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RESUMO

O estudo de moléculas sintéticas ou biologicas que possam
interagir e clivar o DNA de forma especifica se faz essencial na
busca por novas aplicacdes biotecnolégicas, na descoberta de
terapias antitumorais menos invasivas ou no auxilio a um melhor
entendimento dos mecanismos de acdo do DNA. O presente
trabalho teve como objetivo investigar a interagéo e clivagem de
DNA por trés complexos binucleares de cobre, cuja sintese foi
inspirada no sitio ativo da enzima catecol oxidase: [Cuz(2-X-4,6-
bis(di-2-picolilamino)-1,3,5-triazina], onde X= cloro (1),
butanodiamina (2) ou N-metilpirenilbutanodiamina (3), de modo a
relacionar as alteracdes estruturais de 2 e 3 a possiveis ganhos
na atividade em relacdo ao complexo 1. Complexos contendo
centros binucleares de cobre sdo amplamente descritos na
literatura como nucleases artificiais eficientes, dessa forma, a
atividade catalitica dos complexos foi avaliada. Os complexos
apresentaram bons resultados de clivagem de DNA plasmidial,
sob condicdes brandas e tempos de reacdo moderados. As
constantes cataliticas (kcat) apresentadas foram de 0,0611; 0,1526
e 0,1702 h't para 1, 2 e 3, respectivamente, indicando que a adi¢do
de butanodiamina e pireno esta relacionado a um aumento na
atividade dos complexos. Os valores de kv obtidos corroboram os
valores de kcar Observados e sugerem um aumento na afinidade
DNA/complexo de 1 para 3, ja que os valores decrescem conforme
a relagdo 1 > 2 > 3. O mecanismo de clivagem parece ser de
carater misto, apesar de apresentar uma forte componente
oxidativa, e ensaios com bloqueadores de sulco e de dicroismo
circular indicam que os trés complexos tém preferéncia pelo sulco
menor do DNA. Ensaios de clivagem direta de alta resolu¢éo, com
sondas marcadas com fluoresceina (FAM), forneceram
informacdes sobre 0 mecanismo de acdo dos complexos no DNA
e indicam que o complexo 2 é capaz de clivar de forma especifica
regides do tipo hairpin.

Palavras-chave: complexos binucleares de cobre (ll), clivagem de
DNA, pireno.






ABSTRACT

The study of synthetic or biological molecules able to interact and
cleave DNA in a specific way is essential in the search for new
biotechnological applications, discovery of less invasive anti-tumor
therapies or to help in the elucidation of the mechanisms of action
toward DNA. The present work aimed to investigate the DNA
interaction and cleavage by three copper(ll) binuclear complexes,
whose synthesis was inspired in the active site of the enzyme
catechol oxidase: [Cux(2-X-4,6-bis(di-2-picolylamino)-1,3,5-triazi
ne], where X= chloro (1), diaminobutane (2) or N-
methylpyrenyldiamino butane (3), trying to relate structural
changes of 2 and 3 with possible activity gains in comparison to
complex 1. Complexes containing a dinuclear center of copper are
largely described as efficient synthetic nucleases in literature,
thereby, the catalytic activity of the complexes was evaluated. The
complexes showed good results for plasmid DNA cleavage under
mild conditions and moderate time of reaction. The rate of cleavage
reaction (kca) was 0,0611; 0,1526 e 0,1702 h? for 1, 2 e 3,
respectively, indicating that the addition of diaminobutane and
pyrene shows activities gains for the complexes. ku values
obtained corroborates keat Values observed and suggests an
enhancement of complex/DNA affinities from 1 to 3, since the
values decreases accordingly. The reaction mechanism seems to
be have oxidative and hydrolytic features and assays with groove
binder and circular dichroism indicate that all the complexes have
preference for the minor groove of DNA. Assays of high resolution
direct-cleavage with probes 5'-labeled with fluorescein (FAM)
provides information about the mechanism of action by the
complexes upon DNA and indicated that complex 2 is capable to
cleave DNA in the vicinity of a hairpin structure.

Key-words: binuclear copper(ll) complexes, DNA cleavage,
pyrene.
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APS persulfato de amonio

BLM Bleomicina

CD dicroismo circular

DMSO Dimetilsulféxido

DNA acido desoxirribonucleico

DTT Ditiotreitol

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético
ERO espécie reativa de oxigénio

FAM Fluoresceina

HEPES acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico
MG verde de metila

pb par(es) de base

MRNA RNA mensageiro

phen 1,10-fenantrolina

RNA acido ribonucleico

SOD enzima superoéxido dismutase
TBE Tris-borato-EDTA

TEMED Tetrametiletilenodiamina
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1 INTRODUCAO

A estrutura tridimensional do acido desoxirribonucleico foi
resolvida e publicada pelos cientistas Watson e Crick em 1953* e,
desde entdo, o DNA tornou-se elemento de estudo de diversos
grupos de pesquisa ao redor do mundo. Atualmente, estudos de
interacdo com DNA sdo cada vez mais frequentes, principalmente
por este ser o principal alvo das terapias anti-cancer. Além disso,
o papel principal do DNA na transcricao, replicacéo e regulacdo de
genes, faz com que seu estudo seja bastante interessante do
ponto de vista biotecnolégico.?3

A descoberta da estrutura do DNA levou a criacdo de uma
nova area de estudos na biologia, chamada biologia molecular. Tal
area tem por objetivo estudar a estrutura e funcdo do acido
desoxirribonucleico e seus produtos de expresséo, as proteinas.
Atualmente, com a ampliacdo dos campos de estudo e com a
ciéncia cada vez mais interligada, algumas outras subareas da
biologia molecular comecam a despertar especial interesse dos
pesquisadores.

Nesse contexto, 0 estudo de interacédo e clivagem de DNA
por pequenas moléculas sintéticas, que iniciou-se em 1979 com o
experimento acidental de Sigman,* vem ganhando destaque e
abre espaco para a descoberta de novas moléculas capazes de
atuar como agentes de clivagem ou recombinacdo de material
genético.>’ Tais moléculas, em especial complexos metélicos, sdo
importantes pois possibilitam o desenvolvimento de novas
aplicacdes biotecnoldgicas e a busca por terapias antitumorais
mais seletivas (com menos efeitos colaterais), além de auxiliar no
entendimento dos mecanismos de acdo do DNA. Alguns
complexos, ainda, sédo sintetizados de modo a mimetizar o sitio
ativo de enzimas, visando um melhor entendimento dos
mecanismos de agdo das mesmas e, eventualmente, substituindo
0 emprego das enzimas bioldgicas de modo a diminuir o custo de
processos nos quais estas sdo empregadas.

O presente trabalho traz contribuicbes nesse campo de
estudo, buscando investigar os mecanismos de interacdo e
clivagem de DNA por novos complexos contendo centros
binucleares de cobre, baseados na estrutura do sitio ativo da
enzima catecol oxidase.
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1.1 O Acido Desoxirribonucleico

O &cido desoxirribonucleico (DNA) é um polimero natural
cuja estrutura tridimensional consiste de duas cadeias
polinucleatidicas helicoidais que encontram-se enroladas em torno
de um eixo comum. Um nucleotideo € uma unidade composta por
uma base nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato (Figura
1). No caso do DNA, cada cadeia (ou fita) € composta de unidades
repetidas de desoxirribonucleotideos, pois o0 aclUcar é a
desoxirribose, onde o prefixo “desoxi” indica a falta de um atomo
de oxigénio na posigdo 2’ da ribose, o composto original.®

NH5
Base N \N
4
Fosfato
N =
ﬁ N
-O—F|'—O-— 0
o H E Pentose
H [ H
OH H
| Nucleosideo |
| Nucleotideo |

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura de nucleotideos e
nucleosideos. Figura extraida da referéncia 46.

O arcabouco do DNA é formado, entdo, por desoxirriboses
ligadas por fosfatos, de modo que a hidroxila 3’ da desoxirribose
de um nucleosideo (estrutura formada por uma pentose ligada a
uma base nitrogenada — Figura 1) é ligada a hidroxila 5’ da pentose
do nucleosideo adjacente por uma ligagdo fosfodiéster. A parte
variavel do DNA esta nas bases nitrogenadas ligadas ao carbono
1’ do agucar, que podem ser de quatro tipos: adenina, guanina,
citosina e timina; de forma que as duas primeiras sédo derivados
de anéis de purina, enquanto que a citosina e timina séo derivados
de anéis de pirimidina® (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo do pareamento entre as fitas do DNA. Figura
extraida do site: http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribo
nucleico#mediaviewer/File:DNA_chemical_structure_pt.svg (acessado
em 24/11/2014).

O arranjo tridimensional do DNA da-se pelo pareamento das
bases nitrogenadas que encontram-se do lado de dentro da hélice,
ja que sao as ligacbes de hidrogénio existentes entre elas que
mantém as cadeias poliméricas unidas. O pareamento da-se
sempre entre uma base purinica e uma base pirimidinica e, devido
a caracteristicas estéricas, segue sempre a relacdo de
pareamento timina-adenina e guanina-citosina.? Espacialmente,
os planos das bases nitrogenadas encontram-se perpendiculares


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribo%20nucleico#mediaviewer/File:DNA_chemical_structure_pt.svg
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribo%20nucleico#mediaviewer/File:DNA_chemical_structure_pt.svg
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a desoxirribose e ao eixo da molécula. Dessa forma, as bases de
nucleotideos adjacentes encontram-se paralelas entre si e se
relacionam por empilhamento (stacking, em inglés). As unidades
de fosfato e desoxirribose encontram-se na parte externa da dupla
hélicel® (Figura 2). O DNA pode se apresentar em varias formas,
sendo que a mais conhecida e estudada delas € o B-DNA, forma
predominante em condi¢des fisioldégicas. Assim, com relacdo as
dimensdes do B-DNA podemos observar que, como cada
nucleotideo apresenta em torno de 3,4 A de comprimento e como
0 angulo de distorcdo entre nucleotideos adjacentes em uma
mesma fita € em torno de 36°, uma volta completa tem cerca de
10 pares de base empilhados ou 34 A. Ja a distancia dos 4&tomos
de fosfato até o eixo central da molécula é de 10 A2

Vale ressaltar que as fitas de B-DNA giram para a direita e
sdo antiparalelas, ou seja, uma segue o sentido 3’-5’ e a outra, o
sentido 5’-3’.1 Outra observacao importante é que, devido ao modo
como ocorre 0 pareamento e empilhamento das bases,
estruturando a dupla hélice, temos a formacao de sulcos (Figura
3) no B-DNA, que sdo cavidades por onde proteinas e outras
moléculas podem interagir mais facilmente com as bases
nitrogenadas, ja que nessas regides a repulsdo dos grupos fosfato
€ menor, de modo que as bases apresentam-se mais expostas.®
Ainda é importante destacar que outras formas de DNA
conhecidas, tais como A-DNA e Z-DNA, apresentam
caracteristicas diferenciadas no que diz respeito a formacéo de
sulcos, helicidade e diametro interno da dupla-fita.1°

1volta=10paresdebase=3,4nm

sulco maior sulco menor

Figura 3. Representacdo da estrutura tridimensional do DNA. Adaptado
da figura original extraida do site: http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81
acidodesoxirribonucleico#mediaviewer/File:DNA_Overview.png
(acessado em 24/11/2014).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81%20acidodesoxirribonucleico
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81%20acidodesoxirribonucleico
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1.2 Os diferentes tipos de DNA utilizados em ensaios
bioquimicos

1.2.1 Plasmideos

O DNA plasmidial, também conhecido como plasmideo, é
uma molécula circular de DNA dupla-fita extracromossomal
encontrada em muitas bactérias e também em alguns organismos
eucariéticos unicelulares como leveduras e outros fungos.® Com
alguns milhares de pares de bases (pb) e replica¢éo independente
do cromossomo, o DNA plasmidial carrega genes que sao
capazes de conferir, ao organismo, resisténcia a toxinas e
antibioticos presentes no ambiente. Os plasmideos sdo facilmente
extraidos intactos de bactérias e podem ser geneticamente
modificados, e clonados, através de técnicas de biologia
molecular.® O plasmideo é usualmente utilizado em ensaios de
clivagem de DNA pois sua conformacdo oferece um modelo de
facil interpretacdo para a avaliacéo das quebras que uma molécula
pode induzir ao acido nucleico.

1.2.2 CT-DNA

O DNA de timo de bezerro ou CT-DNA (do inglés, Calf
Thymus Deoxyribonucleic Acid) é linear e constitui-se de uma
mistura heterogénea de diferentes fragmentos de DNA genémico
dupla-fita. Em virtude de suas propriedades bioquimicas e fisico-
quimicas bem definidas, o CT-DNA é a molécula de DNA mais
utilizada em estudos de interacdo complexo-DNA.

1.2.3 Oligonucleotideos

Em alguns ensaios nos quais é importante saber a
sequéncia de bases do DNA, a substituicdo dos plasmideos ou
CT-DNA por oligonucleotideos se faz necessario. Tais
oligonucleotideos sao pequenos fragmentos de DNA, contendo
algumas dezenas de pares de bases, que atuam como sondas e
permitem a avaliacdo de possiveis sitios de especificidade dos
complexos por determinadas regifes ou sequéncia de bases do
DNA. Os oligonucleotideos podem apresentar-se como cadeias
simples, passiveis de complementacdo, bem como é possivel
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obter estruturas do tipo hairpin, nas quais regides nas fitas
pareadas encontram-se ndo-pareadas, ou seja, como fitas
simples, num desenho que se assemelha a um 'grampo de cabelo’
(hairpin, do inglés — Figura 4).

Figura 4. Representacdo de um DNA hairpin. Figura extraida do site:
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hairpin_loop#mediaviewer/File:Stem-loop.svg
(acessado em 25/11/2014).

O estudo com oligonucleotideos do tipo hairpin é de especial
interesse pois essas estruturas sdo amplamente encontradas em
sistemas bioldgicos, principalmente nas estruturas secundarias de
RNAs, onde sdo elementos predominantes.'1? Nesse contexto,
tais estruturas atuam como sitios de nucleagdo para o
“dobramento” de RNAs (formagédo de estrutura secundaria) e
como sinalizadores no reconhecimento de proteinas, além de
estarem envolvidos na localizacdo de mRNA, na encapsidacéo e
empacotamento retroviral e na regulagdo da degradacdo de
MRNA.13 Alguns exemplos de estruturas estaveis de DNA-hairpin
também encontram-se descritos na literatura e sugerem um papel
funcional de estruturas cruciformes na regulagéo e expresséo de
gene, além de possiveis intera¢des entre DNA-hairpins e fatores
necessarios para a replicacao viral, uma vez que DNA simples-fita
esta presente durante varios estagios do ciclo de vida viral de
fagos filamentosos.'*'> Do ponto de vista metodolégico o uso de
haipins também se faz interessante, pois possibilita a obtencao de
uma dupla-hélice a partir de uma unica fita de DNA, de modo a
permitir a analise de mudancas ocorridas em ambos os lados da
hélice de uma so6 vez.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hairpin_loop#mediaviewer/File:Stem-loop.svg
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1.3 As enzimas no processo de hidrélise do DNA

As ligacbes fosfato-oxigénio existentes entre o fosfato e a
pentose que compdem o esqueleto das fitas de DNA sé&o
extremamente estaveis, uma vez que as cargas negativas
oriundas dos grupos fosfatos acabam afastando potenciais
nucledfilos, evitando a hidrélise da ligacdo fosfodiéster.8° A
natureza, entretanto, buscou formas de possibilitar a clivagem
dessas ligagdes, criando enzimas capazes de minimizar essa
repulsdo. Essas enzimas, que sao capazes de clivar a ligacdo
fosfodiéster em poucos segundos, sdo chamadas de nucleases.®

As nucleases possuem constantes de aceleracéo na faixa
de 10 a 106 vezes em relacdo a hidrolise espontanea do
DNA617 e possuem importancia fundamental nos processos
biolégicos. Além disso, sdo de grande utilidade em processos
bioquimicos e biotecnolégicos por apresentarem um amplo
espectro de aplicagbes, como no desenvolvimento da tecnologia
do DNA recombinante, e sua utilizacdo em técnicas de
sequenciamento de DNA, e em técnicas de mapeamento genético
e de cromossomos humanos.8-20

A busca pela compreensdo dos mecanismos de atuacao
das enzimas, em especial das nucleases, de forma a entender
como elas de fato funcionam - e o0 que leva ao aumento
significativo da velocidade das reacdes das quais estas participam
- leva muitos pesquisadores a desenvolver modelos funcionais
mais simples das mesmas, visando o estudo mais detalhado das
funcbes cataliticas desses catalisadores bioldgicos. Nesse
sentido, o desenvolvimento de nucleases sintéticas capazes de
mimetizar o sitio ativo das enzimas pode contribuir para o
entendimento dos mecanismos de acao e possibilitar a criagcdo de
novos catalisadores sintéticos, que podem vir a substituir as
enzimas naturais em processos biotecnolégicos.!8

1.4 Interacdes entre pequenas moléculas e o DNA

O [Cu(l)-bis-(1,10-fenantrolina)] (Figura 5) é considerado o
primeiro exemplo de complexo sintético a apresentar atividade de
interacdo com o DNA. A sintese acidental do complexo, em um
experimento que visava comprovar que a DNA polimerase | de
Escherichia coli era uma metaloenzima dependente de Zn(ll), foi
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0 marco inicial do estudo da interacao entre pequenas moléculas
sintéticas e o DNA.*

Figura 5. O complexo Cu(l)-bis-(1,10-fenantrolina), primeiro exemplo de
complexo sintético a apresentar atividade de interacéo e clivagem com o
DNA. Figura extraida da referéncia 26.

Hoje em dia, muitas sdo as metalonucleases sintéticas
estudadas e os diversos trabalhos publicados na area apresentam
grande variedade de centros metalicos e de ligantes orgéanicos. Os
metais de transicdo e os lantanideos ganham destaque nesse
contexto, apresentando diversos tipos de interacdo com o
DNA.562122 Nesse sentido, algumas das interacdes possiveis
entre o DNA e pequenas moléculas sintéticas sao: intercalacédo
entre os pares de base do &cido nucléico, ligacdo e posterior
acomodacdo nos sulcos maior ou menor do DNA, ligacdo
covalente com as bases nitrogenadas e/ou a pentose, entre
outros.

Muitos dos complexos sintéticos estudados e publicados,
além de interagir com o0 DNA, séo também capazes de cliva-lo por
meio de diferentes mecanismos e condi¢des reacionais.?>?’
Nesse contexto, complexos que clivam o DNA via mecanismo
hidrolitico (Figura 6), gerando produtos 3'-OH?8-3° como ocorre nos
processos bioldgicos, séo visados pela sua semelhanca com as
nucleases reais. Nesse caso, a similaridade com o mecanismo
natural de acéo das nucleases biolégicas faz com que essa classe
de metalonucleases sintéticas torne-se interessante para
utilizagdo em sistemas vivos.

Ja os complexos de metais de transicdo, especialmente de
ferro ou cobre, em seu estado de oxidacdo reduzido, podem
promover a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) via
reacdo de Haber-Weiss ou Fenton, as quais sdo capazes de oxidar
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Figura 6. Mecanismo proposto para a hidrélise do substrato modelo 2,4-
bis(dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP), analogo em estrutura ao DNA.
Figura original extraida da referéncia 28.

diversas biomoléculas a partir de abstracdo de um hidrogénio da
desoxirribose ou de modificagbes nas bases nitrogenadas do
DNA242631 (Figura 7). Tais complexos sdo descritos na literatura
como agentes de clivagem de DNA bastante fortes, sendo que
alguns, como derivados de Fe-BLM (onde BLM = bleomicina), sdo
capazes de se ligar ao DNA de modo especifico resultando na
clivagem seletiva de certos dominios ou sitios do DNA.32-34

OR,
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o ]
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OR, | hv
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B .
o 0 o
Clivagem oxidativa - DNA clivado
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. \7 j
Metala- Abstragio de Eliminacdo
nuclease um H do agucar

Figura 7. Mecanismo simplificado de quebra das fitas de DNA induzidos
por modificacao das bases nitrogenadas ou por abstracéo de hidrogénio
da desoxirribose. Adaptado da figura original extraida da referéncia 24.
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1.5 Complexos de cobre e sua atuagcdo como nucleases
sintéticas

Apoés a descoberta de Sigman, em 1979, que evidenciou a
atividade do complexo [Cu(phen);]* (onde phen = 1,10-
fenantrolina) como nuclease, muitos estudos tém sido feitos
buscando o desenvolvimento de novos complexos sintéticos que
possuam atividade de clivagem do DNA. Apesar dos avangos na
area, a busca por complexos que possuam taxas de clivagem cada
vez maiores continua sendo um desafio.

Nesse contexto, os complexos de Cu(ll) destacam-se por
apresentar altas constantes cataliticas, atuando preferencialmente
por mecanismos oxidativos. Os complexos binucleares de Cu(ll),
entretanto, sdo ainda mais visados em estudos, pois a sinergia dos
ndcleos, a qual mimetiza o sitio ativo de muitas enzimas
bioldgicas, acaba por conferir a essa classe especial de sintéticos
uma atividade catalitica superior a de seus similares
mononucleares.?”3%40  Pode-se observar, por exemplo, um
aumento de 50 vezes na velocidade da reagdo de hidrélise de
monoésteres de fosfato quando duas unidades de
bis(benzimidazolil)cobre(ll) ligadas por um grupo 2-fenoxi-1,3-xilil
em ponte foram usadas, em comparacdo ao mondmero
correspondente.*!

1.5.1 Pireno e os complexos em estudo

Além da participacdo do sitio ativo no mecanismo de
catdlise, sabe-se que as demais regides de aminoacidos
presentes na estrutura tridimensional das enzimas também
auxiliam no processo de assimilar o substrato e realizar as devidas
mudangas quimicas no mesmo. Da mesma forma, atualmente,
estuda-se a possibilidade de sintetizar complexos ndo apenas
visando o seu sitio ativo, mas também suas interacdes
secundarias, de modo a contribuir para 0 aumento da atividade
catalitica dos modelos miméticos.*?> Nesse contexto, a adicdo de
moléculas planares, como antraceno e pireno, a estrutura basica
dos complexos pode ser utilizada como uma estratégia para
facilitar a ancoragem da molécula sintética ao DNA, de forma a
aumentar a sua interacdo com o mesmo.
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O pireno (Figura 8) é um hidrocarboneto aroméatico
policiclico cujas propriedades fisico-quimicas estdo relacionadas
ao sistema das liga¢bes duplas conjugadas, sua aromaticidade e
ao numero de anéis. Sua planaridade se faz interessante no
contexto de associacdo ao DNA, uma vez que estuda-se a
possibilidade e efetividade de intercalacdo dessa molécula entre
as bases nitrogenadas do DNA.**-% Tal interagédo, do tipo T-
stacking, é tida como uma possivel forma de auxilio na ancoragem
do complexo ao acido nucléico, de modo a aumentar sua eficiéncia
catalitica.

Figura 8. Estrutura de uma molécula de pireno

No presente trabalho, o estudo de trés complexos
binucleares de cobre, sendo que um deles possui uma molécula
de pireno ancorada, visa esclarecer e analisar a real eficiéncia do
pireno como facilitador das interagdes entre molécula sintética e
DNA. Os complexos, apresentados na Figura 9, possuem o
mesmo “desenho de sitio ativo”, diferindo apenas na presenca de
um atomo de cloro (complexo 1), um extensor 1,4-butanodiamina
(complexo 2) ou de um grupo N-metilpirenilbutanodiamina
(complexo 3), como substituinte no grupo triazinico central. A
busca por uma relagdo estrutura-atividade, visando o
entendimento das interag6es dos diferentes complexos com DNA,
€ o principal objetivo dessa dissertacao.
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Complexo 3

Figura 9. Estrutura dos complexos [Cuz(2-cloro-4,6-bis(di-2-picolilamino)
-1,3,5-triazina] (Complexo 1), [Cuz(2-butanodiamina-4,6-bis(di-2-picolil-
amino)-1,3,5-triazina] (Complexo 2) e [Cuz(2-N-metilpirenilbutanodiamina
-4,6-bis(di-2-picolilamino)-1,3,5-triazina] (Complexo 3).
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1.6 Técnicas de andlise para clivagem e interagcdo de DNA
com pequenas moléculas

1.6.1 Clivagem direta de DNA plasmidial

As andlises mais comuns para a avaliagdo do potencial de
clivagem de pequenas moléculas sintéticas quando em contato
com o DNA se faz a partir de reacdes envolvendo DNA plasmidial,
tampéo de reac¢do - cuja fung¢édo é manter o pH do meio reacional
constante - e o complexo em estudo. Devido as suas
caracteristicas conformacionais, o plasmideo é o substrato
comumente utilizado nos ensaios de clivagem direta de DNA.

O DNA plasmidial encontra-se naturalmente sob uma forma
altamente tensionada, dita superenovelada (Forma I, FI) (Figura
10). Ao sofrer uma quebra-simples em apenas uma das fitas, ha o
afrouxamento desta estrutura e o plasmideo assume uma
conformacéo do tipo circular aberta (Forma II, Fll). Caso ocorra
uma segunda quebra préoxima a primeira, mas na fita oposta, o
DNA plasmidial sofre a converséo para sua forma linear (Forma
lll, FII). Estas trés conformacdes do plasmideo séo
topologicamente distintas e possuem mobilidades eletroforéticas
diferentes. Assim, quando uma amostra de DNA plasmidial
previamente tratada com um agente de interesse (um complexo,
por exemplo) é submetida a eletroforese em gel de agarose, pode-
se separar cada uma de suas formas (Figura 10) e, pela proporcéo
de cada uma, determinar a presenca e extensdo das quebras
induzidas ao DNA.46:47

Com pequenas alteragdes nesse ensaio basico de clivagem,
€ possivel investigar mais a fundo como o complexo interage com
0 DNA. Nesse caso, ensaios com bloqueadores de sulco
(Metodologia 3.3.3.) podem fornecer informagfes importantes
sobre a preferéncia de ligacao da molécula sintética pelo sulco
maior ou menor do DNA. Além disso, ensaios com sequestradores
de espécies reativas de oxigénio (Metodologia 3.3.4.) ou sob
atmosfera de argbnio (Metodologia 3.3.5.) sdo importantes para se
avaliar se o complexo cliva o DNA via mecanismo hidrolitico ou
oxidativo. A adicdo de sal (NaCl - Metodologia 3.3.2.) também se
faz importante na determinacéo da relevancia da participagdo das
interacOes eletrostaticas entre complexo e DNA no processo de
interacdo e clivagem.36
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Figura 10. Representacdo esquematica das trés formas do DNA
plasmidial e sua diferenciacdo apds eletroforese em gel de agarose.
Figura extraida do site http: //202.204.115.67/jpkch/jpkch/2008/wswx/
chapter%207.htm (acessado em 25/11/2014).

A avaliacdo do perfil cinético do complexo em estudo,
entretanto, pode ser considerado o principal ensaio a ser realizado
utilizando a metodologia descrita acima, sendo muito importante
para a determinacdo da atividade do complexo. Nesse caso, 0
tratamento do plasmideo com a molécula sintética em diferentes
concentracdes e tempos reacionais possibilita a obtencdo de
dados passiveis de tratamento pela equacdo de Michaelis-
Menten. Assim, considerando o sistema exposto em Metodologia
3.3.6., onde o catalisador (complexo) encontra-se em excesso se
comparado a concentracao de substrato (DNA), o perfil cinético do
processo de clivagem de DNA é considerado como de pseudo-
primeira-ordem e a obtencdo das constantes de clivagem (Kobs)
para cada concentracdo pode ser calculada a partir do grafico do
logaritmo neperiano (In) da forma intacta do DNA (F 1) em funcéo
do tempo.?’” A constante de Michaelis-Menten (kv) pode ser
igualmente obtida a partir do grafico de kons X concentragdo de
complexo.


http://202.204.115.67/jpkch/jpkch/2008/wswx/chapter%207.htm
http://202.204.115.67/jpkch/jpkch/2008/wswx/chapter%207.htm
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1.6.2 Clivagem direta utilizando sondas fluorescentes

Uma importante ferramenta de analise, que vem cada vez
mais sendo usada na investigacdo da interacdo e clivagem de
DNA por pequenas moléculas sintéticas, sdo o0s géis de alta
resolucdo. Através desta técnica é possivel analisar a clivagem
direta de oligonucleotideos na presen¢a de moléculas sintéticas,
de forma a evidenciar se o complexo apresenta especificidade de
clivagem por alguma regido do DNA ou ainda auxiliar em um maior
entendimento do mecanismo pelo qual uma molécula sintética
cliva o DNA.48-50

No ensaio, utiliza-se geralmente um pequeno fragmento de
DNA dupla-fita marcado em uma das fitas (sonda), o qual sofre a
acdo de uma molécula sintética. Ao final da reacdo, a degradacéo
do oligonucleotideo pelo complexo em estudo leva a formagéo de
fragmentos com diferentes sequéncias de nucleotideos e,
consequentemente, com diferentes massas, que sao entao
separados por eletroforese vertical em gel desnaturante de
ureia/acrilamida®! (Figura 11). Caso a molécula apresente alguma
especificidade de clivagem por alguma sequéncia de bases ou
regido especifica da sonda, o escaneamento do gel ir4 revelar
bandas mais intensas em determinadas regifes. Se o complexo
em estudo ndo apresentar especificidade ou néo for ativo o
suficiente para clivar a sonda, as bandas da mesma aparecerao
todas com a mesma intensidade no gel.

Historicamente, a marcacdo da fita de DNA é feita pela
adicdo de um grupo fosfato marcado com fésforo 32 (3P —
marcacédo radioativa). Tal técnica € ainda hoje muito empregada,
uma vez que oferece alta sensibilidade, podendo ser feita com
apenas alguns femtomoles da sonda.*®*° No presente trabalho,
entretanto, empregamos uma sonda de DNA marcada com um
fluoréforo (molécula capaz de emitir fluorescéncia) a fim de
substituir o uso de radioisétopos.5252 O fluoréforo escolhido para a
marcacédo das sondas foi a fluoresceina (FAM) e, apds a corrida,
o gel foi revelado em um scanner de fluorescéncia, ao contrario
dos géis marcados radioativamente, cuja revelagéo requer muito
mais etapas e cuidados por causa da radioatividade.>*
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Figura 11. Representacao do processo simplificado de obtencao dos géis
de alta resolucao e foto do gel com suas respectivas bandas de clivagem.
Adaptado da figura extraida da referéncia 51.

1.6.3 Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular (do inglés, circular
dichroism ou CD) é um método espectroscopico capaz de
mensurar a diferenca de absorc¢ado de luz circularmente polarizada
em diferentes comprimentos de onda por moléculas opticamente
ativas em solucdo. Assim, como o CT-DNA é opticamente ativo,
seu espectro de CD apresenta duas bandas caracteristicas: uma
banda positva em 276 nm, que possui relagdo com o
empilhamento de bases (interagdes do tipo T-stacking), e uma
banda negativa em 248 nm, que tem relacdo com a helicidade
orientada para a direita do B-DNA.5®

Mudancas oriundas do tratamento de CT-DNA com
determinadas moléculas podem inferir em mudancas em seu
espectro de absorcgéo, fornecendo importantes dados sobre o tipo
de interagdo complexo-DNA. Dessa forma, um aumento na banda
positiva, por exemplo, pode indicar um maior empilhamento de
bases e, portanto, indicar que a molécula interage com o DNA via
intercalacdo  entre as bases nitrogenadas.  Outros
comportamentos, entretanto, podem evidenciar a preferéncia de
interacdo do complexo com o DNA via aproximacéo pelos sulcos
elou interacdes eletrostaticas, entre outros.>¢:57
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a interacéo e clivagem de DNA por trés diferentes
complexos metdlicos de cobre (II), de forma a investigar a
influéncia das respectivas modificagcdes na atividade dos mesmos.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar a clivagem de DNA plasmidial pelos complexos 1, 2
e 3 em diferentes condicdes de reacgdo, verificando a
influéncia de fatores como: pH, concentracdo do complexo,
tampdo, tempo de reacdo e for¢a ibnica;

e Determinar como ocorre a interacdo complexo-DNA a partir
da andlise de ensaios com bloqueadores de sulco e de
dicroismo circular;

e Determinar o mecanismo pelo qual os complexos clivam o
DNA (oxidativo ou hidrolitico) através da analise da atividade
dos complexos em reacgdes contendo sequestradores de
espécies reativas de oxigénio, bem como realizando reag6es
sob atmosfera de argbnio;

e Determinar os parametros cinéticos das reacfes de clivagem
de DNA plasmidial pelos complexos;

e Investigar se os complexos apresentam especificidade por
regibes ou sequéncias especificas de pares de base do DNA,
utilizando técnicas de eletroforese vertical em gel de alta
resolucao.
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3 METODOLOGIA

Todos os reagentes utilizados nos ensaios com DNA
possuem grau de biologia molecular e suas solucdes foram
preparadas em agua Milli-Q (resistividade a 25 °C de, no maximo,
18,2 MQ.cm, Teor de Carbono Orgéanico Total < 10 ppb) obtida
pelo sistema Milli-Q Simplicity (Millipore, USA). Nos casos onde ha
necessidade do uso de solventes organicos, como acetonitrila, os
reagentes utilizados possuem grau analitico para espectroscopia
UV-Vis.

3.1 Complexos em estudo

Os complexos utilizados no presente trabalho foram
sintetizados pelo aluno de mestrado em Quimica, Marcos Paulo
da Silva, sob orientacdo do Prof. Dr. Ademir Neves, no Laboratorio
de Bioinorganica e Cristalografia (LABINC), do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).%®

Vale ressaltar que o complexo 1 ja possui estrutura resolvida
e encontra-se descrito na literatura,® enquanto que os complexos
2 e 3 sdo inéditos. A realizacdo dos experimentos, entretanto, foi
feita em paralelo, visando obter uma condi¢do padrdo de estudo,
para posterior comparacgéo da atividade relativa aos complexos e
suas respectivas modificagdes.

3.2 DNAs utilizados nos ensaios

3.2.1 Obtencdo, transformacdo e purificacdo de DNA
Plasmidial

O substrato utilizado nos ensaios de clivagem de DNA, por
andlise via eletroforese em gel de agarose, foi o plasmidio pBSK-
Il superenovelado de dupla-fita (Stratagene, USA), com 2961 pb.

Devido a necessidade de grandes quantidades de DNA, o
plasmidio pBSK Il foi inserido em células de Escherichia coli DH5-
o competentes, utilizando-se o protocolo proposto por Ausubel e
colaboradores.®° Apds a multiplicacéo celular, a cultura bacteriana
foi centrifugada e o DNA foi purificado segundo os procedimentos
do kit de extracdo e purificacdo de DNA plasmidial HiSpeedTM
Plasmid Maxi Kit (Qiagen). A concentracdo do DNA plasmidial
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extraido foi quantificada por espectrofotometria UV-Vis (Azs0 = 1,0
=50 ug.mL*de DNA) e a integridade do plasmideo foi verificada
por eletroforese em gel de agarose.

3.2.2 CT-DNA

Nos ensaios de dicroismo circular o DNA plasmidial foi
substituido por CT-DNA tipo XV, obtido comercialmente (Sigma,
USA).

3.2.3 Oligonucleotideos fluorescentes

Nos ensaios de clivagem direta de DNA, por andlise via
eletroforese vertical em gel de ureia/acrilamida, foram utilizadas
sondas com marcacdo fluorescente, obtidas comercialmente
(IDT).

3.3 Clivagem de DNA plasmidial

Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL foram adicionados 2
uL de DNA plasmidial (165 ng.uL™?), 2 uL de tampédo HEPES (100
mM), 11 uL de dgua Mili-Q autoclavada e 5 uL do complexo em
estudo. A mistura foi entdo agitada e permaneceu sob
aguecimento constante em um equipamento de termobloco (Bioer,
MB-102) a 37°C. Inicialmente variou-se o tempo de reacao (4 até
16 h) e a concentracdo do complexo (2,5 a 50 uM) a fim de se
determinar as melhores condicbes de clivagem. Um controle
também foi preparado substituindo o complexo por acetonitrila
(solvente).

Ao final do tempo de reacdo, foi adicionado a mistura
reacional 5 uL de tampao de corrida 6x concentrado (EDTA 0,25
M, glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01% - pH 8,0), de modo a
finalizar a reacdo. Em seguida as amostras foram mantidas a 4 °C
para, posteriormente, serem submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1%) contendo brometo de etidio (0,3 pg.mL?) por 1h e
40min a 90 V em tampéo TBE 0,5x (Tris 44,5 mM, &cido borico
44,5 mM, EDTA 1 mM - pH 8,0). Os géis resultantes foram
fotografados pelo sistema de fotodocumentacgéo DigiDoc-It (UVP,
USA) e as fracbes de cada forma de DNA plasmidial foram
quantificadas por densitometria, utilizando o software KODAK
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Molecular Imaging Software 5.0 (Carestream Health, USA). Vale
destacar que a porcentagem de Forma | quantificada teve seu
valor corrigido, de modo a compensar a menor capacidade que o
brometo de etidio tem de se ligar ao DNA plasmidial
superenovelado, quando em comparacéo as Formas Il e 1.5 A
porcentagem verificada para as Formas Il e Il também foram
corridas proporcionalmente.

3.3.1 Efeito do pH

As reacgOes foram preparadas conforme descrito no item
3.3., porém com alteracdo do tampdo/pH para as diferentes
amostras. Os tamp®es testados foram MES pH 6,0; HEPES pH
7,0 e pH 8,0 e CHES pH 9,0. Controles com os diferentes tampdes
na auséncia de complexo também foram feitos. A mistura
reacional ficou sob aquecimento constante por 16 h (complexo 1)
e 8 h (complexos 2 e 3) a 37°C no termobloco. As reagdes foram
interrompidas pela adicdo do tamp&o de corrida e as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, conforme
descrito anteriormente.

3.3.2 Efeito daforcaibnica

As reacdes foram preparadas conforme descrito no item 3.3,
porém substituindo 4 uL de &gua por 4 uL de NaCl em
concentracdes que variaram de 0 a 320 mM. Controles na
auséncia de complexo também foram feitos. A mistura reacional
ficou sob aquecimento constante por 16 h (complexo 1) e 8 h
(complexos 2 e 3) a 37°C no termobloco. As reacdes foram
interrompidas pela adicdo do tampao de corrida e as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose.

3.3.3 Efeito dos bloqueadores de sulco

As misturas reacionais foram preparadas conforme descrito
no item 3.3, porém substituindo 4 uL de agua por 4 uL dos
bloqueadores de sulco (netropsina e verde de metila (MG - do
inglés, Methyl Green). As amostras contendo os bloqueadores de
sulco ficaram 30 minutos em repouso antes da adicdo dos
complexos. Nesse ensaio, para cada complexo, foram feitas trés
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reacdes: um controle sé com complexo (sem bloqueadores de
sulco), uma reacdo contendo netropsina e uma reacdo contendo
MG. Um controle sem complexo e sem blogueadores de sulco
também foi feito. A concentragao final dos complexos em solucao
variou de 10 uM (complexos 2 e 3) a 25 uM (complexo 1) e a
mistura reacional ficou sob aquecimento constante por 16 h
(complexo 1) e 8 h (complexos 2 e 3) a 37°C no termobloco. As
reacOes foram interrompidas pela adicdo do tampéao de corrida e
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose.

3.3.4 Efeito dos inibidores de ERO

As misturas reacionais foram preparadas conforme descrito
no item 3.3, porém substituindo 4 uL de agua por 4 uL de
diferentes inibidores de ERO (KI - 2,5 mM; DMSO - 2 M; NaN3.2,5
mM e SOD - 10 unidades). Nesse ensaio, para cada complexo,
foram feitas seis reagfes, das quais duas tratavam-se de controles
(um na auséncia de complexo e outro contendo o complexo, mas
sem adicdo de inibidores) e as demais eram reacdes na presenca
dos diferentes inibidores. A concentracéo final dos complexos em
solucéo variou de 10 uM (complexos 2 e 3) a 25 uM (complexo 1)
e a mistura reacional ficou sob aquecimento constante por 16 h
(complexo 1) e 8 h (complexos 2 e 3) a 37°C no termobloco. As
reagOes foram interrompidas pela adicdo do tampéao de corrida e
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose.

3.3.5 Ensaio sob atmosfera de Argbnio

Para a realizacdo deste ensaio, utilizou-se uma glove bag
(Figura 12), a fim de se obter um ambiente livre de oxigénio. O
aparato foi submetido ao vacuo e inflado com argbnio por varias
vezes e todos os procedimentos experimentais foram realizados
no interior desse sistema.

As misturas reacionais foram preparadas conforme descrito
no item 3.3 e a concentracdo final dos complexos em solucdo
variou de 15 puM (complexos 2 e 3) a 25 uM (complexo 1). Nesse
ensaio, um controle contendo solucdo de Fe/EDTA (ImM/ 2mM -
lpL) e DTT (10mM - 1pL), em substituicAo ao complexo, foi
realizado a fim de garantir uma condicéo livre de oxigénio dentro
da glove bag. Um controle na auséncia de complexo também foi
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preparado. As reacdes ficaram sob aquecimento constante dentro
de um dessecador a vacuo por 4 h a 50°C (estufa). Apds, as
reacoes foram interrompidas pela adi¢cdo do tampéo de corrida e
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose.
O procedimento, que inclui a preparacao dos dois controles e das
trés amostras (uma para cada complexo), foi realizado em
triplicata, a fim de garantir a veracidade dos dados obtidos.

Figura 12. Representac&o de um ensaio feito em uma glove bag, espécie
de camara de polietileno flexivel, inflavel e com luvas internas que permite
a realizacdo de ensaios em ambientes controlados. Figura extraida do
site:  http://www.coleparmer.com/Product/Glove_Bag_Inflatable_Glove_
Chamber_34_5_Equipment_Sleeve_6_pk/EW-04408-38 (acessado em
28/11/2014).

3.3.6 Ensaios cinéticos

Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL foram adicionados 14
uL de DNA (165 ng.uL?), 14 uL de tampdo HEPES (100 mM), 77
uL de agua Mili-Q e 35 uL do complexo em estudo. Apés, a mistura
reacional foi agitada e aliquotada para seis eppendorfs separados,
cada qual contendo 20 uM de reacdo, que permaneceram sob
aguecimento constante em um equipamento de termobloco, a
37°C. O procedimento foi repetido para diferentes concentracfes
finais dos complexos em solucéo (2,5; 5; 10; 15; 20; 25 e 50 uM)
e para cada ensaio variou-se o tempo de reacéo de 0 a 16 h, com


http://www.coleparmer.com/Product/Glove_Bag_Inflatable_Glove_%20Chamber_34_5_Equipment_Sleeve_6_pk/EW-04408-38
http://www.coleparmer.com/Product/Glove_Bag_Inflatable_Glove_%20Chamber_34_5_Equipment_Sleeve_6_pk/EW-04408-38
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reacdes sendo retiradas do aquecimentoem 0, 1,2,4,8e 16 h. A
cada ponto, um eppendorf era retirado do termobloco e tinha sua
reacao interrompida pela adi¢cdo do tampé&o de corrida. Ao final as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose.

3.3.7 Ensaios de clivagem direta com sondas fluorescentes
de DNA

Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL foram adicionados 8
uL de DNA fluorescente (25 pmol.uL™?), 8 uL de tampéo HEPES -
pH = 7,0 (100 mM), 44 uL de &gua Mili-Q autoclavada e 20 uL do
complexo em estudo, na concentracdo final (em solucédo) de 15
uM. A mistura reacional foi agitada e aliquotada para sete
eppendorfs separados que ficaram sob aquecimento constante em
um equipamento de termobloco, a 37°C. A cada 8 h um tubo era
retirado do aquecimento e tinha sua reacdo interrompida pela
adicdo de 1 uL de glicogénio (20 mg.uL?), 1 uL de acetato de sédio
(0.3 M) e 36 uL de etanol 100% (gelado). O tempo de reacéo
variou de 0 a 48 h. Um controle na auséncia de complexo foi
preparado, de forma que a mistura reacional com acetonitrila teve
0 mesmo tratamento descrito para 0os complexos, com pontos
sendo tirados a cada 8 h.

Apb6s a adicdo de etanol, a mistura reacional permaneceu
no freezer, a -20°C, até ter seu DNA precipitado por centrifugagéo
a 16100 x g (Eppendorf Centrifuge — 5415 R). Para favorecer a
precipitacdo, a centrifuga foi mantida a 4°C durante o processo.
Em seguida, 0 excesso de reagentes no tubo de eppendorf foi
retirado, o pellet de DNA foi lavado com 50 uL de etanol 70% e,
novamente, realizou-se a centrifugacdo dos tubos. Apés, o etanol
em excesso foi retirado e os pellets de DNA foram secos em um
dessecador a vacuo (Eppendorf Concentrator Plus). Finalmente, o
DNA precipitado foi ressuspendido em 5 uL de tampé&o de corrida
(formamida 80%, NaOH 0,01 M, azul de bromofenol 0,025 % e
EDTA 0,006 M) e as amostras seguiram para aplicacdo no gel de
ureia/acrilamida.
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3.3.8 Preparacdo do gel de ureia/acrilamida e funcionamento
do equipamento de eletroforese vertical

O gel foi preparado pela adicdo de 42,0 g de ureia em um
béquer contendo 40 mL de acrilamida/poliacrilamida (19:1) e 10
mL de TBE 10x. A mistura ficou sob agitagcdo até que toda a ureia
fosse dissolvida (aproximadamente 1 h). Apds, o contetdo do
béquer foi avolumado para 100 mL com agua Mili-Q.

No momento da aplicagédo do gel, foram adicionados 600 uL
de APS (persulfato de amobnio, na sigla em inglés) e 60 uL de
TEMED (tetrametiletilenodiamina) para dar inicio a polimerizacgéo.
Apbs, o contetddo do béquer foi transferido para uma seringa de
100 mL para ser adicionado as placas de vidro. A insercdo do
pente que possibilita a formag&o dos pocos foi feita imediatamente
apos a aplicacéo gel e o sistema ficou em repouso por 1h e 30min.

Figura 13. Cuba para eletroforese vertical de alta resolucao. Adaptado
da figura extraida do site: http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tanany
agok/practicalbiochemistry/ch10s09.html (acessado em 08/01/2015).

Finalizada a polimerizacéo do gel, as placas de vidro foram
afixadas a cuba para eletroforese vertical de alta resolugédo (Figura
13), onde ficaram em contato com o tamp&o (TBE 1x) por 1 h a 50
W, a fim de equilibrar a temperatura de corrida (em torno de 50°C).
Antes da aplicacdo, as amostras foram aquecidas a 95°C para


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDUQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.piercenet.com%2Fproduct%2Ftetramethylethylenediamine-temed&ei=7fO2VMmUGdCIsQSr0YDgAw&usg=AFQjCNFVQHv5NZeyg5ePG9faiF0JbRiaoQ&sig2=VeHggsJlHlJ-VmvKcmYBgg&bvm=bv.83640239,d.cWc
http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tanany%20agok/practicalbiochemistry/ch10s09.html
http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tanany%20agok/practicalbiochemistry/ch10s09.html
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favorecer a desnaturacdo da sonda. As amostras foram entao
aplicadas aos pocos do gel e a corrida durou cerca de 2h e 20min,
a poténcia de 50 W. Marcadores do tipo Maxam-Gilbertt? foram
aplicados ao gel a fim de facilitar a andlise da sequéncia de bases
presentes na sonda.

3.4 Dicroismo circular

Em uma cubeta de vidro com 2 milimetros de caminho éptico
foram adicionados 90 uL de CT-DNA (880 uM), 40 uL de tampéo
HEPES - pH = 7,0 (100 mM) e 270 uL de agua Mili-Q autoclavada.
A cubeta foi entdo colocada em um espectropolarimetro de CD,
modelo J-815 (Jasco, USA), onde a varredura foi realizada em um
intervalo de comprimento de onda (A) que variou de 200 a 400 nm
a temperatura constante de 37°C. O procedimento foi repetido
apos a adicdo de sucessivas aliquotas de complexo visando
analisar o sistema na razao de 0,1 até 0,7 [complexo]/[DNA], de
forma que a cada adicdo obteve-se uma varredura. Um controle
sem a adicdo de CT-DNA foi realizado nas mesmas condicfes
descritas acima, de modo a investigar se 0s complexos
apresentavam bandas de absorcéo na regido em que foram feitas
as leituras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Clivagem de DNA plasmidial

4.1.1 Efeito do aumento de concentragdo dos complexos

O ensaio inicial realizado com o0s complexos visou
determinar a influéncia do aumento da concentracéo na atividade
de clivagem de DNA pelos mesmos. Testes iniciais indicaram que
0s complexos ndo eram ativos em concentragfes superiores a 100
uM, assim, as figuras abaixo apresentam graficos da clivagem de
DNA plasmidial pelos respectivos complexos, variando a
concentracéo de 2,5 a 50 uM.

120
Bl % Formal (FI)
B3 % Forma Il (F 1)

DNA clivado (%)

0 2,5 5.0 10 25 50 (uM)
Figura 14. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 1 em diferentes
concentracdes. Condic¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tamp&ao]
=10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] = 2,5 a 50 uM; Temperatura =
37°C; tempo = 8 horas. Resultados expressos como média * desvio
padréo de dois experimentos independentes.
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Figura 15. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 2 em diferentes
concentracdes. Condic¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tamp&ao]
=10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] = 2,5 a 50 uM; Temperatura =
37°C; tempo = 8 horas. Resultados expressos como média + desvio
padréo de dois experimentos independentes.
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Figura 16. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 3 em diferentes
concentracdes. Condic¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampao]
=10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] = 2,5 a 50 uM; Temperatura =
37°C; tempo = 8 horas. Resultados expressos como média + desvio
padrao de dois experimentos independentes.



51

Com base nos graficos obtidos, € possivel perceber que a
concentragéo 6tima de atividade dos complexos 2 e 3 é em torno
de 10 uM. Para esses complexos a concentracdo de 25 uM
apresentou queda de atividade, que se repetiu em maior
proporgédo na concentracdo de 50 uM. Vale ressaltar que, salvo
alguns poucos experimentos, de modo geral ndo houve
precipitacdo das amostras mais concentradas nos pogos dos géis,
fato que poderia ter contribuido para a diminuicdo da atividade.
Dessa forma a queda de atividade refere-se a um comportamento
caracteristico dos complexos e pode estar relacionada a geracao
de dimeros em solugdo.536* Esse tipo de comportamento repete-
se para o complexo 1 porém, neste caso, as concentragdes de 25
e 50 uM apresentaram clivagens semelhantes, evidenciando uma
constante na atividade do complexo a partir de 25 uM.

A clivagem de DNA plasmidial observada para os controles,
contendo apenas acetonitrila (0 uM de complexo), variou de 5% a
10% (Figuras 14, 15 e 16). Ja os ensaios realizados na presenca
dos complexos aumentaram nitidamente a formacéo de Forma Il
do plasmideo, indicando um ganho gradativo na atividade com o
aumento da concentracdo. A andlise dos diferentes graficos
também evidencia uma maior atividade dos complexos 2 e 3,
guando em comparagao com o complexo 1. Assim, enquanto para
0 complexo 1, menos ativo, a formacgéo de Forma Il chegou a cerca
de 30% em concentracdes de 25 e 50 uM; para os complexos 2 e
3, com apenas 10 uM tivemos a formacgéo de cerca de 50 e 75%,
respectivamente, de plasmideo na sua Forma Il. Descontando a
porcentagem de DNA clivado presente no controle, podemos
atribuir um ganho de atividade de cerca de 20, 40 e 70%, para 0s
complexos 1, 2 e 3, respectivamente.

Tais observagBes sugerem que 0s complexos seguem a
ordem de atividade 3 > 2 > 1. Assim, é possivel assumir que as
modificacbes no grupo triazinico central (adicdo de 1,4-
butanodiamina e sua modificagdo com pireno) levam a um
aumento na atividade dos complexos 2 e 3, de forma que o
complexo modificado com pireno parece possuir maior atividade -
possivelmente pois a presenca da molécula planar auxilia na
ancoragem do complexo ao DNA. A obtengdo das constantes
cataliticas a partir de ensaios cinéticos, todavia, é necessaria para
confirmar tal ordem de atividade.
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4.1.2 Efeito do pH

1004

-~ Complexo 1
804 -& Complexo 2

-+ Complexo 3
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Figura 17. Clivagem de DNA plasmidial pelos complexos 1, 2 e 3 sob
diferentes condi¢des de pH. CondigOes reacionais: [DNA] = 330 ng ~25
puM; [Tampéo] = 10 mM - MES (pH 6,0), HEPES (pH 7,0 e 8,0), CHES
(pH 9,0); [complexo] = 25 uM (1) ou 15 uM (2 e 3); Temperatura = 37°C;
tempo = 8 horas (2 e 3) e 16 h (1).

Apés a realizacdo dos testes iniciais de concentragéo,
experimentos em diferentes pHs (6,0 a 9,0) foram feitos a fim de
se determinar o pH o6timo reacional. Todos o0s complexos
apresentaram perfil de atividade pH-dependente, indicando uma
atividade maxima em pH = 7,0 (Figura 17). Tal resultado concorda
com o observado inicialmente nos ensaios de atividade dos
complexos como catecolase e indicam que a espécie ativa, que
atua na clivagem de DNA em solucao, é a que possui apenas uma
ponte p-hidroxo, predominante em pH 7,0.58 O perfil de atividade
(pH-dependente) apresentado pelos complexos pode indicar que
a clivagem de DNA ocorre a partir de um mecanismo hidrolitico.5%-
68.

A alteracdo do tampéo de reacao para Tris-HCI (pH 7,4) néo
alterou de forma significativa a atividade apresentada pelos
complexos (dados ndo mostrados), sendo assim, todos os demais
experimentos foram realizados em tampéao HEPES, pH 7,0.
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4.1.3 Efeito daforcaibnica

As interacdes eletrostaticas podem ser um dos mecanismos
pelo qual a interacdo entre pequenas moléculas carregadas e 0
DNA ocorre. Sabendo que os complexos em estudo apresentam
cargas positivas e considerando que o0s grupos fosfatos
encontram-se carregados negativamente nas condigbes de
reacao (pH 7,0), podemos sugerir que as interacdes eletrostaticas
entre os complexos e o DNA possam contribuir de alguma forma
com a ligagdo e consequente clivagem de DNA pelos complexos.

Pela analise dos gréficos (Figuras 18, 19 e 20) é visivel que
a atividade dos complexos cai gradativamente com o aumento da
forgca idnica do meio (aumento da concentracdo de NaCl). Tal
diminuicdo pode indicar uma maior dificuldade dos complexos se
ligarem ao DNA, uma vez que a adicdo de ions Na* acaba por
neutralizar as cargas negativas dos grupos fosfato, de forma a
tornar a estrutura do acido nucléico mais rigida, dificultando a
ligagdo dos complexos a cadeia. O mesmo efeito pode ser
observado para outros complexos na literatura.57:69-73

100+
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g 20+
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Complexo 1 (25 uM) = + + + + +
NaCl (mM) = = 40 80 160 320
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Figura 18. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 1 na auséncia e
presenca de diferentes concentragfes de NaCl. Condi¢bes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampédo] = 10 mM de HEPES pH 7,0;
[complexo] = 25 uM; [NaCl] = 0 a 320 mM; Temperatura = 37°C; tempo =
16 horas. Resultados expressos como média + desvio padrdo de dois
experimentos independentes.
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Figura 19. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 2 na auséncia e
presenca de diferentes concentragfes de NaCl. Condigbes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~25 puM; [Tampédo] = 10 mM de HEPES pH 7,0;
[complexo] = 15 uM; [NaCl] = 0 a 320 mM; Temperatura = 37°C; tempo =
8 horas. Resultados expressos como média = desvio padréo de dois
experimentos independentes.
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Figura 20. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 3 na auséncia e
presenca de diferentes concentragbes de NaCl. Condi¢bes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampédo] = 10 mM de HEPES pH 7,0;
[complexo] = 15 uM; [NaCl] = 0 a 320 mM; Temperatura = 37°C; tempo =
8 horas. Resultados expressos como média + desvio padrdo de dois
experimentos independentes.
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Ainda é possivel notar que para o complexo 2, a partir de 40
mM de NaCl, a porcentagem de Forma Il gerada se iguala a
apresentada pelo controle. Tal fato evidencia que 2 interage
fortemente com o DNA por meio de atracbes eletrostaticas,
possivelmente por apresentar uma maior carga positiva devido ao
grupo NHz da butanodiamina, que encontra-se protonado em pH
7,0.58

4.1.4 Efeito dos bloqueadores de sulco

A forma B do DNA apresenta sulcos em sua superficie, os
quais permitem a aproximacdo e acomodacdo de moléculas em
seu interior. O sulco maior do DNA possui 11,7 A de largura e 8,8
A de profundidade, permitindo & moléculas bioldgicas, como as
proteinas, uma maior aproximacdo e contato com as bases
nitrogenadas, que encontram-se no interior na dupla-hélice.® Ja o
sulco menor tem apenas 5,7 A de largura e 7,5 A de profundidade
e é o preferido por algumas moléculas sintéticas, que devido a
caracteristicas estéricas e de tamanho, acomodam-se melhor
nessa pequena cavidade do &cido nucléico.”#"8

Nesse contexto, ensaios com a presenca de moléculas que
se ligam especificamente a cada um dos sulcos do DNA foram
feitos, a fim de determinar se os complexos em estudo apresentam
alguma preferéncia nesse sentido. Assim, a netropsina foi utilizada
como blogueador do sulco menor,”8° enquanto que o verde de
metila foi utilizado como bloqueador do sulco maior.8! Para
garantir a interacdo entre os bloqueadores e 0s respectivos sulcos
no DNA, as amostras incubadas com netropsina e verde de metila
ficaram em repouso por 30 minutos antes da adicdo dos
complexos.

As informacBes apresentadas no grafico (Figura 21)
apontam para uma preferéncia dos trés complexos pelo sulco
menor do DNA, uma vez que 0s ensaios contendo netropsina
apresentaram cerca de 10, 20 e 30 % menos DNA clivado,
respectivamente, para os complexos 1, 2 e 3, que 0s ensaios na
auséncia do bloqueador de sulco. Os ensaios com verde de metila
ndo apresentaram mudancas significativas na porcentagem de
DNA clivado pelos complexos.
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Figura 21. Clivagem de DNA plasmidial pelos complexos 1, 2 e 3 na
auséncia e presenga de diferentes bloqueadores dos sulcos de DNA.
Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampéo] = 10 mM de
HEPES pH 7,0; [complexo] = 25 uM (1) ou 15 uM (2 e 3); [Netropsina] =
50 uM; [Verde de Metila] = 50 uM; Temperatura = 37°C; tempo = 8 horas
(2 e 3) ou 16 horas (1). Resultados expressos como média + desvio
padrao de dois experimentos independentes.

Os ensaios com inibidores de sulco e de variagdo da forca
ibnica apontam para um mecanismo de interagdo complexo-DNA
gue compreende a ligagdo ao sulco menor e a participacdo das
cargas positivas apresentadas pelos complexos, especialmente 2
e 3, e das cargas negativas dos grupos fosfatos presentes no
esqueleto do DNA. Tal comportamento assemelha-se ao
apresentado por aminas biogénicas, tal como a putrescina (1,4-
butanodiamina), as quais sdo capazes de se ligar ao DNA pelo
sulco menor através da interagdo do grupo NHs* com o oxigénio
das bases nitrogenadas ou com grupos fosfatos presentes no
meio.828 Como o complexo 2 apresenta em sua estrutura uma
molécula de 1,4-butanodiamina, e essa modificagdo
aparentemente altera a atividade do complexo (em relacdo ao
complexo 1) é possivel supor que o complexo 2 se liga ao DNA
através do grupo positivamente carregado NHs*, tal como ocorre
na molécula de 1,4-butanodiamina livre. Tal hipotese corrobora os
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resultados de forca ibnica, que apresentam uma forte dependéncia
da interagéo entre cargas na ligacdo do complexo 2 ao DNA.

4.1.5 Efeito dos inibidores de ERO

Os ensaios com inibidores de espécies reativas de oxigénio
sd0 necessarios pois, diferentemente das enzimas, que apenas
clivam o DNA de forma hidrolitica, alguns complexos sao capazes
de clivar o DNA por meio da geragdo de radicais e outras
moléculas reativas contendo oxigénio. Complexos de cobre e ferro
sdo amplamente descritos na literatura como oxidativos,?*2°> dessa
forma, o estudo do mecanismo de acdo dos complexos é
necessario para se buscar um melhor entendimento de como
ocorre a interagdo e consequente clivagem de DNA por intermédio
deles.
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Figura 22. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 1 na auséncia e
presenca de diferentes inibidores de ERO. Condi¢des reacionais: [DNA]
=330 ng, ~25 uM; [Tampéo] = 10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] =
25 uM; [KI] = 2,5 mM; [DMSO] = 2 M; [NaN3] = 2,5 mM; [SOD] = 10
unidades; Temperatura = 37°C; tempo = 16 horas. Resultados expressos
como média * desvio padrao de dois experimentos independentes.
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Figura 23. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 2 na auséncia e
presenca de diferentes inibidores de ERO. Condic¢des reacionais: [DNA]
= 330 ng, ~25 uM; [Tampao] = 10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] =
15 uM; [KI] = 2,5 mM; [DMSQ] = 2 M; [NaN3] = 2,5 mM; [SOD] = 10
unidades; Temperatura = 37°C; tempo = 8 horas. Resultados expressos
como média + desvio padrdo de dois experimentos independentes.
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Figura 24. Clivagem de DNA plasmidial pelo complexo 3 na auséncia e
presenca de diferentes inibidores de ERO. Condi¢des reacionais: [DNA]
= 330 ng, ~25 uM; [Tampao] = 10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] =
15 uM; [KI] = 2,5 mM; [DMSO] = 2 M; [NaN3] = 2,5 mM; [SOD] = 10
unidades; Temperatura = 37°C; tempo = 8 horas. Resultados expressos
como média * desvio padrao de dois experimentos independentes.
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Dos quatro sequestradores de ERO utilizados nesse estudo,
dois reagem com espécies radicalares, sdo eles: DMSO
(dimetilssulféxido), sequestrador de radicais hidroxila (*OH) e a
enzima superoxido dismutase (SOD), sequestrador do &anion
radical superéxido (*O2). JA o NaNs (azida sddica) atua como
sequestrador de oxigénio singlete (*O2), forma excitada do
oxigénio molecular, enquanto que o Kl atua na decomposicéo de
peréxidos (ROOH).%¢ A andlise dos dados obtidos (Figuras 22, 23
e 24) nos permite visualizar que os inibidores que mais atuaram
na reducdo da atividade dos complexos foram Kl e DMSO. A
queda de atividade dos complexos nas reagBes contendo tais
inibidores indica que ha a participacdo de perdxidos e radicais
hidroxila nos mecanismos de clivagem do DNA pelos complexos.
No caso do complexo 1 o efeito de reducdo da atividade € mais
evidente e se estende também a azida sddica, indicando que a
espécie reativa oxigénio singlete (*O.) provavelmente também
esta presente no processo de clivagem do DNA.

A geracdo de ERO por metais de transicdo como o Cu(ll)
pode se dar por meio de diversas reacdes. Na presenca de um
agente redutor, como ascorbato ou DTT, e um agente oxidante,
como H20», a principal via utilizada por complexos de Cu(ll) na
clivagem oxidativa do DNA é uma reacao tipo-Fenton (reacao Ill),
onde o metal é primeiramente reduzido e reage com peréxido de
hidrogénio gerando radicais hidroxila (*OH).8> J& na presenca
somente de um agente redutor, outras reacdes estdo envolvidas
no processo. Neste caso, o0 metal reduzido pode reagir com o
oxigénio molecular gerando radicais superodxido (reacéo 1), que
rapidamente dismutam a peréxido de hidrogénio (reacao lIl), os
guais participam na geracéo de *OH (reagao lll). Tal sequéncia de
reacdes é conhecida como Reacdo de Fenton 3!

e Reacédo de Fenton:
[. Cu(l) + O — Cu(ll) + «Oy
. 2(*02) + 2 H"— Oz + H20-
lll.  Cu(l) + H2O2 — Cu(ll) + OH™ + «OH

Outras reacBes podem ocorrer em paralelo, como a
Reacdo de Haber-Weiss,3' onde o metal em seu estado oxidado
reage com espécies superoxidos geradas primeiramente, levando
a reducédo do centro metalico e a liberagdo de oxigénio molecular
(reacdo IV). Apés, a reacéo entre Cu(l) e peroxido leva a formacéo
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de Cu(ll) e de ions e radicais hidroxila (reacao lll). Por fim, as
espécies radicalares de superdxido remanescentes reagem com 0
peréxido para gerar mais uma vez oxigénio molecular e ions
hidroxila (reacdo V).

e Reacdo de Haber-Weiss:

IV. Cu(ll) + «Oy — Cu(l) + O

. Cu(l) + H2O2 — Cu(ll) + OH"~ + «OH
V. Oy + Hy0,— Oy + OH + OH-

O Cu(ll) pode gerar ERO na presenca somente de H2O:
ainda por outro mecanismo,® a partir da reacédo entre Cu(ll) e
H.0,, gerando uma espécie tipo metal-perdxido (reacéo VI). Este
por sua vez reage com outra molécula de H»O; formando um
equivalente de Cu(l) e o radical HO- (reac&o VII). Em condigBes
de excesso de peroxido, o Cu(l) pode reagir com o oxidante,
gerando novamente radicais hidroxila (reacéo Il1).

VI. Cu(ll) + Ho0, — Cu(ll)-OOH + H*
VII. Cu(ll)-OOH + Hz02 — Cu(l) + Oz + HO+ + H,0
ll. Cu(l) + H202 — Cu(ll) + OH~ + OH

No caso dos complexos em estudo a adicdo de um agente
redutor e/ou oxidante ndo foi necessaria pois os complexos
apresentaram atividade mesmo na auséncia de qualquer
correagente. Na literatura, ndo sdo muitos os complexos que
apresentam tal propriedade.36:73.87-93 Nesse contexto, o trabalho de
Oliveira e colaboradores demonstra que o complexo Cu(ll)2-BMXD
(onde “BMXD” ¢é o ligante 3,6,9,17,20,23-hexaazatriciclo
[23.3.1.111%)-triaconta-1(29),11(30),12,14,25,27-hexano)  sofre
reducdo pelo proprio DNA em solucdo, sendo capaz de clivar o
DNA a partir da geragdo de ERO, possivelmente pelas reagdes |,
Il e .9

Os dados obtidos até aqui apontam para um mecanismo de
clivagem de DNA pelos complexos semelhante ao do complexo
[Cu(phen),]?*, reportado por Sigman em 1979. Assim, pode-se
propor que os centros metdlicos de Cu(ll) sdo reduzidos in situ a
Cu(l), se ligando ao sulco menor do DNA e combinando-se com
oxigénio molecular para gerar espécies oxidantes que atuam
sobre a deoxirribose?® ou sobre as bases nitrogenadas?® induzindo
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quebras as fitas do acido nucléico. Nesse contexto, um ataque
preferencial aos hidrogénios da desoxirribose, principalmente aos
H-1, H-4 e H-5 (Figura 25) faz-se um mecanismo bastante
provavel. A posi¢do do H-1 é de dificil acesso para a maioria das
moléculas, pois este encontra-se localizado no interior do sulco
menor do DNA. Para moléculas que se ligam preferencialmente
ao sulco menor, entretanto, a posicao torna-se um alvo facil, uma
vez que os radicais hidroxila sdo gerados no interior do sulco, de
forma a ficarem orientados para H-1.?4?6 Os hidrogénios H-4 e o
H-5 também sao possiveis alvos das ERO geradas no interior do
sulco menor. Nesse contexto, complexos como Fe-BLMs séo
capazes de clivar o DNA a partir da geracao de espécies metal-
oxo reativas (RMQOS, sigla em inglés) como Fe'-OOH ou Fe'V=0,
gque atacam o H-4 do aculcar, apés ligacdo do complexo ao sulco
menor do DNA.?4% O mecanismo simplificado de quebra das fitas
a partir do atague de EROs a H-1, H-4 e H-5 encontram-se
expostos na Figura 26. A geracdo de radicais hidroxila também
possibilita a clivagem de DNA a partir da acdo sobre as bases
nitrogenadas do DNA, uma vez que sabe-se que se radicais
hidroxila forem gerados proximos ao DNA e a este estiver afixado
um metal poderdo ocorrer modificagdes nas bases nitrogenadas
levando a mutacéo do Acido nucleico.3!

OPOsR' H-2"

Figura 25. Os hidrogénios da desoxirribose. Figura extraida da
Referéncia 26.

A partir da observacao dos graficos expostos nas Figuras
22, 23 e 24 é possivel perceber que a atividade dos complexos na
presenca de Kl e DMSO néo diminui completamente, de forma que
podemos constatar que a auséncia de espécies como peréxidos e
radicais hidroxila ainda permite aos complexos alcancar uma
clivagem de cerca de 40 a 60% (dependendo do complexo). Tal

observacdo nos remete a possibilidade de os complexos
apresentarem um mecanismo misto, onde além da componente
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oxidativa, haja também uma componente hidrolitica no processo
de clivagem do DNA,® o que justificaria também os dados obtidos
nos ensaios de pH.
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Figura 26. Produtos de clivagem gerados a partir da abstragdo dos
hidrogénios 1 (H-1), 4 (H-4) e 5 (H-5) da desoxirribose. Figura extraida
da referéncia 24.

4.1.6 Ensaio sob atmosfera de Argbnio

El Oxigénio
B Argdnio

20+

DNA clivado (% F Il)
=Y
(=]

FeEDTA Controle 1 2 3

Figura 27. Clivagem de DNA plasmidial pelos complexos 1, 2 e 3 na
auséncia e presenca de oxigénio. Condic¢des reacionais: [DNA] = 330 ng,
~25 uM; [Tampéo] = 10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] = 25 uM (1)
ou 15 uM (2 e 3); Temperatura = 50°C; tempo = 4 horas. Resultados



63

expressos como média = desvio padrdo de dois experimentos
independentes.

Os ensaios sob atmosfera de argdnio (Figura 27) confirmam
os resultados obtidos nos ensaios com inibidores de ERO. Os
complexos apresentam menor atividade quando a reacgédo é feita
na auséncia de oxigénio, indicando que a presenca de oxigénio,
de fato, potencializa a atividade dos complexos, possivelmente
pela geragéo de espécies reativas de oxigénio tais quais peroxidos
e radicais hidroxila, como indicado nos ensaios com os inibidores
Kl e DMSO.

A atividade dos complexos na auséncia e presenca de
oxigénio, entretanto, ndo mostrou-se tdo contrastante. Mesmo na
auséncia de oxigénio os complexos apresentaram uma atividade
moderada, com cerca de 15% (complexo 1) e 40% (complexos 2
e 3) de Forma ll, apds 4 horas de reacdo. Vale ressaltar que a
condicdo de maior atividade dos complexos se faz em 16 horas
(complexo 1) ou 8 horas (complexos 2 e 3), de forma que a baixa
atividade apresentada, principalmente pelo complexo 1, esta
relacionada a reducédo do tempo de reacao. A condicao de 4 horas
€ necessaria pois 0 dessecador em que as amostras ficam no
ensaio sob atmosfera de argdnio segura 0 vacuo (necessario para
gque as amostras ndo tenham contato com oxigénio) somente por
esse periodo de tempo, de modo que reagbes mais longas
acarretariam em condicdes experimentais impréprias.

Com base nos dados e consideracdes expostas acima,
pode-se concluir que os complexos atuam sobre o DNA com uma
forte componente oxidativa, a partir da geracdo de radicais
hidroxila ou através da formacdo de peréxidos, mesmo na
auséncia de um correagente (redutor). A baixa diferenca de
atividade entre os ensaios na auséncia e presenca de oxigénio,
porém, impossibilita descartar uma componente hidrolitica no
mecanismo de clivagem de DNA pelos complexos, de forma que
outros experimentos seriam necessarios para descartar tal
hipétese. Outro mecanismo possivel, tendo em vista os resultados
apresentados, seria assumir que 0s complexos apresentam
mecanismo oxidativo mesmo na auséncia de oxigénio, tal como
ocorre com a Fe-bleomicina.?® Os resultados obtidos nos ensaios
de pH, entretanto, fomentam a presenca da componente
hidrolitica. Neste contexto, a realiza¢éo de ensaios com T4-ligase
ou na presenca de batocuproina (molécula capaz de quelar Cu(l))
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poderiam evidenciar com maior clareza 0 mecanismo de a¢éo dos
complexos sobre o plasmideo.3¢

4.1.7 Ensaios cinéticos

Os ensaios cinéticos foram realizados a partir do tratamento
do plasmideo com os complexos em concentragdes distintas
sendo que, para cada concentracao, o tempo de reacao variou de
0 a 16 horas (Metodologia 3.3.6). A partir desses ensaios foram
feitos graficos do logaritmo neperiano da porcentagem de DNA
intacto (In % Forma I) em funcéo do tempo de reacéo (em horas),
de forma que o coeficiente angular dos graficos obtidos nos
forneceu as constantes observadas de clivagem de DNA (Kobs)
para diferentes concentracdes de complexo. Apds, um gréfico com
os valores de kobs em funcdo da sua respectiva concentracdo nos
forneceu o perfil cinético caracteristico de cada um dos complexos
em estudo.?’
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Figura 28. Gréafico dos valores de kobs €m fungéo da concentracdo. Os
valores de kobs foram gerados a partir do coeficiente angular dos graficos
do logaritmo neperiano da fracéo intacta do DNA plasmidial vs. tempo de
reacdo, apds o tratamento do DNA com o complexo 1, em diferentes
concentragdes e tempos reacionais. Dentro de cada grafico estédo
presentes 0 kv e 0 keat estimados para o complexo 1. Condi¢des
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampé&o] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] =2,5 a 50 uM. Temperatura = 37°C; tempo =0 a 16 horas.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de quatro
experimentos independentes.
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Figura 29. Gréfico dos valores de kobs em fungdo da concentracéo -
gerado a partir do tratamento dos dados com a Equacgédo de Michaelis-
Menten. Os valores de kobs foram gerados a partir do coeficiente angular
dos gréficos do logaritmo neperiano da fracao intacta do DNA plasmidial
vs. tempo de reacgdo, apods o tratamento do DNA com o complexo 2, em
diferentes concentracdes e tempos reacionais. Dentro de cada gréfico
estdo presentes 0 kv e 0 keat €stimados para o complexo 2. Condi¢Bes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampéo] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] =2,5 a 20 uM. Temperatura = 37°C; tempo =0 a 16 horas.
Resultados expressos como média * desvio padrdo de quatro
experimentos independentes.
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Figura 30. Gréafico dos valores de kobs em fung¢éo da concentragdo -
gerado a partir do tratamento dos dados com a Equagdo de Michaelis-
Menten. Os valores de kobs foram gerados a partir do coeficiente angular
dos graficos do logaritmo neperiano da fragéo intacta do DNA plasmidial
vs. tempo de reagéo, apoés o tratamento do DNA com o complexo 3, em
diferentes concentragBes e tempos reacionais. Dentro de cada grafico
estéo presentes 0 kv e 0 Kcat estimados para o complexo 3. Condi¢es
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampé&o] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] = 2,5 a 20 uM. Temperatura = 37°C; tempo =0 a 16 horas.
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Resultados expressos como média + desvio padrdo de quatro
experimentos independentes.

Os gréficos de kops VS. concentracao (dos complexos) foram
obtidos a partir do tratamento dos dados com a equacdo de
Michaelis-Menten, usualmente utilizada em ensaios de atividade
enzima-substrato, e admitindo-se uma condicdo de pseudo-
primeira ordem, uma vez que ha excesso de complexo em relagédo
ao substrato (DNA). Assim, assumindo que o DNA é o substrato e
gue o complexo comporta-se como uma enzima, foi possivel
extrair do grafico hiperbdlico apresentado pelos complexos as
constantes de velocidade (kcar) € de Michaelis-Menten (kwm)
associadas a atividade de cada um deles. Um ponto deve ser
considerado nesse contexto: ensaios com enzimas reais
geralmente s&o realizados de forma que a concentracdo do
catalisador é constante e varia-se a concentracdo de substrato, ja
nos ensaios com DNA é a concentracdo de &acido nucleico
(substrato) que fica constante, variando-se a concentracdo de
complexo. Assim, o perfil obtido caracteriza-se como de pseudo-
Michaelis-Menten®® e as constantes calculadas a partir dos
graficos devem ser comparadas apenas com complexos que
sigam as mesmas especificagbes experimentais, uma vez que tal
abordagem leva a valores diferentes daqueles obtidos a partir do
tratamento experimental classico que visa manter a concentracao
do agente catalitico constante.?’
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Figura 31. Gréafico dos valores de kobs obtidos em diferentes
concentracdes - gerado a partir do tratamento dos dados com a Equacao
de Hill. Os valores de kobs foram gerados a partir do coeficiente angular
dos gréficos do logaritmo neperiano da fracao intacta do DNA plasmidial
vs. tempo de reacgédo, apds o tratamento do DNA com o complexo 2, em
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diferentes concentragbes e tempos reacionais. Dentro de cada gréfico
estdo presentes o kv e 0 Keat estimados para o Complexo 2. Condigbes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampao] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] = 2,5 a 20 uM. Temperatura = 37°C; tempo =0 a 16 horas.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de quatro
experimentos independentes.
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Figura 32. Gréfico dos valores de kobs obtidos em diferentes
concentracdes - gerado a partir do tratamento dos dados com a Equacao
de Hill. Os valores de kobs foram gerados a partir do coeficiente angular
dos graficos do logaritmo neperiano da fragéo intacta do DNA plasmidial
vs. tempo de reacéo, apos o tratamento do DNA com o complexo 3, em
diferentes concentragBes e tempos reacionais. Dentro de cada gréafico
estéo presentes 0 kv e 0 keat estimados para o Complexo 3. Condigfes
reacionais: [DNA] = 330 ng, ~25 uM; [Tampé&o] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] =2,5 a 15 uM. Temperatura = 37°C; tempo =0 a 16 horas.
Resultados expressos como média + desvio padrdo de quatro
experimentos independentes.

A utilizacdo da equacdo de Michaelis-Menten para o
tratamento dos dados obtidos nos forneceu uma curva com R?
superior a 0,9, indicando um grau aceitavel de confiabilidade dos
dados obtidos, apenas para o complexo 1 (Figura 28). Ja para os
complexos 2 e 3 (Figuras 29 e 30) os valores de R?ficaram em
torno de 0,8 e 0,6, respectivamente, indicando que os dados
obtidos ndo se adequam ao perfil hiperbélico, o que pode indicar
que tais complexos apresentam um mecanismo diferente de
catalise do DNA. Assim, tendo em vista que a observagdo dos
pontos expostos nos gréaficos de 2 e 3 direcionava para uma curva
de perfil sigmoidal, utilizou-se a equacdo de Hill, usualmente
utilizada no tratamento dos dados obtidos em ensaios de atividade
de enzimas alostéricas,®” no tratamento dos dados cinéticos
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obtidos para os complexos (Figuras 31 e 32). Nesse contexto, 0s
valores de R? observados para os complexos 2 e 3 subiram para
0,9 e 0,8, respectivamente, indicando que a equacéo utilizada era
mais adequada ao tratamento dos dados.

v _ [S]"
Vmax {kD,E}n + [S]n

Equacéo 1. A equacao de Hill

Na equacdo de Hill o termo (kos)" deriva matematicamente
da constante apresentada originalmente para a equac¢do.®’ Tal
termo nos oferece uma constante que representa a concentracao
necessaria para se alcancar o valor da metade da velocidade
maxima, tal como o kv da equacéo de Michaelis-Menten.®° Assim,
a equacao de Hill nos fornece um grafico de perfil sigmoidal, cuja
interpretacdo é semelhante ao grafico obtido pela equacdo de
Michaelis-Menten.

A Equacao 1 apresenta ainda uma terceira variavel além de
Ko,5 € Vmax. O indice “n” nos indica a capacidade de cooperatividade
de uma enzima, de forma que se n = 1 ndo ha alosteria e/ou
cooperatividade.”” Neste caso, os valores obtidos através das
equacdes de Hill e Michaelis-Menten serdo 0s mesmos ja que,
matematicamente, o que difere as duas equacdes é justamente o
indice “n” e qualquer nimero elevado a 1 (um) se mantém igual.
Caso n seja maior que 1 diz-se que ha cooperatividade positiva,
ou seja, a ligacdo de uma ou mais moléculas iniciais aumenta a
afinidade da enzima pelos substratos que se ligardo em seguida.
Ja se n é menor que 1, a cooperatividade € negativa, de forma que
a ligacdo de uma molécula inicial diminui a afinidade da enzima
por novos substratos.® Assim, as enzimas ditas alostéricas sédo
aquelas cuja ligacdo de uma molécula inicial de substrato altera a
conformacéo e, consequentemente, a afinidade do sistema por
novas moléculas. Um sitio alostérico seria uma regido da enzima
a qual uma molécula inicial se liga, alterando a conformacao da
mesma. J& a cooperatividade seria uma consequéncia da
alosteria, indicando se a interacdo afeta positivamente ou
negativamente a afinidade da enzima pela molécula alvo.%
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No caso de ensaios com DNA, podemos perceber que a
atividade do complexo 1 aumenta gradualmente de acordo com o
aumento da quantidade de moléculas, até que todos os sitios de
ligagdo complexo-DNA estejam saturados, de forma que a
velocidade da reagéo estaciona hum patamar maximo. Ja para o0s
complexos 2 e 3, podemos sugerir que as moléculas de complexo
que se ligam inicialmente ao DNA alteram a conformacao do acido
nucléico, de forma que a afinidade do DNA pelas préximas
moléculas aumenta, evidenciando o ganho répido de atividade
apresentado pelo perfil sigmoidal. Ambos o0s complexos
apresentaram n > 1, o que indica cooperatividade positiva,
concordando com os dados de ko s/ km, uma vez que os complexos
2 e 3 apresentam baixos valores de kos, indicando uma répida
saturacdo dos sitios de interacdo DNA-complexo, apesar do
aumento na constante de velocidade Kcar (Vmax) quando
comparados ao complexo 1.

Os valores de kcar obtidos para os complexos (1, pelo
tratamento dos dados via Equacdo de Michaelis-Menten; 2 e 3
pelo tratamento dos dados utilizando a Equacgdo de Hill)
apresentam-se de acordo com os valores apresentados na
literatura para complexos de cobre®-102 e resultam em um
aumento de 1,7 a 4,7 x108 vezes na velocidade de clivagem das
ligagcOes fosfodiéster em comparacao a reacao ndo-catalisada.

4.2 Ensaios de clivagem direta com sondas fluorescentes
de DNA

Os ensaios de clivagem direta em gel de alta resolugéo
apresentaram resultados interessantes quanto a especificidade de
clivagem dos complexos. Analisando inicialmente o gel relativo a
sonda ATCG, verificou-se que o complexo 2 parece clivar o DNA
preferencialmente na regido proxima ao hairpin, o que fica
evidenciado pelas bandas mais intensas, destacadas na Figura
34. Os complexos 1 e 3, entretanto, apresentaram padrdo de
clivagem semelhante ao do controle. E importante ressaltar que o
tempo de reacéo é bastante longo nos ensaios de clivagem direta,
de forma que o controle com acetonitrila se faz necessario para
distinguir regides frageis, e suscetiveis a clivagem espontanea, de
regides relativas aos cortes atribuidos & agdo dos complexos.

Devido aos resultados obtidos com a sonda ATCG, outras
sondas foram sintetizadas visando o melhor entendimento da
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especificidade evidenciada pelo complexo 2 nos ensaios iniciais
(Figura 33). Assim, a sonda C1 apresenta uma regido nao-
pareada localizada mais ao centro do oligonucleotideo, enquanto
que as sondas C2 e C3 apresentam alteracbes no tamanho do
hairpin e no tipo de base pirimidinica que o compoe,
respectivamente. J4 a sonda C4 foi sintetizada como uma dupla-
fita de sequéncia idéntica a sonda ATCG, visando descartar a
possibilidade de o complexo apresentar preferéncia apenas pela
sequéncia de bases da regido e ndo pela estrutura do hairpin em
si. Vale ressaltar que a sonda C4 é a Unica com marcacao
fluorescente na extremidade 3’ jd que as bandas mais intensas
observadas no gel da sonda ATCG apresentaram-se no inicio do

hairpin, na regido mais proxima a extremidade 3'.
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Figura 33. Representacdo esquemdtica das sondas fluorescentes
utilizadas nos ensaios de clivagem direta de alta resolucéo.
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A andlise dos géis obtidos nos ensaios com as diferentes
sondas evidenciou a preferéncia do complexo 2 por regides do tipo
hairpin composto por bases “timina”. O gel relativo ao ensaio com
a sonda C3 (Figura 37), onde as bases timina foram substituidas
por citosina, evidencia tal preferéncia, uma vez que a regido de
clivagem observada para a sonda ATCG (Figura 34) ndo se repete
para C3. O tamanho do hairpin também altera a clivagem das
sondas pelo complexo 2. Em um hairpin de cinco bases (sonda
ATCG) o complexo parece atuar nos dois extremos da regido néao-
pareada, jA para um hairpin maior (10 bases — C2, Figura 36)
apenas a regido mais proxima a extremidade 3’ apresentou
bandas de clivagem mais intensas. O ensaio com a sonda C4
(Figura 38) confirma que a especificidade do complexo esta ligada
a presenca do hairpin, uma vez que nenhum padrédo de corte foi
evidenciado no gel relativo a clivagem da sonda sem tal estrutura.
A sonda C1 apresentou padrdo de clivagem semelhante a sonda
ATCG na regido do hairpin, porém, a segunda regidao nao-pareada
adicionada em C1 ndo apresentou 0os mesmos padrdes de corte
(Figura 35). Dessa forma, pode-se concluir que o complexo 2 tém
preferéncia por clivar hairpins, mas a preferéncia ndo estende-se
a outras regides ndo-pareadas.

A preferéncia apresentada pelo complexo 2 parece ter
relacio com a carga positiva presente no grupo NHsz* da
butanodiamina ancorada ao grupo triazinico central. Estudos de
interacdo entre a molécula 1,4-butanodiamina e 0 DNA apontam
para uma preferéncia de ligagdo do grupo NHsz* em relagdo ao
oxigénio da base nitrogenada “timina” e a grupos fosfatos
presentes no sulco menor. Como no complexo 2 a amina
protonada apresenta-se livre, tal como na molécula original, pode-
se propor que a especificidade de ligacdo e clivagem em regides
com hairpin compostos por bases timina se dé por meio de
mecanismo semelhante.®?

Além da especificidade apresentada pelo complexo 2,
outras observacoes interessantes também puderam ser extraidas
dos géis analisados. Primeiramente, é interessante notar que o
complexo 3, 0 mais ativo nos ensaios com plasmideo, néo
demonstrou a mesma atividade nos ensaios com as sondas. Vale
ressaltar, porém, que a atividade do complexo 2 restringe-se a
uma quebra especifica, em uma regidao do tipo hairpin, néo
encontrada em plasmideos. Nas demais regides da sonda os trés
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complexos ndo apresentaram clivagem, mesmo apos 48 horas de

reacdo.
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Figura 34. Clivagem da sonda fluorescente ATCG pelos complexos 1, 2
e 3. Condicdes reacionais: [DNA] = 25 uM; [Tampéo] = 10 mM de HEPES
pH 7,0; [complexo] = 15 uM, tempo = 0 a 48 horas. Um controle na
auséncia de complexo foi feito, seguindo as mesmas condi¢cdes
reacionais. A Ultima canaleta refere-se marcador Maxam-Gilbert de bases

A+G.
A segunda observacéo diz respeito a regido inferior dos
géis. Analisando com atencéo é possivel perceber que as bandas
de clivagem apresentam-se duplas nessa regido, evidenciando
gue dois produtos estéo sendo formados na clivagem das sondas
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pelos complexos (Figura 39). Na literatura, temos que a clivagem
de uma sonda marcada (fluorescentemente ou com 22P) na
posi¢ao 5’ por radicais hidroxila leva a formagao de dois produtos
com terminagdes diferentes: 3’-fosfato e 3'-fosfoglicolato (Figura
39).5% Assim, a segunda banda observada pode corresponder a
geracdo do fosfoglicolato, tal como descrito por diversos
autores,*®-50 evidenciando um mecanismo oxidativo.
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Figura 35. Clivagem da sonda fluorescente C1 pelos complexos 1, 2 e 3.
Condicdes reacionais: [DNA] = 25 uM; [Tampé&o] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] = 15 uM, tempo = 0 a 48 horas. Um controle na auséncia
de complexo foi feito, seguindo as mesmas condi¢cdes reacionais. A
Ultima canaleta refere-se ao marcador Maxam-Gilbert de bases A+G.
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Figura 36. Clivagem da sonda fluorescente C2 pelos complexos 1, 2 e 3.
Condicdes reacionais: [DNA] = 25 uM; [Tampéao] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] = 15 uM, tempo = 0 a 48 horas. Um controle na auséncia
de complexo foi feito, seguindo as mesmas condi¢cdes reacionais.
Marcadores Maxam-Gilbert de bases A+G encontram-se adicionados nas

laterais do gel.
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Figura 37. Clivagem da sonda fluorescente C3 pelos complexos 1, 2 e 3.
Condicdes reacionais: [DNA] = 25 uM; [Tampao] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] = 15 uM, tempo = 0 a 48 horas. Um controle na auséncia
de complexo foi feito, seguindo as mesmas condi¢cdes reacionais. A
Ultima canaleta refere-se ao marcador Maxam-Gilbert de bases A+G.
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Figura 38. Clivagem da sonda fluorescente C4 pelos complexos 1, 2 e 3.
Condig0es reacionais: [DNA] = 25 uM; [Tamp&o] = 10 mM de HEPES pH
7,0; [complexo] = 15 uM, tempo = 0 a 48 horas. Um controle na auséncia
de complexo foi feito, seguindo as mesmas condi¢Bes reacionais. A

Ultima canaleta refere-se ao marcador Maxam-Gilbert.
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Figura 39. Ampliacdo da regido inferior do gel relativo ao ensaio com a
sonda ATCG. As bandas duplas apresentadas nesta regido se repetem
nos ensaios com as demais sondas. As bandas marcadas em azul
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referem-se aos nucleotideos 3'-fosfato, j& as bandas em vermelho
referem-se possivelmente aos nucleotideos com terminagdo 3’-
fosfoglicolato.

4.3 Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular € uma técnica util
para a visualizacao de alteracfes na estrutura secundaria do DNA,
visto que as bandas em 275 nm (positiva) e 248 nm (negativa),
associadas ao empilhamento das bases nitrogenadas e a
helicidade direita da forma B do DNA, respectivamente, séo
bastante sensiveis a interacdo do acido nucleico com pequenas
moléculas, podendo fornecer informag6es importantes a respeito
do mecanismo de interagdo complexo-DNA.

Os resultados dos ensaios com os complexos 1, 2 e 3
encontram-se expostos nas Figuras 40, 41 e 42, respectivamente.
A adicdo de concentracdes crescentes do complexo 1 a amostra
de CT-DNA na razédo [complexo]/[DNA] de 0,1 a 0,7 resultou na
diminuicdo da intensidade das bandas caracteristicas em 275 e
248 nm. Na banda positiva observou-se ainda um deslocamento
batocrdomico de 275 para 282 nm. A banda em 248 nm nao
apresentou alteracdes significativas quanto ao deslocamento,
embora sua intensidade tenha diminuido com a adicdo do
complexo.

A titulacdo de CT-DNA com o complexo 2 na razao
[complexo]/[DNA] de 0,1 a 0,7 forneceu resultados semelhantes
ao observado para o complexo 1, com diminui¢cdo na intensidade
de ambas as bandas e com deslocamento batocrémico de 275
para 281 nm para a banda positiva. Para o complexo 2, porém,
houve um pequeno deslocamento na banda negativa do espectro.
Nesse caso, 0 controle apresentou um pico de 243 nm, enquanto
gue a ultima titulacdo apresentou maior absorbancia em 247 nm.

A titulacdo de CT-DNA com o complexo 3, nas mesmas
condicdes ja citadas para os complexos 1 e 2, apresentou um
menor deslocamento da banda positiva, de 275 para 279 nm. Ja o
deslocamento da banda negativa foi de 243 para 247 nm e a
diminuicdo de ambas as bandas repetiu-se. Com os dados obtidos
podemos afirmar que os complexos em estudo afetam a estrutura
secundaria do DNA.
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Figura 40. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e
presenca do complexo 1. Condi¢des reacionais: [CT-DNA] = 200 pM;
[Tampéo] = 10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] = 0 a 75 uM;
Temperatura = 37°C.
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Figura 41. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e
presenca do complexo 2. Condi¢des reacionais: [CT-DNA] = 200 uM;
[Tampéo] = 10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] = 0 a 75 uM;
Temperatura = 37°C.
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Figura 42. Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e
presenca do complexo 3. Condi¢des reacionais: [CT-DNA] = 200 pM;
[Tampéo] = 10 mM de HEPES pH 7,0; [complexo] = 0 a 70 uM;
Temperatura = 37°C.

A diminuicdo da intensidade da banda negativa do DNA
indica perda da helicidade direita e, juntamente com a diminuicao
da intensidade da banda positiva, sugere que a interagdo com 0s
complexos esta induzindo uma modificacdo estrutural tipo Z-DNA
ao B-DNA.10356 A diminuicdo da intensidade da banda positiva e
os deslocamentos para comprimentos de onda maiores indicam
ainda que pode estar havendo um relaxamento da dupla hélice do
DNA, o que leva a perda de sua helicidade.'®* Tal comportamento
é tipico de complexos que se ligam ao sulco do DNA e pode
ocorrer também quando a interacdo DNA-complexo se faz por
interacOes eletrostaticas.1%>1% Nesse sentido, os dados obtidos
por CD corroboram as observagbes feitas nos ensaios com
blogueadores de sulco e de aumento da forca idnica, fornecendo
evidéncias de que os complexos parecem interagir inicialmente
com o DNA via sulco menor e a partir de interacdes eletrostaticas.

A observacao dos espectros obtidos para os complexos 1, 2
e 3 permite avaliar que a diminuigcdo das bandas em 248 e 275 nm
€ mais evidente para os complexos 2 e 3, indicando que tais
complexos apresentam maior interacdo com DNA. E possivel
perceber ainda uma maior diminuicdo da banda positiva pelo
complexo 3, indicando que a sequéncia de atividade apresentada
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nos ensaios cinéticos se repete nos dados obtidos por CD. Assim,
temos que o complexo 3, mais ativo nos ensaios cinéticos,
também é o que mais altera a estrutura secundaria do CT-DNA,
de forma que a reatividade dos complexos, bem como sua
capacidade interagir com o DNA, segue a ordem 3> 2 > 1.

Uma importante observagado a ser feita € que em nenhum
dos espectros ha o aumento na intensidade da banda positiva, 0
que poderia indicar a intercalagdo de estruturas planares, relativas
aos ligantes dos complexos, entre as bases do DNA.555" Nem
mesmo o complexo 3, que contém uma molécula de pireno
ancorada em sua estrutura, parece apresentar um perfil de CD
referente a intercalacdo. Sendo assim, é possivel sugerir que o
complexo 3 ndo ancora ao DNA por intercalacdo, mas sim via
aproximacdao pelo sulco menor, tal como 1 e 2.
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5 CONCLUSAO

Os complexos se mostraram capazes de clivar DNA
plasmidial em condicbes brandas de pH e temperatura, em
concentracdes na escala de micromolar e em tempos moderados
de reacdo. Os parametros cinéticos indicam um aumento na
afinidade DNA-complexo de 1 para 3 e as constantes cataliticas
calculadas evidenciam um aumento de 4,7 x10° vezes na
velocidade da reacdo de clivagem do DNA pelo complexo 3, o
mais ativo, quando comparado a clivagem espontanea. Os
ensaios cinéticos também demonstraram uma diferenca no
mecanismo de ag¢do do complexo 1 para os complexos 2 e 3,
verificado pelos diferentes perfis cinéticos apresentados pelos
mesmos.

Nesse sentido, em colaboracdo com os dados obtidos por
CD, é plausivel propor que a atividade dos complexos 2 e 3 esta
relacionada a alteracdo na conformacgéo do DNA, iniciada apds a
interacdo dos complexo com o acido nucleico via interacdes
eletrostéticas e por ligagdo aos sulcos. Assim, inicialmente, a
atividade destes complexos é baixa, conforme verificado nos
ensaios cinéticos, porém a medida que alteracbes na estrutura
secundaria do DNA séo observadas, os complexos passam a
atuar de forma efetiva sobre o mesmo, alcancando as altas
constantes cataliticas apresentadas. A ligacdo dos complexos ao
DNA parece alterar a estrutura secundaria do B-DNA, de acordo
com os resultados obtidos nos ensaios de dicroismo circular, de
forma que quanto maior a alteracéo na estrutura do acido nucleico
maior a afinidade e consequente atividade dos complexos sobre o
DNA.

Um mecanismo possivel de acdo dos complexos sobre o
DNA parece iniciar com a acomodacao no sulco menor, a partir de
interacfes entre as cargas do complexo e do DNA, seguido da
reducao do Cu(ll) a Cu(l) in situ, possivelmente por agéo do proprio
DNA. Apos, a reacao entre Cu(l) e oxigénio leva a geracdo de um
intermediario superoxido que rapidamente reage com H* do meio
para dar origem a perdxido de hidrogénio, o qual pode reagir com
Cu(l), gerando radicais hidroxila, ou com Cu(ll), gerando espécies
do tipo metal-peréxido, que posteriormente também levam a
geracao de radicais hidroxila, conforme as reagBes expostas na
secdo 4.1.5. No caso do complexo 1, a espécie reativa oxigénio-
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singlete (*O2) também parece atuar no processo de clivagem do
DNA.

Géis de alta resolugéo indicam que o complexo 2 apresenta
especificidade de clivagem por hairpins cuja regido ndo-pareada é
composta de bases pirimidinicas do tipo “timina”, em concordéancia
com trabalhos da literatura que evidenciam a ligagdo do grupo
NHs* da 1,4-butanodiamina ao oxigénio da timina, como forma de
interacdo da molécula com o DNA via sulco menor. Os géis de
eletroforese vertical também auxiliaram no entendimento do
mecanismo de clivagem do DNA pelos complexos, ja que as
bandas duplas, tipicas de complexos que clivam DNA via
mecanismo oxidativo, possivelmente referem-se a formacédo do
subproduto de clivagem 3’-fosfoglicolato, indicando que a etapa
inicial no mecanismo de clivagem de DNA pelos complexos é a
abstracdo do H-4 da desoxirribose, tal como descrito para a
molécula Fe(ll)-bleomicina.?®

A realizacdo de ensaios na auséncia de oxigénio e na
presenca dos sequestradores de radicais hidroxila (DMSO) e de
peréxidos (KI), entretanto, ndo inibiu completamente a atividade
dos complexos de forma que ndo é possivel descartar a
possibilidade de os complexos apresentarem um mecanismo
misto de clivagem de DNA. Vale ressaltar que os resultados
obtidos nos ensaios de pH fomentam essa hip6tese, uma vez que
o perfil pH-pendente apresentado pelos complexos ¢é
caracteristico de clivagem via mecanismo hidrolitico.
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PERSPECTIVAS

Determinar os sitios pelos quais os complexos clivam DNA
por meio da técnica de MALDI-TOF-MS (do inglés, Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization with Time of Flight Mass
Spectrometry) e comparar com os dados obtidos nos ensaios
de clivagem direta em gel de alta resolucao.

Determinar os sitios de ligacdo dos complexos com o DNA
por ensaios de footprinting.

Determinar a constante intrinseca de ligacdo complexo-DNA
(Ky) por meio de titulacdo espectrofotométrica UV-Vis, para
posterior comparacao com dados obtidos por ITC.

Determinar os parametros termodinamicos da interagédo entre
0s complexos e o DNA por meio de calorimetria de titulagdo
isotérmica (do inglés, ITC - Isothermal Titration Calorimetry).

Determinar os parametros cinéticos da interacdo entre os
complexos e o DNA por ressonancia plasmoénica de superficie
(doinglés, SPR - Surface Plasmon Ressonance).

Realizar ensaios na presenca de batocuproina e T4-ligase, de
modo a esclarecer o0 mecanismo pelo qual os complexos
clivam DNA.

Verificar por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (do inglés, LC-MS - Liquid Cromatography Mass
Spectrometry) produtos de oxidacdo do DNA gerados pelo
tratamento com 0s complexos.
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