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Figura 50. Efeito da forca ibnica na clivagem de DNA pelongtexo2 (10
KM). Condicdes reacionais: Tamp&do CHES pH 9,0 (RS m incubacgéo de 6
horas a 37 °C.

Através desses resultados, algumas conclusées pasem
explicitadas. Como em pH 9,0 o complekgossui atividade apenas
oxidativa, € bastante plausivel que ele interajam @ DNA apenas
eletrostaticamente, ja que nao € necessario quamplexo se ligue
efetivamente ao DNA, para que haja a formacgéo wesd@if dos radicais
hidroxila e a clivagem do DNA, ou seja, apenas wapeoximagao
eletrostatica ja é suficiente para que ocorra dap@io. O complexa,
por sua vez, possui um mecanismo misto de cliva¢eidrélise e
oxidacdo) em pH 9,0. Desta forma, para que a hédrdas ligacdes
fosfodiéster do DNA ocorra, é necesséario que hém so interacdes
eletrostéticas, mas também a ligacdo do complexXoNd, que, neste
caso, ocorre através do sulco menor, como demdosthessim, apesar
de a espécie ativa na hidrolise (espécie aquoto)imstar em pequena
propor¢do em pH 9,0 como visto, a hidrélise ocqums o complex@
interage também através do sulco menor, o que waaeopara 0
complexol onde a hidrélise praticamente desaparece em pHC®/D
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isso, é possivel deduzir, ainda, que o compgeve estar interagindo
mais fortemente com o DNA do que o compléxo

Para confirmar esse fato, uma titulacdo espectwiétrica foi
realizada com o intuito de se calcular a constdetéigacéo intrinsica
(Kp) entre os complexos e o DNA. As Figuras 51 e 53&tram o0s
resultados desse experimento, onde nota-se um &umea
absortividade molar da banda de transi¢cdo d-d deoams complexos
(hipercromismo), bem como um pequeno deslocamemtoesma para
menores comprimentos de onda (hipsocromismo), adaepie foram
adicionadas quantidades crescentes de DNA pladn{i@ia a 1000
KM). Esse comportamento ja foi observado para algwmplexos de
cobre (REN et al., 2000; BALDINI et al., 2003; ZH&Net al., 2004;
LIU et al., 1999; MAHADEVAN; PALANIANDAVAR, 1998),muitos
dos quais interagem eletrostaticamente com o DNA.

Utilizando-se dos graficos de [DNA§ife) X [DNA] (inseridos
nas Figuras 51 e 52), calculou-se a constantegdedo intrinsica (K
para os complexake 2 como sendo de 1,65 x ‘1B e 2,75 X 16 M™,
respectivamente. Em outras palavrasnterage aproximadamente 1,6
vezes mais fortemente com o DNA do dueo que corrobora com os
dados anteriores. Nos espectros de DC, inclusiee,aléeracbes
provocadas nas bandas do CT-DNA também sdo maiarpeesenca do
complexo2 (Figuras 45 e 46).

Diversos complexos de cobre descritos na literatipr&sentam
valores de K semelhantes aos obtidos pdra 2. Pode-se citar, por
exemplo, o complexo CUMFF com uma constante de 18 M™. Este
atua na clivagem principalmente através dos suloesor e maior do
DNA (OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 51. Titulagdo espectrofotométrica do compléx(100 pM) na auséncia
e na presenca de concentragbes crescentes de CTQB®A 1000 uM). As

reacdes foram realizadas em tampdo CHES pH 9,0n{dh Gréafico menor

inserido na Figura [DNA]Ka<f) X [DNA].
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Figura 52. Titulagdo espectrofotométrica do compléx(L00 uM) na auséncia
e na presenca de concentracbes crescentes de CTQBA 1000 pM). As
reacdes foram realizadas em tampdo CHES pH 9,0n{@h Gréafico menor

inserido na Figura [DNA]Ka<f) X [DNA].

Em resumo, esses resultados levam-nos a propor egarnismo
de acdo para a clivagem de DNA plasmidial pelosptexosl e 2 em
seu pH de maior atividade.

Primeiramente, o complexiose aproxima do DNA via interagcfes
eletrostaticas com seu esqueleto de fosfatos ermtsos metalicos de
cobre(ll) sdo reduzidos para cobre(l). Esta redygiie ser atribuida a
uma transferéncia de elétrons complexo-DNA em sau©LIVEIRA
et al., 2005). Em seguida, 0 oxigénioY@o meio reacional reage com
0s centros de cobre | através de um processo rggoando radicais
hidroxila (OH-) que clivam o DNA oxidativamente.

O complexo2, por sua vez, interage com o DNA via atragfes
eletrostéticas e ligacdo no sulco menor, sendaquecanismo de acdo
€ misto. A clivagem oxidativa ocorre da mesma fodeacrita para o
complexol, havendo, no entanto, a formacéo de duas espécitgas
de oxigénio: os radicais hidroxila (OH-) e os cadi superéxido (9.
Em um segundo momento, a ligacdo da forma aquéhdt do
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complexo no sulco menor do DNA promove a hidréfisesuas ligacdes
fosfodiéster.

As cinéticas de clivagem de DNA plasmidial foraralimadas no
pH de maior atividade dos complexos (tampao CHE&RE pH 9,0).
Assim, os dados cinéticos foram obtidos atravésndaitoramento da
diminuicdo da Forma | do DNA plasmidial em difeestoncentracdes
dos complexos e em funcao do tempo de reacaaanilo-se o modelo
cinético conhecido como “pseudo-Michaelis-Menten”.

Com isso, as constantes de clivageg(Koram calculadas em
cada concentracdo do complexo, sendo que as FigBra$4 mostram
a variacao dessas constantes em funcao do aunsntmdentracdo dos
complexos, onde se observa um comportamento degatu
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Figura 53. Grafico dek,,s versus concentracdes do compléxanostrando um

comportamento de saturacdo. As reagdes foram adabzem pH 9,0 (tampéao
CHES 25 mM) com 300 ng (25 uM pb) do plasmidio pBS& concentractes
crescentes do complexo. A incubacio foi realiza®3 &C e aliquotas foram
retiradas em diferentes intervalos de tempo (erés).
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Figura 54. Gréficosdek,ps versus concentragcdes do compl@xanostrando um

comportamento de saturacdo. As reagdes foram adakzem pH 9,0 (tampéao
CHES 25 mM) com 300 ng (25 uM pb) do plasmidio pBS& concentracdes
crescentes do complexo. A incubacéo foi realizad3 &C e aliquotas foram

retiradas em diferentes intervalos de tempo ((erés).

Os parametros cinéticos calculados a partir dedades estédo
dispostos na Tabela 1. Esta indica que os complexo® apresentam
valores dek.;: de 0,12 e 0,55h respectivamente. Assim, o valor da
aceleracdo da degradacdo em relacdo ao DNA ndsadtak,. = 3,6 X
10° h") foi de 3,4 x 1Bvezes pard e 1,5 x 10 vezes para, indicando
que esses complexos sdo bastante ativos na clivadgenDNA
plasmidial, jA que os complexos de cobre(ll) déssrina literatura
apresentam uma aceleracéo da degradacéo variamed.gnx 16 e 2,3
x 10° vezes em relacdo ao DNA ndo catalisado (SREEDHARA:;
FREED; COWAN, 2000; ZHANG, 2008).

Os dados de eficiéncia catalitica revelaram2j(23 x 14 h*M"

) é aproximadamente 23 vezes mais ativo mimetizandoncédo de

uma nuclease quimica qag1,0 x 16 h* M™Y), sendo que o tempo de
meia-vida do DNA na presenca flee 2 foi de aproximadamente 5,8 e
1,3 horas, respectivamente. Assim, pode-se dizer agu parametros
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cinéticos corroboram com os dados de interacAaoseambém mais
expressivos para o compleko

Em funcéo disso, um dos fatores que deve estaritwgindo para
que?2 seja o complexo mais ativo € o fato de interagirsnfortemente
com o DNA, provavelmente, devido a presenca de gaipos fendis
em sua estrutura, jA que estes podem aumentaficatjuamente o
valor da constante de ligacdo dos complexos, cdndegcrito por
Neves e colaboradores (2002).

Além disso, a presenca dos grupos elétron-doadteeshutil,
nos complexod e 2, provocou mudancas significativas na atividade de
clivagem de DNA plasmidial, quando comparado aospiexos
analogos descritos por Rossi e colaboradores (Zm%). O complexo
[Cux(Hbtppnol)(OAC)](CIQ),, por exemplo, o qual apresenta uma
aceleracdo da degradacdo de 6,3 XvEZes em relacdo ao DNA néo
catalisado, é significativamente menos ativo fje.

Tabela 1.Parametros cinéticos para as reacoes de clivageisadas
pelos complexos e 2.

Keat K Kead Kn®  KeadKs ty),0

Com |6XO c_at M ca_t l\_/l cat/ Kj 1/2
P (h}) M (MY e (h)

1 0,12 12x1d 10x16 3,4x16 5,8

2 0,55 24x10 23x1d 15x10 1,3

“Constante de catalis¥ficiéncia catalitica® Aceleragdo da degradagéo
em relacdo ao DNA nao catalisadq:£8,6 x 1¢°h ™). “Tempo de meia
vida do DNA na forma superenoveladg£tIn(0,5)/k.o).

4.1.2Interacgéo e clivagem de BSA

Dada a importancia de se obter pequenas molécafsezes de
atuar como proteases quimicas, jA que estas poeemtikizadas em
areas de grande interesse na atualidade, comoosstiedestrutura de
proteinas em solucdo e identificacdo de sitiosgdgdo proteina-DNA
(BURANAPRAPUK, 2000), os complexos binucleares d#bre(ll)
também foram analisados quanto a capacidade @ pligteinas.

As Figuras 55 e 56 mostram os resultados dos steste
diferentes pHs (6,0, 7,0, 8,0 e 9,0) e concentsadds complexos (O -
500 uM), paral e 2, respectivamente. Através destes dados é possivel
observar que ambos o0s complexos apresentam umédadgv
consideravelmente baixa em pHs 6,0 e 7,0, ondeohéapdegradacéo
de BSA. Além disso, nestes pHs, observa-se, quec@mentracdes
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acima de 200 pM, essa degradacdo praticamente alesap
provavelmente, devido ao uso de altas concentraf@@somplexos, as
quais podem estar provocando precipitagbes na ceagd

consequentemente, dificultando a clivagem. Esse, fabrém, nao
ocorre em pH 8,0, onde a degradagdo de BSA auméit@imente,

sendo este 0 pH de maior atividade dos complexos.

[Complexo 1] uM
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Figura 55. Clivagem de BSA (15 puM) em diferentes pHs e
concentracdes do compledo As reacdes foram incubadas durante 6
horas a 37C. Diferentes tampdes (25 mM) foram utilizados derdo
com o pH: PIPES (pHs 6,0 e 7,0), HEPES (pH 8,0HEE (pH 9,0).

64



[Complexo 2] pM

<

D 25 50 100 200 250 400 5001

pHG,O R .____.__.._.__..n-n_.“d
WD S W

pH 7,0 =1

pH 8,0

pH 9,0

G ew ww

Figura 56. Clivagem de BSA (15 uM) em diferentes pHs e
concentracdes do complex As reacdes foram incubadas durante 6
horas a 37C. Diferentes tamp&es (25 mM) foram utilizados derdo
com o pH: PIPES (pHs 6,0 e 7,0), HEPES (pH 8,0H&EE (pH 9,0).

O comportamento desses complexos em pH 8,0 podéstzem
maiores detalhes nas Figuras 57 e 58, as quaisamoss % de BSA
clivada em cada concentracdo testada. Nessas @demdigom o
aumento das concentracdeslde 2, a degradacao de proteina aumenta
rapidamente, atingindo 90% e 75%, respectivamente400 uM, onde
ja se observam indicios de saturagdo da atividade.
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Figura 57. Grafico das % de BSA clivada apés a incubagcdo com
diferentes concentragdes do complexq0 — 500 pM) em pH 8,0
(tamp&o HEPES 25 mM) por 6 horas a°87 A foto menor inserida na
Figura mostra o gel de poliacrilamida obtido naees
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Figura 58. Grafico das % de BSA clivada apés a incubacdo com
diferentes concentragbes do complexq0 — 500 pM) em pH 8,0
(tamp&o HEPES 25 mM) por 6 horas a°87 A foto menor inserida na
Figura mostra o gel de poliacrilamida obtido naees

O mecanismo envolvido nas reac¢des de clivagem de s

complexos foi determinado através de um experimesatizado em
condicBes aerdbias (atmosfera de oxigénio) e abasrdatmosfera de
argbnio). Para tanto, utilizou-se como controle itpas o sistema
[Fe(EDTA)/DTT, visto que j& foi demonstrado que este conpléx
capaz de clivar polipeptidios através de um megani®xidativo
(PLATS; ERMACORA; FOX, 1993). Assim, observa-se Raguras 59
e 60 — pocos 4, que em presenca de oxigénio olermfre(EDTA)
clivou cerca de 95% de BSA. No entanto, em atmasderarg6nio nao
houve degradacdo da mesma, o que indica que oftésealizado em
condicdes anaerdbias.
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Figura 59. Gréfico das % de BSA nao clivada em condi¢gfes &s06b
(oxigénio) e anaerébias (argbnio) apos incubacdante 6 horas a 37
9C na presenca do completoAbaixo, gel de poliacrilamida obtido no
teste, onde: pogos 1: somente BSA (15 uM); po¢c®SZ + complexo
1 (250 puM); pogos 3: BSA + complexo(500 uM) e pogos 4: controle
positivo [Fe(EDTA)f/DTT.
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Figura 60. Gréfico das % de BSA néo clivada em condigbes #&s06b
(oxigénio) e anaerdbias (argbnio) apos incubacdante 6 horas a 37
°C na presenca do compleRoAbaixo, gel de poliacrilamida obtido no
teste, onde: pogos 1: somente BSA (15 pM); po¢c®SZ + complexo
2 (250 pM); pogos 3: BSA + complex(500 uM) e pocgos 4: controle
positivo [Fe(EDTA)f/DTT.

Os complexos binucleares de cobre, por sua vezativ apenas
uma pequena parcela da sua atividade inibida erosédna de argonio
(Figura 59 e 60 — linhas 1 a 3 — para 1 e 2, réisjaeeente). Em outras
palavras, ambos apresentam mecanismo praticametgpeindente de
oxigénio, ou seja, majoritariamente hidrolitico.

Embora varios complexos metéalicos de cobalto(higuel(ll),
cobre(ll) e zinco(ll) estejam sendo analisados tuancapacidade de
clivar peptidios, ainda ha poucos exemplos naalitea daqueles com
mecanismo hidrolitico (ZHU; KOSTIC, 2002; HEGG; BBRYN,
1996; RAJENDIRAN et al., 2007). Ainda, alguns dessemplexos sao
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significativamente menos ativos gue e 2, que clivam BSA em
concentracGes a partir de 25 uM &’@7(Figuras 57 e 58).

De acordo com os estudos de titulacdo potencioraétui espécie
ativa em pH 8,0, a qual deve estar atuando na llsdrdas ligacdes
peptidicas, ¢é a espécie aquo-hidroxido  ([(OH)CQdl)
alcoxido)Cu(I)(HO)]). Esta espécie esta de acordo com aquelas dos
mecanismos de hidrolise propostos na literaturaM(®RA, 2000;
MERKX; AVEERILL, 1999; TWITCHETT; SYKES, 1999), j&gue
apresenta um ligante labil §8), o qual permite a ligacdo de uma
molécula de substrato a um dos centros metdlicasmenucledfilo
coordenado ao outro metal, 0 qual esta disponiaed promover o
atague intramolecular.

Para avaliar as mudancas estruturais causadas Aac®8 a
adicdo dos complexos, utilizou-se a espectroscalda dicroismo
circular. Esta técnica, além de ser Util na and@l@seteracéo entre DNA
e pequenas moléculas, também tem sido amplamélizeds no estudo
da conformacdo de proteinas e polipeptidios em c¢&olu
(GHARAGOZLOU; BOGHAEI, 2008).

Com efeito, a BSA € uma proteina apropriada paes estudos,
pois possui uma alta porcentagem @délices em sua estrutura,
apresentando um sinal de DC bastante caracterisigegido do UV-
distante, o qual apresenta duas bandas fortemegggivas em 209 e
220 nm (Figuras 61 e 62). A intensidade destasedigeito a helicidade
da proteina (GHARAGOZLOU; BOGHAEI, 2008).
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Figura 61. Espectros de dicroismo circular de BSA (10 uMynaéncia e na
presenca de concentracdes variadas do compléxe0,25; r=0,5; r=1 e r=2),
onde r= [complexd]/[BSA].
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Figura 62. Espectros de dicroismo circular de BSA (10 uMynaéncia e na
presenca de concentragfes variadas do compléxe0,25; r=0,5; r=1; r=2 e
r=10), onde r= [complexd])/[BSA].

Desta forma, os espectros de dicroismo circulanforealizados
utilizando-se uma concentracéo fixa de BSA (10 eMoncentracdes
variadas dos complexds(r=0,25 a r=2) € (r=0,25 a r=10), segundo
ilustram as Figuras 61 e 62, respectivamente.aBesiserva-se, entao,
que a adicdo dos complexos provocou uma diminuigAttensidade
das bandas de BSA. Esses resultados indicam queragéao de ambos
os complexos com a proteina provoca alteragbes wamestrutura
secundaria. Além disso, 0s espectros mostram quemadancas
causadas pelo complexb sdo muito mais expressivas do que as
causadas pelo comple) o que sugere quk esteja interagindo mais
fortemente com a BSA.

Os complexos [Zn(kg)(1,10-fenantrolina)], onde Hag Ssdo
ligantes baseados em bases de Schiff de aminoadléssritos por
Gharagozlou e Boghaei (2008), apresentaram espesgroelhantes aos
descritos para os complexos binucleares de copr&fth seu trabalho,
0s autores sugeriram que estes complexos de zit@daen interagindo
com a proteina através de ligacdes de hidrogéniinteracbes
hidrofobicas e eletrostéticas.
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Desta forma, com o intuito de verificar se ha ia¢ées do tipo
eletrostéticas ocorrendo entre os complexos e a, B8Aealizado um
experimento onde se variou a for¢a i6nica das esacOmplexo-BSA
com a adicao de NaCl (0-200mM).

Para o complexd, a Figura 63 mostra que o aumento da forca
ibnica levou a uma consideravel inibicdo da degradada proteina,
sendo que esta reduziu de mais de 90%, na ausénbiaCl, para 30%,
na presenca de 200 mM de NaCl. Esse resultadoesqggerinteracbes
eletrostaticas possuem um papel fundamental neegsocde clivagem
de BSA pelo complexd.

O complexo2, por sua vez, teve apenas aproximadamente 10%
de sua atividade inibida com a variacdo da conaefitr de NacCl
(Figura 64), indicando que apesar de haver intesa@etrostaticas,
estas ndo sdo determinantes na reacao de clivdgdBSA por esse
complexo. Sendo assim, principalmente no caso dwplexo 2, deve
estar ocorrendo, ainda, um outro tipo de interacao.

Héa estudos que mostram que complexos metdlicosligamtes
labeis podem interagir com residuos de alguns amidos, como Cys,
His, Trp, Asp e Lys, das cadeias laterais de pratgipromovendo a
hidrélise das ligacdes peptidicas (BURANAPRAPUKQO@D
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Figura 64. Efeito da for¢a ibnica na clivagem de BSA (15 puM)op
complexo 2 (400 uM). Foto menor inserida na Figura: gel de
poliacrilamida obtido no teste. Condi¢des reacmndaampao HEPES
pH 8,0 (25 mM) e incubac&o de 6 horas 4G7

O efeito da concentracdo dos complexos e do tempaocdbacéo
na velocidade de clivagem da proteina foi estuddidizando-se uma
concentragdo constante de BSA (15 uM) através ddelo cinético
“pseudo Michaelis-Menten”. Os géis obtidos paraomplexol estao
representados na Figura 65.
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Figura 65. Clivagem de BSA em diferentes tempos de incub&@&o6
horas) e concentrac6es do compléx@ — 500 puM), onde se observa o
desaparecimento da banda de BSA. As reacfes fazalizadas em
tampdo HEPES pH 8,0 (25 mM) e incubadas a’G7 As aliquotas
foram retiradas em intervalos de 1 hora.

Com isso, as constantes de clivagenpykforam calculadas,

sendo que as Figuras 66 e 67 mostram a variagdaglesnstantes em
funcdo do aumento da concentracdo dos complexds, sBobserva um
comportamento de saturagao.
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Figura 67. Variacao das constantes de velocidade de clivdgginem
funcéo da concentragdo do compléanostrando um comportamento
de saturagéo.

A partir desses dados foram obtidos, entdo, osreslaos
parametros cinéticos para as reac¢des de clivagemguais estdo

7



representados na Tabela 2. Segundo esta os compépresentam
valores de eficiéncia catalitica bastante préxinsesdo de 1,1 x v

"M™ paral e 1,0 x 16h*M™ para2, o que revela queé 1,1 vezes mais
ativo que2. Com isso, o tempo de meia vida da BSA foi merer n
presenca do complex cerca de 1,3 horas, enquanto para o complexo
2 este foi de 1,4 horas.

Tabela 2.Parametros cinéticos para as reacdes de clivageBsA
catalisadas pelos complexbe 2.

Keat K Kead Km® ty)o0

Complexo cal M cap M 1/2
P (hh) (M) ) (h)

1 0,54 51x1d 1,1x16 1,3

2 0,50 48x1d 1,0x10 1,4

%Constante de catalis¥ficiéncia catalitica’Tempo de meia vida da
BSA (ti=-In(0,5)/kay).

Assim, pode-se dizer que 0s parametros cinéticolmaram
com os dados de intera¢éo, sendo também maiore® mamplexd, o
gue € bastante plausivel, jA que uma interacdo foaie com o
substrato pode contribuir de forma determinantea pama maior
clivagem. O mesmo foi observado para a clivager®NA plasmidial
(ver secédo 4.1.1). No entanto, neste caso, o camflé o que interage
mais fortemente, sendo, por isso, mais ativo doogr@mplexal.

Em funcdo disso, é possivel observar que a tdzade
diferentes substratos (DNA ou BSA) provocou mudargignificativas
na atividade e no mecanismo de clivagem dos cormpleAssim,
gquando o substrato € o DNA plasmididl, atua através de um
mecanismo oxidativo € age por meio de um mecanismo misto
(hidrolitico e oxidativo); nessas circunstancapossui maior atividade
e afinidade pelo DNA. Por outro lado, com a utijaae da proteina
como substrato, ambos o0s complexos procedem atrdeésum
mecanismo hidrolitico; nessas condicdied,o complexo mais efetivo e
de maior interagdo com a proteina.
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4.2 COMPLEXO TRINUCLEAR DE GADOLINIO(lII)
4.2 1interagédo e clivagem de DNA plasmidial

Ha quase meio século sabe-se que ions lantanideas aa
clivagem hidrolitica de ésteres de fosfato. No mietasomente na
Ultima década, essa reatividade foi demonstradaaiéacula de DNA.
Os estudos sdo, em sua grande maioria, com laatané@mplexados a
poliaminocarboxilatos, bases de Schiff e grupasiigdi sendo que esses
ligantes sdo capazes de estabilizar os ions laetsi mantendo a
atividade catalitica dos mesmos (FRANKLIN, 2001).

Para determinar as condi¢cfes ideais para a reaca@tivdgem
pelo complexo trinuclear de gadolini8) (em analise, foram testados
diferentes pHs (6,5, 7,0, 7,5 e 8,0) e concentsaddecomplexo (10 —
125 pM). Os resultados podem ser observados naaF6@u

Figura 68. Clivagem de DNA plasmidial em diferentes pHs e
concentracGes do complex® Incubagdo: 7 horas a SC. Pogo 1:
controle — somente DNA (pBSK-Il 40 uM pb); pocos-Z: DNA +
complexo 10, 20, 30, 60, 90 e 125uM, respectivamednde: A, B, C e

D representam as reacgdes realizadas em 25 mM &SKMs 6,5; 7,0

e 7,5) e HEPES (pH 8,0), respectivamente.
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O complexo apresentou uma grande atividade degeimaem
todos os pHs testados. Assim, observa-se ndo gia@cimento da
Forma Il (circular) do plasmidio, mas também danteoill (linear).
Esta aparece, inclusive, nas reacdes onde seoutilg menor
concentragdo do complexo (10 pM).

Nesse contexto, Zhu e colaboradores (1998) repontar
complexos binucleares com os lantanideos Erbio éBA6lmio (Ho)
capazes de converter a Forma superenovelada na fiagar do DNA,
em condi¢Bes fisiologicas (37 °C e pH 7,0). No efata utilizaram
concentra¢cfes dos complexos de 250 uM.

E importante salientar que o aparecimento da Folinao
plasmidio ocorre provavelmente devido a eventos amtes
independentes, em fitas opostas na molécula de @Nde o segundo
corte deve estar ocorrendo bastante préximo aoepomisto porque
para que ocorra a passagem da Forma circular pkmnaa linear, é
necessario que haja uma distancia de no maximarks ple base entre
os cortes na fita de DNA (NEVES et al., 2001).

Com relagdo ao pH, 6,5 e 7,0 sdo aqueles onde hér ma
clivagem, segundo observa-se na Figura 68. Destionpara trabalhar
0 mais préximo possivel das condi¢cbes fisioldgiams,demais testes
foram realizados em pH 7,0 (tampéo PIPES 25 mM).

Para verificar o tipo de mecanismo (hidrolitico oxidativo)
envolvido no processo de clivagem de DNA pelo cexpl3, foram
realizados experimentos na presenca de DMSO, o, qu@ho
mencionado anteriormente, é um captador de radiidis
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Figura 69. Experimento utilizando DMSO como captador de radic
livres nas reac¢Bes do comple30As reacBes foram incubadas a 50 °C
por 7 horas em pH 7,0. Abaixo, gel de agarose O® este.

Os resultados ilustrados na Figura 69 mostram qoentplexo
manteve as porcentagens de clivagem de DNA supssiao na
presenca de DMSO, indicando que radicais hidrakfiasos ndo estéo
envolvidos na clivagem do DNA plasmidial. Isto swgeque o
mecanismo de acao desse complexo seja hidrolffiste resultado é
bastante plausivel, pois até mesmo ions lantanideos atividade
redox, como o fon Cé agem como catalisadores hidroliticos
(SHIGEKAWA, ISHIDA; MIYAKE, 1999). Além disso, gratte parte
dos complexos de lantanideos descritos na literatatua
hidroliticamente na clivagem de ésteres de fofflaRANKLIN, 2001;
ZHU et al, 1999; BERG; SIMEONOV; JANDA, 1999; HASHOTO;
NAKAMURA, 1996).

De maneira geral, o mecanismo hidrolitico € pre&riao
oxidativo, uma vez que a clivagem oxidativa do DpNiyduz radicais
livres (fitas do DNA com terminais incapazes deeserreligados
enzimaticamente), além de promover danos perif@igonsideraveis as
células. Além disso, a difusdo dos radicais podécullar a
especificidade na clivagem de interesse (CHEN. £2@08).
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Através de experimentos de equilibrio potencioroétri
realizados por Camargo (2008), obteve-se a curvdigigbuicdo das
espécies em funcdo do pH e, conseqiientementep@sessenvolvidas
na catalise (ver secdo 3.1.2). Assim, nos pHs &®.eonde ha maior
atividade do complexo, h& a desprotonagdo de unmécaia de agua
coordenada a um dos centros metalicos na espédg & e a
formacdo da espécie [@®H)L;]**, que deve ser a espécie ativa na
hidrolise do DNA, pois possui um grupo hidroxidgpaa de promover o
ataque nucleofilico na reagéo de clivagem.

O decréscimo da atividade do complexo em pHs nmaigue 7,0
(Figura 68) se deve provavelmente a presenca dagcies
[Gds(OH),Lo] ", [GAs(OH)sL ] e [Gay(OH).L,] ", as quais tém sua carga
negativa aumentada, causando uma repulsdo masukestrato, o que
desfavorece a hidrolise do DNA. Comportamento seamé foi
observado na catalise do substrato ativado BDNPMERGO et al.,
2008).

Com o intuito de analisar o modo de interacdo doptexo com
0 DNA, foi realizado um experimento na presencalideamicina e do
verde de metila, que sdo ligantes especificosdiz®s menor e maior
do DNA, respectivamente.

A Figura 70 mostra os géis e a quantificacdo dawldm da
Forma | do plasmidio, para o referido experimeA®ssim, observa-se
que o complexd teve sua atividade inibida apenas na presenca da
distamicina. Inibicdo esta bastante expressiva,ue mdica que3
interage preferencialmente com o sulco menor do DOtros estudos
de interacdo DNA/complexo mostram resultados HBentes
(OLIVEIRA, 2006; SEVERINO, 2007; OTERO et al., 2006
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Figura 70. Andlise de clivagem de DNA plasmidial pelo compl&na
auséncia (controles) e na presenca da distami¢thg 1) e do verde de
metila (40 uM). Todas as reacdes foram incubada§ pmras a 50 °C
em 25 mM de tampéo PIPES pH 7,0.

Novamente, os parametros cinéticos foram calculattasés do
modelo cinético “pseudo Michaelis-Menten”. A FigurA mostra o
gréfico das constantes de catélisg)lem diferentes concentragbes do
complexo3, onde se observa um comportamento tendente acatur
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Figura 71. Variacdo das constantes de velocidade de clivdggihem
fungéo da concentragdo do compléanostrando um comportamento
de saturacéo.

Assim, o complexo3 apresenta um valor d&. bastante
expressivo (3,421, sendo que o valor da aceleracdo da degradacéo em
relacdo ao DNA n&o catalisadin,{= 3,6 x 16® h™) foi de 9,5 x 1
vezes.

Em comparacdo ao complexo mononuclear de gadolinio,
previamente publicado por Camargo e colaborad@@@8), que possui
keat de 0,47 H e um aumento em relacdo & degradacédo natural do DN
de 1,2 x 16 vezes, o complexo trinuclear é aproximadamentez&s
mais ativo. No entanto, como possui um Kito elevado (4,6 x 1D
M), sua eficiéncia catalitica (7,5 x 16*"M™), razéo entréeq e Ky, €
menor que a do complexo mononuclear (1,8 ¥H®M™), j& que este
possui um valor de § consideravelmente menor (2,5 x™“1®). Por
isso, apesar de possuir g maior, o complexo trinuclear de gadolinio
deve interagir mais fracamente com o DNA, justiidda sua menor
eficiéncia catalitica em relagdo ao complexo mootzau.

Normalmente, o que se observa na literatura é queplexos
com maior nimero de centros metdlicos sdo maisstievido a um
efeito cooperativo que o0s torna mais reativos qustersas
mononucleares. Com efeito, este comportamento gédebservado no
estudo de complexos macrociclicos de lantanideddREK;
MARTELL, 2000), onde os complexos mononuclearesesgrtam
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constantes de velocidade menores, frente a hidrdbssubstrato BNPP,
do que os complexos binucleares. Acredita-se cgee dsorra, pois 0s
complexos binucleares apresentam dois ions lamasidtuando como
acidos de Lewis em detrimento dos mononucleares aguesentam
apenas um. O mesmo efeito pode ser observado meezmt onde
muitas enzimas que catalisam a hidrélise de ésweefosfato séo
ativadas por dois ou mais ions metélicos.
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5 CONCLUSOES

Complexos binucleares de cobre(ll):

Ambos os complexos foram capazes de clivar DNAnpidisl
em baixas concentracdes (LM) em uma ampla faiatdg6,0 a 9,0) a
37°C, sendo 9,0 o pH de maior atividade.

Com relagdo aos mecanismos de acéo e interaca®bl¥m os
complexos apresentaram comportamentos diferentes.

O complexo 1 atua através de um mecanismo oxidativo,
envolvendo a formacéo de cobre | e do radical @Harmacéao dessas
espécies € resultado de um ciclo catalitico onderdro metéalico do
complexo (um ou dois sitios de cobre(ll)) é redazelo proprio DNA,
sendo posteriormente reoxidado pelg. @inda, a interacdo se da
exclusivamente por atracfes eletrostéticas.

O complexo2, por sua vez, interage com o DNA via atracbes
eletrostéticas e ligacdo no sulco menor, sendaquecanismo de agdo
€ misto. A clivagem oxidativa ocorre da mesma fodeacrita para o
complexol, havendo, no entanto, a formacdo de duas espécitgas
de oxigénio: os radicais hidroxila (OH-) e os cadi superdxido (£).
Em um segundo momento, a ligacdo da forma aqudshidtr do
complexo no sulco menor do DNA promove a hidratisesuas ligacdes
fosfodiéster.

Os dados de eficiéncia catalitica revelaram2j(23 x 14 h*M’

!y é aproximadamente 23 vezes mais ativo na funedonth nuclease
quimica quel (1,0 x 16 h* M™). A diferenca de atividade entre os
complexos parece estar relacionada com a forcggdedb a molécula
de DNA, ja que2 também apresenta maior valor dedé que 1. Esse
fato se justifica pela presenca de dois gruposidené estrutura do
complexo2, j& que estes podem aumentar significativamemaa da
constante de ligagdo do complexo.

Além disso, a presenca dos grupos elétron-doadtaesbutil,
nos complexod e 2, provocou mudancgas significativas na atividade de
clivagem de DNA plasmidial.

Os complexos dinucleares também apresentaram benkados
na degradacdo de BSA. A maior atividade foi obstavem pH 8,0, no
gual o mecanismo de acdo de ambos é hidroliticespécie ativa na
catdlise é a aquo-hidréxido ([(OH)Cu(lalcoxido)Cu(I)(HO)]).
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E importante salientar o fato de esses complexnaclgares
atuarem tanto na clivagem de moléculas de DNA quarg de
proteinas, 0 que caracteriza sua “promiscuidadealited”, um
fenbmeno bastante observado em enzimas, mas pasmitd em
sistemas modelo sintéticos.

Complexo trinuclear de gadolinio(lll):

Este complexo mostrou-se bastante ativo na clivadenDNA
plasmidial em baixas concentracdes (UM) e pH 7e8t€6 na presenca
de inibidores indicaram a ocorréncia de um mecamibidrolitico de
clivagem via sulco menor do DNA, sendo [GaH)L,]*" a espécie ativa
na catélise.
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6 PERSPECTIVAS

Avaliar o mecanismo de acdo do complékma clivagem de
moléculas de DNA mais detalhadamente através destes presenca
de outros tipos de inibidores (SOD, NaNbatocuproina, verde de
metila), bem como experimentos em condi¢des aneear@mosfera de
argonio).

Determinar os tipos de interacdes DNA-compl8xaa titulacdes
espectrofotométricas, desnaturagéo térmica, esgeopia de dicroismo
circular, etc.

Avaliar a capacidade do complegona clivagem de proteinas,
como a BSA.

Realizar estudos com outros tipos de DNA (linearpés fita,
polinucleotideos) para verificar se os complexaspem especificidade
por algum desses substratos.

Ainda, a obtencéo de cristais dos complexos ligadpsquenos
nucleotideos também é um dado importante que poderéidar
precisamente como essas moléculas interagem cooeleterminar
o0 possivel sitio de ligagéo.
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