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RESUMO

Quatro séries de compostos metélicos foram analisadas com o objetivo de avaliar
sua atividade de clivagem de DNA, de clivagem de proteina e biol6gica. Foram
determinadas suas concentragdes efetivas, pHs 6timos, formas de atuacéao, cinética
de reacao, especificidade de sitio de agado, capacidade de interacao por estudos
espectrofotométricos e atividade toxica e genotdxica em modelos diversos. Os
compostos binucleares de cobre [Cup(u-OH)Lz], miméticos de catecol-oxidases,
demonstraram atividades de clivagem de DNA e de clivagem de proteina variadas
dependentes da estrutura de seus ligantes. Estudos espectrofotométricos revelaram
sua interagdo com DNA e proteina BSA além de citotoxiciade e genotoxicidade em
todos os sistemas testados. Os compostos mono e binucleares de Ferro -
Fe(HPCINOL) apresentaram atividade de clivagem de DNA e de clivagem de
proteina bastante intensa estando entre os mais ativos compostos ja descritos.
Estudos espectrofotométricos revelaram sua interacdo com DNA e proteina BSA,
mas também sua instabilidade em solugdo. Estudos de genotoxicidade e toxicidade
demonstraram ambas as atividades para estes compostos. Os compostos
binucleares de FeZnR (7, 8, 9 e 10) tiveram seus provaveis modos de acao e cinética
de reacao determinados bem como suas atividade sobre células bacterianas
podendo em termos de eficiéncia serem classificados na seguinte ordem: 10 > 9 > 8
> 7. O composto 11, o qual ndo foi testado em presenca de luz, demonstrou
atividade de clivagem de DNA de grande eficiéncia de forma hidrolitica, mas
auséncia de atividade de clivagem de proteina e atividade antibacteriana nao
significante. Os compostos 12, 13 e 14, tiveram sua atividade testada em presencga e
auséncia de luz e diferengas significativas foram encontradas. A presenca de luz
levou a uma maior atividade de clivagem de DNA e ao desenvolvimento de atividade
de clivagem de proteina de todos os compostos. Estes, por ndo sofrerem inibicao de
atividadde por DMSO, agem provavelmente de maneira oxidativa livre da formacéao
de radicais OH".

Palavras-chave: Compostos Metalicos, Clivagem de DNA, Clivagem de Proteina,
Enzimas Sintéticas



ABSTRACT

Four series of metallic complexes were analysed with the purpose of evaluating their
DNA cleavage, protease cleavage and biological activity. It was determined their
effective concentrations, optimal pHs, mode of acting, kinetic reactions, specificity of
interaction sites, spectrophotometric studies of interaction capacity, toxic and
genotoxic studies in several models. The copper binuclear complexes [Cua(u-OH)L,]
that are mimetic of cathecol-oxidases, show DNA cleavage activity depending on the
structure of their ligands. Spectrophotometric studies revealed their interaction with
DNA and BSA protein besides having cytotoxic and genotoxic activities in all models
tested. The mono and binuclear complexes show strong DNA cleavage activities
being among the most active complexes already described Spectrophotometric
studies revealed their interaction with DNA and BSA protein but also their instability in
solution. Toxicity and genotoxicity studies show both activities for these complexes.
The binuclear heterovalent complexes Fe(lll)Zn(ll)R (FeZnMe, FeZnH, FeZnBr and
FeZnNO,) had their probable mode of action and reaction kinertic values determined.
In adition their antimicrobial activities are described and its possible describe their
efficiency in the following order FeZnNO, . FeZnBr > FeZnNH > FeZnMe. The
[Fe(dpg-dTzol),](OH.)2]? complex wich was not tested in the presence of light, show
great efficiency of nuclease activity. The [Fe(dpq)s]*?, [Fe(dppz)s]*? e [Fe(dpaQX)s]™?
complexes in the presence and lack of visible light and significant differences were
found. The presence of light led to a higher DNA cleavage activity and the
development of protein cleavage activity of all complexes. These ones, that had not
their activity inhibited by DMSO, act probably in an oxidative mode free of OH" radical
formation.

Keywords: Metallic Compounds, DNA Cleavage, Protein Cleavage, Synthetic
Enzymes
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As setas indicam bandas provenientes da fragmentacdo gerada pela atividade
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1 INTRODUCAO

O Brasil, como pais emergente, e com influéncia crescente na economia
mundial tem a necessidade e véem realizando investimentos em areas de inovacao
tecnoldgica. Uma das prioridades estabelecidas € a nanotecnologia, na qual o
governo espera que o pais conquiste 1% do mercado mundial de produtos gerados
em alguns anos (Os dados estdo no estudo “Nanotecnologia”, coordenado pelo
Nucleo de Assuntos Estratégicos (NAE) da Presidéncia da Republica), e uma prova
disso esta no historico de editais lancados destinados a esta area de interesse pelo
governo federal nos ultimos anos.

O estudo de compostos metalicos como modelos ou miméticos de
enzimas, que ndo chegam a ser um tamanho expressivo numa escala nanométrica
quando comparado a nanotubos de carbonos, fulerenos, nanoparticulas de
diferentes materiais, mas que sédo capazes de interagir e modificar grandes sistemas
quimicos tem se revelado de grande interesse. Sao prototipos para aplicacdes
distintas entre si, tais como, interacdo com sitios especificos de biomoléculas, entre
elas acidos nucléicos e proteinas, resultando em reacbes de quebra de ligacdes
quimicas (seletivas ou nao), ou simplesmente reconhecimento e sinalizacao de
pontos especificos dessas moléculas. Essas caracteristicas podem ser empregadas
no tratamento de patogéneses geradas por microorganismos, doencas que envolvam
mutacdo genética, como no caso do cancer ou mesmo para producdo de drogas
farmacologicamente ativas para as mais variadas necessidades. O reconhecimento
molecular e a sinalizagcdo sao ferramentas para a realizacdo de diagndsticos
médicos, ou na éarea da biotecnologia, onde cada vez mais a variedade de
ferramentas moleculares se faz necessaria.

Como exemplos de compostos que interagem com moléculas bioldgicas
podemos citar compostos de cisplatina, que € um farmaco que revolucionou o
tratamento de varias formas de cancer (REEDJIK, 2003), radionuclideos que podem

ser utilizados como marcadores para analises, compostos radioterapéuticos
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emissores de radiacdo beta, compostos envolvendo vanadio como miméticos de
insulina e compostos de cromo que atuam como intermediarios na ativacao de
receptores de insulina (CLARKE, 2003).

Compostos com atividade de clivagem de DNA hidrolitica podem ser
utilizados como enzimas de restricdo artificiais. Estas moléculas podem apresentar
uma série de vantagens sobre as enzimas de restricdo através da capacidade de
clivar o DNA em sitios de restricdo nao reconhecidos pelas enzimas utilizadas
(HEGG, 1998) e também por serem menores em tamanho podendo alcancar regides
estereoquimicamente impedidas de uma macromolécula (GONZALEZ-ALVAREZ,
2003).

Outras alternativas sao moléculas sintéticas que clivam o DNA
oxidativamente que tém se destacado como agentes na técnica de “DNA footprinting”
(TERENZI et al, 1998) e mais recentemente, como ferramenta para fragmentacéao e
marcacao fluorescente de acidos nucléicos para hibridizacdo através da tecnologia
do microchip de DNA (Kelly et al, 2002).

Desta maneira, segundo Cowan (2001), “a habilidade em clivar acidos
nucléicos, em um modo nao degradativo, e com altos niveis de seletividade por sitios
ou estruturas, oferecera muitas aplicacbes para a manipulacdo de genes (biologia
molecular), para o desenho de sondas estruturais e o desenvolvimento de novas
terapéuticas”.

A habilidade de interagir e quebrar proteinas de maneira especifica ou
nao, possibilita o desenvolvimento de novas terapias anticAncer como por exemplo
através da inibicdo de proteina-quinases que sdo expressas de maneira exacerbada
em células cancerosas levando a formacao de tumores malignos (MAITY et al, 2009
apud GOKCUMEN et al, 2006).

Tais habilidades destes compostos deram origem aos conceitos de
nucleases e proteases sintéticas. Sendo as nucleases definidas como “compostos
capazes de clivar acidos nucléicos em condicbes proximas as fisiolégicas, de
maneira hidrolitica ou oxidativa” (OLIVEIRA, 2006) e conseglentemente as
proteases podem ser descritas como “compostos capazes de clivar proteinas ou
peptideos em condicées proximas as fisioldégicas, de maneira hidrolitica ou

oxidativa”.
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1.1 Estrutura do DNA

Os acidos nucléicos sao polimeros lineares muito longos constituidos de
monémeros chamados nucleotideos. Diferentes acidos nucléicos podem ter desde
cerca de 80 nucleotideos, como em tRNA, até mais de 102 pares de nucleotideos em
um Unico cromossomo eucariotico. A unidade de tamanho de um &cido nucléico é o
par de bases (para espécies com fita dupla), geralmente abreviado como pb, ou base
(para espécies com fita simples). O cromossomo na Escherichia coli (E. coli) tem 4 x
10° pb o que significa uma massa molar de 3 x 10° Da e um comprimento de 1,5
mm. J& o DNA genémico de uma Unica célula humana tem 3,9 x 10° pb e 990 mm de
comprimento (ZAHA et al,2003).

Os nucleotideos sao constituidos por uma base nitrogenada heterociclica,
uma pentose e um grupo fosfato (Figura 1A). No DNA, as seqliéncias de bases
contém a informacdo genética, enquanto que o agucar e o fosfato tém um papel
estrutural. As bases nitrogenadas sdo derivadas de anéis de purina e pirimidinas
(Figura 1B). As principais purinas sao adenina (A) e guanina (G), que sao
encontradas tanto em DNA como em RNA. As principais pirimidinas sao citosina (C),
timina (T) no DNA e uracila (U), substituindo a timina em RNA (ZAHA et al,2003).

A B NH, o
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Base Vi N o N/, ? .
Fosfato | ) H 2
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CI) N PURINAS
-O—pP—0
| 0 NH; o}
o- B H Pentose )L
- - P N ;4 3"*'“ s
OH H 2 le 2}
™ N
l Nucleosideo | H
Citosina Timina Uracila
l hucleotideo | PIRIMIDINAS

Figura 1: A: Estrutura geral dos desoxiribonucleotideos e B: Bases nitrogenadas que compde os
nucleotideos tanto no DNA como no RNA
Fonte: BERG; TYMOCZKO e STRYER, 2008
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Os nucleotideos que constituem as moléculas de DNA e RNA estédo
ligados covalentemente uns aos outros através dos grupos fosfato. Esta ligacéo é
formada pela ligacao do grupo 5’-fosfato de um nucleotideo com o grupo 3’-OH de
outro nucleotideo, criando uma ligacdo fosfodiéster. Desta forma, o esqueleto
covalente dos acidos nucléicos é constituido por grupos fosfato e anéis de ribose de
forma alternada. Todas as ligacoes fosfodiéster possuem a mesma orientacdo ao
longo da cadeia, dando a cada fita do acido nucléico linear uma polaridade
especifica e diferentes terminais 3’ e 5’ (3'-OH e 5-OPQ). Convencionalmente, as
seqlUéncias de nucleotideos nas moléculas de DNA e RNA s&o descritas no sentido
da extremidade 5-OPO- para a extremidade 3’-OH (5'—3’), e correspondem a

estrutura primaria desses acidos nucléicos (Figura 2) (ZAHA et al,2003).

Terminal 5'
o BASE

Terminal 3'

Figura 2: Estrutura do esqueleto covalente dos acidos nucléicos é constituido por grupos fosfato e
anéis de ribose de forma alternada
Fonte: BERG; TYMOCZKO e STRYER, 2008

As ligagcbes fosfodiéster que formam o esqueleto covalente do DNA séo
extremamente estaveis em relacdo a hidrélise ndo enzimatica. Esta grande

estabilidade, inclusive, torna dificil a determinagéo do seu tempo de meia vida (t2),
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sendo necessaria utilizacdo de altas temperaturas, para posterior extrapolacao para
25 °C. Na literatura podem ser encontrados valores distintos para o t'2 do RNA e do
DNA. Para o RNA em agua a 25 °C e pH = 7, os valores variam de 110 a 800 anos,
enquanto que para o DNA os valores de t'2, em agua a 25 °C e pH = 7, variam de
130 mil a dezenas ou centenas de bilhdes de anos (Cowan, 2001).

Além disso, em pH fisiolégico as moléculas de DNA estdo negativamente
carregadas, o que inibe a hidrélise das ligacoes fosfodiéster pelo ataque de
nucledfilos que estdo em sua maioria carregados positivamente devido a presenca
de ions com esta caracteristica (Cowan, 2001). Este comportamento revela o porqué
da escolha, pela natureza, do DNA como forma de armazenamento do material
genético.

Finalmente, o DNA é composto por duas cadeias polinucleotidicas, de
sentidos opostos, enroladas em torno de um eixo, formando uma dupla hélice com
uma cavidade maior € uma menor que delimitam o acesso a sitios de
reconhecimento da molécula por parte de proteinas e outras substancias (Figura 3).
Esta estrutura € mantida através de ligagdes de hidrogénio entre as bases de cada
fita sempre pareando uma adenina com uma timina e uma citosina com uma guanina
(Figura 3) (BERG; TYMOCZKO e STRYER, 2008).

As interagdes com proteinas ou outras substancias se ddo normalmente
através de sequiéncias especificas de pares de bases reconhecidos na forma B do
DNA, pelas posicoes de doadores ou receptores de hidrogénio ou grupos metila
presentes nas cavidades maior e menor conforme demonstrado na Figura 4 (Nelson,
D. e Cox, M., M., 2000). Uma quantidade limitada de pares de bases € tudo que é
necessario para a obtengdo de um sitio Unico e discriminatério principalmente na
cavidade maior do DNA. Estes sitios sao bastante utilizados por proteinas

reguladoras e enzimas de restricdo entre outras.
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Estrurtura de
- aglcar fosfato -

Figura 3: Estrutura esquematica da dupla hélice do DNA na forma B. Estdo demonstrados os pares
de bases constituintes e o nimero de ligagdes de hidrogénio. Também estao indicadas as cavidades
maior e menor da estrutura

Fonte: DUCLOS (2004)
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Figura 4: Os grupos funcionais sobre as bases sdao mostradas nas cavidades maior e menor do DNA.
Os grupos assinalados em vermelho sdo aqueles que podem ser usados para o reconhecimento
pelas proteinas na cavidade maior, de um modo base-especifico

Fonte: Nelson, D. and Cox, M., M., 2000
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1.1.1 Plasmideos

Plasmideos sao elementos genéticos extracromossOmicos com
capacidade de replicacao autbnoma independente do cromossomo bacteriano sendo
considerados replicons (unidades genéticas de replicacao autdbnoma). Utilizam uma
origem de replicacdo semelhante a regiao ori-C que regula o niumero de cépias do
plasmideo nas células e seus grupos de compatibilidade. A grande maioria dos
plasmideos é formada por moléculas de DNA dupla fita circulares, mas existem
também plasmideos lineares e plasmideos integrativos que se posicionam no
cromossomo das células. O tamanho destes elementos pode variar de 1 a 1000
Kilobases (Kb) e normalmente nao possuem homologia com o cromossomo da célula
hospedeira em sua seqliéncia nucleotidica.

Os plasmidios podem ser classificados de acordo com a quantidade e as
espécies bacterianas que habitam ou de acordo com seus grupos de
incompatibilidade. Estes baseiam-se no fato de que plasmidios diferentes podem
estar presentes em uma mesma célula desde que sejam compativeis. Também
podem ser classificados como naturais, que sdo normalmente encontrados nas
bactérias em seu estado selvagem e artificiais que via de regra foram produzidos por
engenharia genética e possuem caracteristicas distintas e bem definidas, como é o
caso do plasmidio pBSK-Il (ZAHA, 2003).

1.2 NUCLEASES

Como resultado de sua notavel estabilidade a natureza escolheu os
ésteres de fosfato para unir as unidades basicas do material genético, os
nucleotideos (WILCOX, 1996; COWAN, 2001). A hidrélise dos fosfodiésteres é
normalmente inibida pelas grandes cargas negativas que impedem a aproximacao
dos nucledfilos ao esqueleto do DNA. No entanto, a hidrélise destas ligacbes é
essencial em muitos momentos do ciclo celular, como, por exemplo, a ja citada
reparacdo do DNA, além dos sinais de transducdo e integracdo de elementos
genéticos (SREEDHARA and COWAN, 2001).

As enzimas que tem como atividade a degradacao de acidos nucléicos sao
conhecidas como nucleases e a hidrélise dos ésteres de fosfato mediada por metais
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€ uma rota catalitica comum na bioquimica de acidos nucléicos (COWAN, 1998).
Entretanto, atualmente enzimas oxidativas que também tém a capacidade de
produzir quebras simples e duplas na estrutura dos acidos nucléicos também sao
consideradas (JIANG, 2007). Enzimas com estas caracteristicas sdo comuns e

essenciais para 0s 0rganismos Vivos.

1.2.1 Nucleases de Origem Biolégica

As nucleases de origem bioldégica sdo normalmente classificadas como
exonucleases ou endonucleases (Figura 5 A e B). As exonucleases degradam o
acido nucléico na direcao 5 > 3’ ou na direcao 3 > 5, removendo apenas
nucleotideos das extremidades 5 ou 3’, de uma fita de &cido nucléico de dupla
hélice, respectivamente. As endonucleases, podem degradar os acidos nucléicos em
qualquer lugar da fita, tando de forma hidrolitica como oxidativa, reduzindo-a a
fragmentos cada vez menores. Existem algumas classes importantes que clivam
apenas sequéncias especificas de nucleotideos, essas enzimas sao muito aplicadas
em biotecnologia e sdo conhecidas como endonucleases de restrigdo. (NELSON E
COX, 2002).

Figura 5: Representacdes das estruturas trimensionais das enzimas: exonuclease 1 (A) e
endonuclease EcoRl (B) de Escherichia coli associadas a dupla fita de DNA
Fonte: http://gibk26.bse.kyutech.ac.jp/ acessado em 28/08/2009
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A principal reacdo catalisada pelas endonucleases de restricido € a
hidrélise do arcabouco de fosfodiéster do DNA. Especificamente, é rompida a ligacao
entre o atomo de oxigénio 3’ e o fésforo, os produtos desta reacéo sao terminacoes
de DNA com uma hidroxila 3’ livre e uma fosforila em 5’, que podem ser religadas
com ajuda de outros tipos de enzimas chamadas de ligases, que nao € o enfoque
desse trabalho. Esta reacdo de hidrolise acontece por um ataque nucleofilico ao
atomo de fosforo. As endonucleases podem clivar o DNA como representado na
figura 13. Neste mecanismo o nucledfilo ataca o atomo de fésforo, e se forma um
estado de transicdo pentacoordenados. Esta forma tem uma geometria de bi
piramide trigonal, centralizada no atomo de fésforo, com nucleofilico que chega em
um dos vértices e um grupamento é deslocado. (BERG; TYMOCZKO e STRYER,
2008).
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Figura 6: Mecanismo hidrolitico de endonucleases
Fonte: Mancin, Tecilla, Tonelatto (2005)

O atomo de magnésio (Mg) é o mais comumentemente utilizado para
atividade da endonuclease, provavelmente por sua grande disponibilidade na
natureza, possibilidade de ser encontrado em estados de hidratacdo adequados,
capacidade de troca de ligantes, capacidade de resistir a reacdes redox e densidade
de carga (WILCOX, 1996). Em endonucleases o magnésio é encontrado coordenado
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a seis ligantes, dos quais trés sdo moléculas de agua, dois sdo carboxilatos de
aspartatos da enzima, e um é um atomo de oxigénio da fosforila no local da
clivagem. O atomo de magnésio mantém uma molécula de agua em uma posicao a
partir da qual ela pode atacar a fosforila e, junto com os aspartatos, ajuda a polarizar
a molécula de agua para a desprotonacao. (BERG; TYMOCZKO e STRYER, 2008).
Centros enzimaticos multinucleares constituidos de metais de transicdo também
podem ser encontrados nesta classe de enzimas entre 0os quais os elementos zinco,
manganés e ferro sao os exemplos mais freqlientes.

As metalohidrolases binucleares sdo exemplos desta classe de enzimas e
entre estas estdo as fosfatases acidas purpuras (PAPs do inglés “purple acid
phosphatase”) que sao enzimas nas quais a necessidade de um centro
heterovalente ja foi estabelecida. Este centro composto de Fe (lll) M (ll) onde M = Fe
, ZN ou Mn pertence a uma familia de enzimas que catalisa a hidrélise de uma
grande variedade de substratos fosfatados em pHs que vao do acido ao neutro.
Estas enzimas s&o normalmente altamente conservadas e as fosfatases de animais
compartilham no minimo 85% de identidade entre si (MITIC et al, 2006).

Exonucleases também sdo um exemplo de enzimas que podem ter um
centro catalitico contendo dois ions metalicos. Geralmente estas enzimas fazem
parte da DNA polimerase, que € um composto multifuncional que também possui a
atividade exode clivagem de DNA 5°3". Outros tipos destas exonucleases seriam as
exonucleases de reparacdo TREX1 componentes da p53 humana, de ratos e
camundongos, a atividade exonucleasica do supressor de metastase NM23-H1 entre
outros. Estas enzimas requisitam ions divalentes, em paticular Mg(ll), Mn(ll) e Zn(ll)
(MITIC et al, 2006).

1.2.2 Nucleases Sintéticas ou Compostos Metalicos com Atividade de
Clivagem de DNA

A capacidade de mimetizar a atividade de determinadas proteinas
hidrolizando DNA ou RNA de maneira reversivel e com seletividade de sequéncia ou
estrutura tem se tornado cada vez mais importante para a biotecnologia, biologia
estrutural e industria farmacéutica. Uma vez que a hidrélise de acidos nucléicos é
inibida por grande carga negativa do esqueleto polianiénico dos acidos nucléicos, a
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utilizacdo de metais carregados positivamente como co-fatores é uma das
estratégias que podem ser utilizadas para efetuar estas reagdes (COWAN, 2001).

A interagcado, de maneira ndo covalente, dos complexos com moléculas de
DNA normalmente se da de trés maneiras diferentes (ZELIGS et al, 2007). Por
interacao eletrostatica nas cavidades da dupla hélice de DNA, por intercalacao entre
as bases nitrogenadas e por insercao, ligando-se ou substituindo estas bases com
partes de seus grupos ligantes, dando origem a trés classes de complexos os
ligantes de cavidade (Groove Binder), os intercaladores (metallointercalator) e os
inserssores (metalloinsertor) (Figura 7). Estes complexos, com poucas excegoes,
compartilham caracteristicas importantes. Quase todos sédo cineticamente inertes,
com estruturas octaédricas ou quadraticas-planas, caracteristicas estas que lhes
conferem estabilidade. Sao normalmente rigidos, pois flutuagdo de formas estruturais
implicaria em perda de especificidade e capacidade de reconhecimento dos alvos e,
finalmente, muitos sao passiveis de foto ou quimioinducéo, fatores que influenciam
sua utilizagdo como sondas ou catalisadores sitio especificos.

Centros metalicos multinucleares baseados em metais de transicdo como
Zn(ll), Fe(ll) e Mn(ll) entre outros também j& foram caracterizados como hidrolases e
varios compostos ja foram descritos na literatura (COWAN, 2001). Aparentemente,
centros metélicos binucleares tem maior atividade sobre as moléculas de acidos
nucléicos que seus analogos mononucleares. Uma consideravel cooperatividade
parece existir entre os dois ions metalicos na dupla ativacao de acidos de Lewis e na
clivagem das ligacdes fosfodiester.

A utilizacdo de metais de transicdo para sintese de compostos metalicos
com atividade de nuclease, tanto oxidativa como hidrolitica, tem obtido um grande
sucesso, mas ainda existe muito a ser estudado para o melhoramento de suas
atividades quando estas sdo comparadas com as reacbes mediadas por enzimas.
Compostos de cromo sao descritos por interagirem com DNA de maneira nao
intercalativa ou através da cavidade maior do DNA e promoverem o corte de DNA
plasmidial quando o catalisador esta em grande quantidade (COWAN, 2001).
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Figura 7: A. Geometria de compostos caracterizados como ligantes de cavidade (Groove Binder),
metalintercaladores (metallointercalator) e metalinsersores (metalloinsertor) respectivamente. B. Trés
formas de ligacdo de compostos com DNA: ligagdo na cavidade, intercalacdo e insercéo
respectivamente

Fonte: Zeligs et al (2007)

A clivagem de DNA também foi obtida com compostos binucleares de
cobre e a sua atividade foi bastante superior a de seus analogos monucleares
reforcando a teoria da cooperatividade entre os centros metalicos. Compostos de
cobre-histidina demonstraram ter atividade hidrolitica com uma seletividade por
sequéncias GTCG e GTG (CHAND et al, 2000). Um composto de ferro ligado a
bleomicina demonstrou atividade oxidativa através da formacao de hidroxiperdxido
que representaria a forma ativada da bleomicina. Este composto apresenta boa
atividade de clivagem de DNA, mas para que possa ser reciclado e catalizar
multiplas reacdes € necessaria a adicdo de agentes redutores (ROELFES et al,
2000).

Um composto binuclear de ferro(lll) e zinco(ll) (Fe(ll)u-OHZn(I1)OH) e
seus derivados que mimetizam fosfatases acidas purpuras foram recentemente
descritos (NEVES et al, 2007; SEVERINO, 2008) e suas atividades sobre 2,6-
bi(dinitrofenolfosfato) e DNA plasmidial foram descritas.
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O desenvolvimento de compostos de lantanideos como agentes de
clivagem de &cidos nucléicos esta baseado nas caracteristicas citadas anteriormente
e varios compostos foram descritos. Entre eles compostos binucleares de cério
(BRANUN et al, 2001) que promovem uma quebra dupla de cadeia para cada dez
quebras simples, o que significa que o segundo corte na dupla fita ndo pode ser
atribuido a outra quebra aleatéria de DNA, demonstrando seletividade na sua
atividade. Esta seletividade pode estar relacionada a sensibilidade dos ions
metalicos ao ambiente e é suportada por trés situagdes: 1) interdependéncia do
reconhecimento do substrato e ligacdo dos dois ions metalicos, 2) utilizagdo de ions
com niveis rigorosos de requerimentos de coordenacao para desestabilizar a ligacdo
enzima-substrato e liberar o produto e 3) dependéncia do ambiente eletrostatico
pelos residuos cataliticos e dos acidos nucléicos para formacao do nucledfilo e para
movimentacado do ions metélico durante a reacao de transferéncia do grupo fosforil
(YANG et al, 2006).

Compostos ternarios de cobre(ll) complexados a metil-L-cisteina [Cu(SMe-
L-cys)(B)(H(2)O)(X) (1-4), onde B ¢é 2.2-bipiridina, 1,10-fenantrolina,
dipiridoquinoxalina and dipiridofenazina, demonstraram atividade de clivagem de
DNA oxidativa e capacidade de realizar multiplas reacdes apds sofrer processo de
reducao fotoinduzida por luz visivel (PATRA, Nethajl e Chakravarty, 2007). Mono e bi
adutos de compostos de Fe(lll) com ligante dppz ([Fe(dppz)]Cl; e [Fe(dppz):]Cls)
também foram sintetizados e sua interacdo com DNA de timo de vitelo foi estudada
por espectrofotometria e dicroismo circular. Estes se mostraram exelentes
intercalantes promovendo aglutinacdo de DNA e elevagdo de sua temperatura de
desnaturacao (TERENZI et al, 2009).

1.2.3 Fatores que Afetam a Atividade de Clivagem de DNA dos Compostos
Metalicos

Existem varios fatores que podem influenciar a habilidade dos compostos
metéalicos de cortar DNA. Dentre estes podemos salientar os centros metalicos, os
ligantes e co-fatores tais como: pH, forca ibnica do meio, temperatura e tempo de
reacao (JIANG et al, 2007). Alguns destes serdo tratados a seguir.
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1.2.3.1 Natureza dos ions metalicos

1.2.3.1.1 Centros Metalicos

Propriedades intrinsecas dos centros metélicos sdo determinantes na
habilidade de clivar o DNA por compostos metalicos. Metais de transi¢cdo envolvidos
em oxidacao de nucleotideos, mais especificamente de suas bases, determinam se o
mecanismo sera transferéncia de elétrons, formacdo de EROs ou ERMOs. Podem
definir também pela fotoclivagem de DNA ou como é o caso do zinco, podem
promover preferencialmente a hidrélise da ligacéo fosfato (MANCIN et al,2005).

1.2.3.1.2 Potencial Redox dos ions Metalicos

A clivagem oxidativa induzida por compostos metdlicos acontece
freqUientemente através de ciclos redox entre diferentes estados de oxidacdo dos
ions metalicos. Desta maneira, o potencial redox destes ions é um indice bastante
util para a avaliacao da habilidade de clivagem de DNA por parte destes ions, sendo
normalmente mais efetivos os compostos com o maior potencial redox (Jiang, 2007).

1.2.3.2 Ligantes

1.2.3.2.1 Necessidades Estruturais

Muitos sdo os exemplos de necessidades estruturais que podem
exemplificar as diferentes necessidades de estruturas capazes de posicionar
corretamente os ions metédlicos junto a estrutura do DNA. O complexo Cu-
prodigiosina corta DNA por oxidacao (Figura 8), atividade esta que se origina da
complexacado do Cu(ll) por uma estrutura tripirrélica rica em elétrons (PARK et al.
2003). Qualquer modificacdo ou substituicdo dos anéis pirrdlicos (Figura 8) diminui

ou até mesmo torna o composto inativo (JIANG et al, 2007).
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Figura 8: Prodigiosina e seus derivados que quando complexados ao Cu(ll) formam compostos com
atividade de clivagem de DNA e também compostos inativos. Alteragdes na estrutura do ligante
perturbam o ambiente do centro metalico

Fonte: JIANG et al (2007)

1.2.3.2.2 Carga dos ligantes

Uma vez que o DNA é carregado negativamente, as altas cargas positivas
de muitos dos compostos metalicos tende a conferir a estes uma maior afinidade
pelos &cidos nucléicos e desta maneira aumentar a atividade destes compostos
(JIANG et al, 2007).

1.2.3.2.3 Estrutura Planar

A estrutura planar dos ligantes é mais um fator que influencia a atividade
de clivagem de DNA dos compostos, pois esta planaridade, como por exemplo um
grupo fenila pode aumentar o potencial de ligacdo das metalonucleases por

intercalacdo. Um exemplo desta caracteristica pode ser dado pelos compostos
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[Cu(dppt)Clz] e [Cu(pta)Cl,] (Figura 9) que possuem duas formas, uma nao planar e
outra planar. O segundo complexo possui maior capacidade de ligacao e atividade
de clivagem de DNA (WANG et al, 2004). Também pode-se afirmar que compostos
com uma maior estrutura planar podem mais facilmente ser ativados ou por foto

inducao ou por co-fatores.

Figura 9: Estrutura dos compostos [Cu(dppt)Cl,] e [Cu(pta)Cl,] que apresentam atividades de ligacao
e quebra de DNA distintas, sendo o segundo o mais ativo devido a planaridade de sua estrutura
Fonte: JANG et al, 2007

1.2.3.2.4 Configuracao Geométrica

A configuracdo geométrica de ligantes, incluindo as formas cis e trans e
dextrégina (D) de levégina (L), podem influenciar a eficiéncia e a seletividade dos
compostos. Bragos laterais de compostos de dioxiciclanos contendo metades de
quinoxalina tem sua atividade controlada pelas formas cis e trans (HEGEDUS et al,
2003). A forma cis-quinoxalina tem uma atividade muito maior que a forma trans-

quinoxalina (figura 10).
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Figura 10: Atividade de clivagem de DNA das formas cis e frans de compostos de Ni demonstrando a
influencia da configuracdo geométrica na habilidade dos mesmos em cortar o DNA
Fonte: HEGEDUS et al (2003)

1.2.3.2.5 Fatores Estéreos

O efeito estéreo de compostos metalicos pode influenciar a sua ligacao ao
DNA e, desta maneira, proporcionar diferentes atividades de clivagem desta
molécula. Este efeito de impedimento pela forma da molécula pode ser demonstrado
através dos compostos [Cu(dppt)Cl2] e [Cu(pta)Cl;] ja citados e representados na
figura 9. Outras situacbes poderiam ser exemplificadas pela maior atividade
composto [Cu(phen)]?* sobre seu analogo constituido por duas fenila [Cu(phen)z]?*.
Curiosamente em outras situacées compostos binucleares tem mais atividade que
seus analogos com um sé ligante (JIANG et al, 2007).

1.2.3.3 Co-fatores e Condicoes de Reacao

1.2.3.3.1 Co-fatores
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A atividade e/ou especificidade de muitas metalonucleases, principalmente
para compostos de atividade oxidativa, podem ser afetadas fortemente pela natureza
e concentracées de oxidantes como KHSO, ou H.O, e redutores como &cido
ascérbico, acido mercaptopropionico, glutationa, ditiotreitol, entre outros. Em
compostos de cobre-fenantrolina, a atividade é sempre uma ordem de magnitude
maior em presengca de 4&cido ascorbico do que em presenca de acido
mercaptopropidnico. Esta diferenca pode ser explicada, ou pela formagdo de um
intermediario inativo para o DNA por parte do acido mecaptopropiénico ou pela
formacao de H>O, pela oxidacao do acido ascorbico (BALES et al, 2005).

A influéncia da concentragdo do co-fator também é complicada, pois pode
produzir espécies reativas de oxigénio e também estar envolvido em ciclos redox dos
compostos. O aumento da concentragdo normalmente aumenta a atividade do
composto, mas seu excesso pode reduzir espécies reativas de oxigénio formadas
(JIANG et al, 2007).

1.2.3.3.2 Valores de pH e forca idonica

Para muitas metalonucleases, o pH pode ter um efeito primario em sua
atividade, similar ao efeito acido/base das enzimas naturais. A selegdo de um pH
6timo para o composto é crucial para a eficiéncia da atividade de clivagem de DNA,
que pode variar de acordo com a natureza dos ions metdlicos, estados de
protonacgéo, co-fatores e concentragdo dos substratos.

O aumento da forca ibnica pode alterar a capacidade dos compostos de se
aproximar do DNA resultando na reducdo da atividade de clivagem. Entao,
condices idnicas ideais sao essenciais para o corte eficiente da molécula (JIANG et
al, 2007).

1.3 PROTEINAS

As proteinas sdo moléculas de estrutura complexa e massa molar elevada

(de 5.000 a 1.000.000 ou mais unidades de massa atdmica), sintetizadas pelos
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organismos vivos através da condensacao de um grande numero de moléculas de
alfa-aminoacidos, através de ligacdes denominadas ligacdes peptidicas.

Os aminoacidos, unidades estruturais basicas das proteinas, sao
constituidos por um grupamento amina, uma carboxila, um atomo de hidrogénio e
um radical (R) todos ligados a um carbono alfa. As cadeias laterais podem ser
alifaticas ou arométicas, conter atomos de enxofre, possuirem caracterisiticas acidas
ou basicas e/ou possuirem carga. Nas proteinas somente sao utilizadas as formas L
dos aminodcios (Figura 11).

L—-isOmero D - isOmero

Figura 11: Estrutura basica dos aminoacidos apresentando seus dois isébmero (L e D) que séo
imagens especulares. R indica a cadeia lateral
Fonte: BERG; TYMOCZKO e STRYER (2008)

As ligacoes peptidicas que normalmente unem estes aminoacidos
constituem da reagdo entre uma carboxila com um grupamento amino com a
liberacdo de uma molécula de agua. (Figura 12). Energeticamente a reacao tende a
hidrélise, sendo entdo necessaria energia para o seu estabelecimento (BERG;
TYMOCZKO e STRYER, 2008).
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Ligacdo Peptidica

Figura 12: Formacao de uma ligagao peptidica
Fonte: BERG; TYMOCZKO e STRYER, (2008)
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As proteinas sdo normalmente organizadas em trés ou quatro niveis
estruturais que sao definidos por ganho de complexidade na arquitetura das
moléculas.

O primeiro nivel estrutural € dado pela seqiiéncia de aminoacidos ao longo
da cadeia polipeptidica. E o nivel estrutural mais simples e mais importante, pois
dele deriva todo o arranjo espacial da molécula. Sao especificos para cada proteina,
sendo geralmente determinados geneticamente. Sua estrutura primaria € somente a
seqléncia dos aminoacidos, sem se preocupar com a orientacdo espacial da
molécula. Suas ligacoes sao ligacdes peptidicas.

O segundo nivel estrutural é determinado pelo arranjo espacial de
aminoacidos préximos entre si na sequéncia primaria da proteina. Seus principais
arranjos sao a alfa-hélice e a folha-beta, possuindo também as voltas que sao
regides localizadas entre as anteriormente citadas. As alfa-hélices sao estruturas em
espiral formadas por ligagdes de hidrogénio entre o primeiro € o quarto aminodcido,
0 segundo e o quinto e assim por diante (Figura 13 A). Cada amnoacido relaciona-se
com o seguinte por uma distancia de 1,5 A e uma rotagdo de 100° perfazendo 3,6
radicais de aminoaciodos por volta de hélice. As folhas-beta sdo constituidas por
fitas pregueadas nas quais os amino4cidos estdo distantes 3,5 A entre si e esta fitas
sao estabilizadas por ligacées de hidrogénio entre grupamentos NH e CO de fitas

adjacentes e ndo do mesmo filamento como nas alfa-hélices (Figura 13 B).

A B

Figura 13: Representacao das estruturas de alfa-hélice (A) e folha-beta (B) nas formas de fita e bolas
e hastes respectivamente. As pontes de hidrogénio estao representadas por linhas pontilhadas azuis
entre os grupamentos CO e NH. Nas folhas-beta estao representadas fitas paralelas e antiparalelas
Fonte: BERG; TYMOCZKO e STRYER (2008)
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O terceiro nivel estrutural resulta do enrolamento da a-hélice ou da folha
pregueada, sendo estabilizado por ligacoées de hidrogénio e ligacdes dissulfeto. Esta
estrutura confere a actividade biologica as proteinas. Este descreve o dobramento
final de uma cadeia, por interagdes de regides com estrutura regular, ou de regioes
sem estrutura definida, podendo haver interacbes de segmentos distantes de
estrutura primaria, por ligagdes nédo covalentes (Figura 14 A e B). A estrutura
terciaria é caracterizada pelas interacoes de longa distancia entre aminoacidos,
denominadas interacdes hidrofébicas, e pelas interacdes elestrostaticas (BERG;

TYMOCZKO e STRYER, 2008).

Figura 14: Estrutura terciaria da proteina mioglobina caracterizada por uma série de alfa-hélices e
voltas, grupo Heme e dtomo de ferro. O modelo de bolas e hastes é demonstrada na figura 14 Ae o
modelo de fitas e linhas na figura B.

Fonte: BERG; TYMOCZKO e STRYER (2008)

O quarto nivel estrutural ocorre quando as proteinas sdo compostas de
mais de uma cadeia polipeptidica produzida através de interagdes entre cadeias
idénticas entre si provenientes do mesmo gene ou diferentes provenientes de genes
diferentes. Estas interacées sédo guiadas e estabilizadas pelas mesmas interacdes da
terciaria. A juncao de cadeias polipeptidicas pode produzir diferentes fungdes para
as proteinas Um dos principais exemplos de estrutura quaternaria é a hemoglobina
(Figura 15) cuja estrutura é formada por quatro cadeias polipeptidicas sendo duas
alfa e duas beta (BERG; TYMOCZKO e STRYER, 2008).
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Figura 15: Estrutura da molécula de hemoglobina representando o quarto nivel estrutural das
proteinas através da presenca de duas subunidades alfa (vermelho) e duas subunidades beta
(amarelo). Os grupamentos heme estdo demonstrados em preto com os atomos de ferro em violeta.
Fonte: BERG; TYMOCZKO e STRYER (2008)

1.4 PROTEASES

Ligagdes peptidicas sao bastante estaveis em condi¢cdes naturais,
caracteristica esta que se reflete na sua meia vida para hidrélise espontanea, que é
de aproximadamente 500 anos na temperatura ambiente e pH 7 (OLIVEIRA et al,
2005). Quando a quebra de peptideos se faz necessaria em sistemas bioldgicos
enzimas que aceleram estas reac¢des se fazem necessarias.

Proteases (proteinases, peptidases ou enzimas proteoliticas) sdo enzimas
que quebram ligacées peptidicas entre os aminoacidos das proteinas. Proteases
realizam fungdes essenciais em todos os organismos vivos. Elas foram inicialmente
reconhecidas como enzimas de acao proteolitica do suco gastrico que estariam
envolvidas na degradacao das proteinas da dieta alimentar. No entanto, os avancos
da biologia molecular e bioquimica trouxeram uma nova visdo na qual proteases,

além de suas fungbes nao especificas, possuem outras altamente seletivas,
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limitadas e eficientes no metabolismo celular p6s traducional. Processos proteoliticos
influenciam na ovulagdo, fertilizagdo, desenvolvimento embriondrio, formagéo de
0ss0s, controle do remodelamento de tecidos, crescimento neuronal, apresentagao
de antigenos, regulacdo do ciclo celular, regulacdo dos processos imunoldgicos,
ativacao celular, cura de ferimentos, angiogénese e apoptose. Alteracées na
estrutura e nos padrdes de expressao de protease estdo envolvidas em processos
patolégicos tais como céancer, artrite, osteoporose, doencas neurodegenerativas e
cardiovasculares. Esta grande variedade de fungdes deriva da evolucao a partir de
enzimas simples cuja funcdo era de meras unidades cataliticas inespecificas, através
de proteinas gigantes, tais como a tripeptidil peptidase Il, até maquinas precisas de
degradacdo de proteinas como o complexo proteossomo. Em termos de
especificidade algumas proteases mostram atividades bastante restritas a um
pequeno grupo de proteinas ou até mesmo a somente uma proteina, enquanto
outras séo claramente promiscuas. Proteases também utilizam distintas estratégias
para definir suas atividades intra e extracelulares, e na maior parte das vezes atuam
em integracao de diferentes substratos, proteases, inibidores, receptores e proteinas
de ligacao (PUENTE et al, 2003).

O degradoma, que € o conjunto de proteases de um organismo expresso
em seus diferentes momentos fisiolégicos em diferentes tecidos, ja conta nos seres
humanos com mais de 553 enzimas diferentes definidas como endopeptidadases,
quando quebram ligacées peptidicas dentro da cadeia de aminoacios, ou
exopeptidades, quando atuam nas regides N ou C terminais destas (PUENTE et al,
2003). Estas enzimas também podem ser classificadas como proteases de serina,
proteases de treonina, proteases de cisteina, proteases de acido aspartico,
metaloproteases e proteases de acido glutamico. As primeiras trés, na quebra da
ligacdo peptidica, utilizam um mecanismo que envolve a formacao de um residuo de
aminoacido, serina, treonina ou cisteina, respectivamente. No caso das trés
seguintes, o processo envolve a formacao de uma molécula de agua nucledfila que
ataca o grupamento carbonila da ligagao peptidica (PUENTE e LOPEZ-OTIN, 2004).
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1.4.1 Compostos Metalicos com Atividades de Clivagem de Proteinas

Compostos metalicos que clivam peptideos estao entre as substancias que
mimetizam enzimas que demonstram possibilidade de uso em uma grande variedade
de situaches, tais como seqlenciamento de proteinas e prote6mica. Quando a
clivagem de proteinas assistida por metais € realizada em condicdes néao
desnaturantes de temperatura e pH, o seu uso pode ser estendido para o estudo das
funcbes protéicas e analise de estruturas, analise do dobramento de estruturas,
mapeamento de sitios ativos, sitios de ligacdo de metais e ligantes, mudancas
conformacionais na estrutura das proteinas induzidas por ligantes, geracdo de
proteinas semi sintéticas e terapéutica (LEE e SUH, 2009).

Muitas drogas que atuam sobre doencas relacionadas a proteinas tais
como receptores, funcionam através da sua ligagdo com as proteinas-alvos
inativando-as através de sua permanéncia no sitio de ligacdo. Drogas baseadas em
substancias capazes de clivar peptideos, preferencialmente de maneira seletiva,
apresentariam muitas vantagens, pois as quantidades necessarias seriam bastante
reduzidas uma vez que ao fim da reacdo a droga catalitica estaria livre para reagir
novamente com outra molécula-alvo.

As moléculas que clivam peptideos podem ser divididas em grupos
referentes a sua forma de agir, estrutura e necessidade, ou nao, de cofatores para
realizar as reacoes (LEE e SUH, 2009).

1.4.1.1 Compostos Metalicos Que Necessitam de Co-fatores Oxiredutores Para
Clivagem de Peptideos

Estudos foram realizados com compostos metalicos em combinagdo com
aditivos oxiredutores para obter tanto atividade oxidativa quanto hidrolitica. Varios
ions metalicos foram utilizados, tais como Cu(l)/Cu(ll), Fe(Il)/ Fe(lll), Cr(lll), Ce(V) e
Ni(ll) (LEE e SUH, 2009). A seletividade destes complexos foi obtida ligando-se os
mesmos a moléculas organicas que reconheciam proteinas. Como exemplo, para
obter um ataque seletivo a calmodulina um composto de EDTA foi ligado ao agonista

desta substancia, a trifluoroperazina. Este composto promovia o corte seletivo do
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composto em presenca de Fe(ll), O, e ditiotreitol (LEE e SUH, 2009 apud
SHEPARTZ e CUENOUD, 1990) .

1.4.1.2 Compostos Metalicos Que Nao Necessitam de Co-fatores Oxiredutores
Para Clivar Peptideos

Varios compostos de cobalto(lll) ja foram testados quanto a sua
capacidade de hidrolizar peptideos. Esta capacidade é dependente de um aumento
da reatividade do centro metdlico, ou da concentracdo efetiva deste metal sobre a
ligacdo peptidica a ser atingida. A reatividade pode entdo ser modulada por
alteracées do microambiente por inducdo de colaboragcdo com grupos cataliticos
adicionais, ou pela modificacao da estrutura do ligante do centro metalico.

Ja foi observado que a atividade proteolitica de um complexo de Cu(ll) e
cicleno € aumentada quando este é ligado a derivados de poliestirenos. Este
aumento de atividade pode ser atribuido ao micro-ambiente hidrofébico criado (LEE
e SUH, 2009).

OLIVEIRA et al (2005) descrevem dois complexos de Cu(ll), [Cu(HL1)CI2]
e [Cu(L1)Cl], com atividade de clivagem de proteina sobre BSA e Taq DNA
polimerase. Estes complexos sintetizados a partir de uma reacdo de cloreto de
cobre(ll) e o ligante 2-[(bis(piridiimetil)amino)metil]-4-metil-6-formilfenol (HL1) em
condicoes distintas apresentam atividade proteolitica aparentemente especifica, pois
formam fragmentos especificos apo6s as reacdes de protedlise que provavelmente é
hidrolitica.

1.5 ATIVIDADE DE COMPOSTOS METALICOS SOBRE SISTEMAS VIVOS:
GENOTOXICIDADE

A interacao direta ou indireta com o DNA de células vivas, tanto de
organismos unicelulares como pluricelulares pode, na maioria dos casos, originar
alteracées no codigo genético destas células. Alteracbes estas que podem ser
transitérias, possiveis de serem reparadas pelos sistemas de reparacao de DNA,

quanto permanentes, que podem afetar células somaticas ou até mesmo
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germinativas e, desta maneira, ganham capacidade de se perpetuar através de
geracoes.

A genotoxicidade estuda sob os aspectos genéticos, o que perturba a vida
ou induz a morte, tanto a nivel celular como de organismo. A genotoxicidade € uma
especialidade relativamente recente e se situa na interface entre toxicologia e
genética, por isto, denominada freqlentemente de genética toxicoldgica.
(ERDTMANN, 2003).

1.5.1 Agentes Genotoéxicos

Constantemente, humanos sdo expostos a varios tipos de agentes
genotoxicos, seja pela ingestdo de alimentos e bebidas, pela inalacdo de fumaca e
irradiacdes diversas do meio ambiente, contaminantes atmosféricos impregnados no
solo, na agua e no ar. (ERDTMANN, 2003).

Esta exposicao pode causar diversos efeitos sobre nossa saude, alguns
destes sdo expressos imediatamente, enquanto outros levam anos ou décadas para
se manifestarem. Os principais efeitos sdo o cancer e doencas genéticas nas
geracdes seguintes. Continuadamente, pesquisas estao sendo feitas para identificar
0s agentes genotbxicos, com o objetivo de reconhecer condicoes da exposicdo
danosa e monitorar populacdes que podem estar sofrendo exposi¢cao excessiva, com
o objetivo de prevenir conseqiéncias adversas sobre a populacdo (ERDTMANN,
2003).

1.5.2 Dano Genético e Mutacao

A mutacao é definida como sendo qualquer alteracao permanente no DNA
que nao pode ser explicada pela recombinagédo. Esta mutacdo normalmente provém
de danos causados a molécula de DNA que ndo puderam ser corretamente
reparados pelos sistemas de reparacdo de DNA normalmente presentes na célula.
Mas quando analisa-se todo o processo de alteragdo do DNA, vamos notar que
alguns sdo chamados de normais, pois sdo previstos e regulados geneticamente.
(NELSON E COX, 2002).
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De acordo com a etiologia, as mutacbes e/ou os danos genéticos sao
classificados em espontaneos, quando ocorrem sem que haja a interferéncia de
qualquer agente capaz de provoca-los, e induzidos, quando ocorrem com freqiiéncia
aumentada pela acao de agentes fisicos e/ou quimicos conhecidos, denominados de
agentes mutagénicos. A maioria destes agentes atua diretamente sobre o DNA, seja
promovendo a alteragdo da estrutura, troca, retirada ou adicdo de pares de bases
(nucleotideos). Outras vezes podem intercalar-se ou incorporar-se ao proprio DNA,
com efeitos como quebras simples e duplas nos cromossomos, que podem dar
origem a aberragdes cromossdmicas como inversdes, translocagbes, adi¢cdes e
dele¢des entre outras (ZAHA, 2003).

Uma série de problemas podem decorrer das mutacdées. Na grande
maioria das vezes, os resultados das mutagdes sao maléficos, incluindo ma-

formacao, cancer, envelhecimento e morte (ERDTMANN, 2003).

1.5.3 Testes Genotoxicologicos e Mutagénicos

Varios testes genotoxicoldgicos ja foram propostos e, em sua maioria,
visam avaliar danos fixados, ou seja, mutacdes pontuais ou alteracbes
cromossdmicas, tais como testes de Ames e micronucleos. Outros avaliam os danos
produzidos ao DNA que em um ambiente intracelular ainda podem ser passiveis de
reparacao, fiel ou nao, como por exemplo, o teste cometa (Sigle cell gel
eletrophoresys) utilizado neste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Analisar a interacao de compostos metalicos com DNA e com proteinas,

através da atividade de clivagem de DNA, genotoxicidade, atividade proteolitica,

espectrofotometria e atividade antibacteriana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Andlise da atividade de clivagem de DNA pelos compostos através de sua
reacdo com DNA plasmidial e emprego de técnicas de eletroforese para
verificagcdo de concentracdo e pH o6timos, forma de atuacao e parametros

cinéticos.

Verificagdo de atividade dos compostos sobre DNA através de testes de
genotoxicidade (teste cometa) em sangue periférico de camundongos e

leucocitos humanos totais.

Andlise da atividade de clivagem de proteina pelos compostos através de sua

reacao com a proteina BSA e emprego de técnicas de eletroforese.

Analise da interagdo dos compostos com a proteina BSA e DNA de timo de

vitelo por espectrofotometria de varredura e dicroismo circular.

Verificacdo da atividade antibacteriana frente a bactérias Staphylococus
aureus e Escherichia coli (gram+ e gram-) para verificacdo de concentracao
inibitdria minima e concentracao letal de 50% (CLsy).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COMPOSTOS

3.1.1 Compostos binucleares de Cobre [Cux(H-OH)L,]

Os compostos desta familia, [Cux(u-OH)(Ca1H330Ng)]** (composto 1)
[Cuz(u-OH)(C27H330N3)(ClO4)]" (composto 2) e [Cuz(u-OH)(Ca7H2402N4)]" (composto
3) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Nicolas A. Rey, do Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia (LABINC), do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob a orientacdo do Prof. Dr. Ademir
Neves. Estes trés compostos diferem entre si pela estrutura e combinacédo de seus
ligantes. Sdo modelos miméticos de catecol oxidases, que pertencem a classe das
oxiredutases e sdo encontradas em vegetais. Estas catalisam a reacao de oxidacao
de catecéis as suas correspondentes quinonas envolvendo dois elétrons associados
com a reducdo de oxigénio molecular para agua. . Os modelos utilizados neste
trabalho contém um centro dinuclear de Cu(ll) em seu sitio ativo e suas estruturas

estdo descritas na figura 16.

Figura 16: ORTEP do composto binucleares de [Cu,(p-OH)Ly] 1 (A) 2 (B) e 3 (C)

3.1.2 Compostos Mono e Binucleares de Ferro

Os compostos mono e binucleares de Fe(ll), sintetizados por Parrilha
(2008) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Adolfo Horn da Universidade Federal



53

Fluminense, Niter6i, Rio de janeiro, em um trabalho de cooperacdo com este
laboratério.

No composto [Fe(HPCINOL)(SO4)]>-4-0x0.6H.O (composto 4) os dois
atomos de ferro estdo coordenados por duas piridinas, uma amina e um alcool do
ligante HPCINOL, uma ponte oxo e um ion sulfato monodentado. A estrutura € um
dimero unido pela ponte oxo (Figura 17 A). Este composto é bastante soluvel em
agua e apresenta 4 pontos de protonacao/desprotonacdo com valores pKa de
2.77(3), 4.34(6), 8.07(4) e 8.58(8) (PARRILHA et al, 2008).

No composto [Fe(HPCINOL)CI;].NOs (composto 5) um atomo de Fe(ll)
esta coordenado por duas piridinas, uma amina e um alcool do ligante HPCINOL,
mais uma oxidrila e dois ions cloro monodentados (Figura 17 B).

Bastante semelhante ao composto anterior, no  composto
[Fe(HPCINOL)(Cl)]o-p-0x0.6H,O (composto 6) os dois atomos de ferro estao
coordenados por duas piridinas, uma amina e um alcool do ligante HPCINOL, mais
uma ponte oxo e um ion cloro monodentado. A estrutura € um dimero unido pela

ponte oxo (Figura 17 C). Este composto € possui alta solubilidade em agua.
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Figura 17: ORTEP dos compostos [Fe(HPCINOL)(SO,)].-p-0x0.6H,O ou composto 4 (A),
[Fe(HPCINOL)CI,].NO3 ou composto 5 (B) e [Fe(HPCINOL)(Cl)]2-p-0x0.6H,O ou composto 6 (c)

3.1.3 Compostos Binucleares de Ferro(lll)Zinco(ll)

Foram sintetizados (PERALTA, 2005) quatro novos complexos
heterobinucleares de Fe(lll)Zn(ll) biomiméticos da enzima fosfatase acida purpura.
Estas enzimas sao responsaveis pela imobilizacdo de ésteres orgéanicos de fosfato
em plantas; pelo transporte de ferro durante a gestacdo, em mamiferos e pela

geracao de espécies ativas de oxigénio macréfagos especificas.
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Os compostos modelos diferem entre si pela adicdo de substituintes
(doadores ou receptores de elétrons) ao ligante polidendado principal. Sdo entao
nomeados: FeZnCHj; FeZnH, FeZnBr e FeZnNO2 (compostos 7,8,9 e 10
respectivamente). Estes complexos foram descritos primeiramente por Neves et al.
(2007) e sua estrutura geral esta demonstrada na figura 18 A e B.

B
CHs
N N
. 2> . 3* N
Zn Fe
(o] 0

oH, H  OH,

R= H, CH,;, NO, ou Br

Figura 18: Ortep do composto FeZnH (A) e representacdo esquematica dos compostos binucleares
de Ferro(lll) e Zinco(ll) biomiméticos de fosfatases acidas pupuras (B) onde R é OH, CH3, BR ou NO..
Fonte: Neves et al, (2007)

3.1.4 Compostos Mononucleares de Fe(ll) Derivados de Fenantrolina

Estes compostos, derivados de fenantrolina que combinada a metais
apresenta normalmente a capacidade de intercalar nos sulcos maior e menor do
DNA (GHARAGOZLOU, 2008, apud SIGMANN et al, 1979) foram gentiimente
cedidos pelo Dr. Fabio da Silva Miranda, quando aluno do Programa de Pés-
Graduacao em Quimica sob a coorientacdo do Prof. Dr. Ademir Neves e estao
divididos em dois grupos. O composto do primeiro grupo, nomeado [Fe(dpg-
dtZol)2(OH.)2] (composto 11), esta estruturado em um nlcleo de Fe(ll) que
coordena duas unidades do ligante dpg-dTzoll e duas moléculas de agua. O ligante é
constituido de uma molécula derivada de fenantrolina, a dipirido[3,2-f:2',3'-
hlquinoxalinas (dpqg) e duas unidades de tetrazol associadas, que lhe conferem
melhor solubilidade em agua e grande quantidade de atomos de nitrogénio para
estabelecimento de ligacdes de hidrogénio. As possiveis formas do composto (cis e

trans) estdo demonstradas na figura 19.
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Figura 19: Representacdo esquematica do composto 11 ([Fe(dpq-dtZoI)g(OH2)2]+2) nas formas cis e
trans respectivamente.
Fonte: Miranda (2008)

O segundo grupo é constituido por compostos mononucleares de Fe(ll)
complexados a trés unidades de ligantes que ocupam todos o0s centros de
coordenacdo do metal. Estes compostos foram nomeados [Fe(dpq)s]® (composto
12), [Fe(dpgQX)s] (composto 13) e [Fe(dppz)s]™® (composto 14) onde dpq é
dipirido[3,2-f.2',3"-h]quinoxalina, dpgQX €& dipirido[3,2-a:2',3"-c]quinoxalinal2,3-
blquinoxalina monohidratada e dppz é dipirido[3,2-a:2',3"-c|[fenazina. As provaveis

estruturas destes complexos estao descritas na figura 20A, B e C respectivamente.
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Figura 20: Representagao esquematica dos compostos 12 ([Fe(dpq)s ] A), 13 ([Fe(dquX)g]+2 -B)e
14 ([Fe(dppz)s]®- C)
Fonte: Miranda (2008)

3.2 INTERAGAO COM DNA “IN VITRO”: ATIVIDADE DE CLIVAGEM DE DNA

Além de sua forma normal superenovelada (F 1) o DNA plasmidial pode
possuir a forma circular aberta (F Il) e a forma linear (F Ill). Quebras na dupla hélice

fazem com que a forma superenovelada transforme-se em forma circular aberta
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através de quebras simples e forma linear através de quebra dupla de cadeia (Figura
21). Todas as trés possuem velocidades de migracao eletroforética diferenciadas,
apresentando-se como bandas distintas em géis de eletroforese, como demonstrado
nas figuras 22 e 23 (Sreddhara and Cowan, 2001).

PR Corte core am
ambas fitas
Superenovelado  Circular aberto Linear
formal formall forma lll
Fl Fll Fil

Figura 21: Esquema de Corte da Molécula de DNA Plasmidial
Fonte: modificado de Berg; Tymoczko e Stryer, (2004)

Fll

Flll

Fl

Figura 22: Fotografia de um gel de agarose demonstrando a separagdo das formas do DNA
plasmidial
Fonte: autor
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Figura 23: Aparéncia tipica de um gel obtido a partir de analise de concentra¢des variadas de
compostos e consequente corte de DNA plasmidial
Fonte: Mancin et al, 2005

3.2.1 DNA Plasmidial

3.2.1.1 Preparacao de Células Competentes

Essa metodologia foi empregada com a finalidade de tornar cepas
bacterianas capazes de incorporar facilmente fragmentos de DNA, através de
tratamento quimico, conforme procedimento descrito por AUSUBEL et al. (2002).

A partir de uma pré-cultura de bactéria E.coli DH5alfa 4 mL de células
bacterianas foram inoculados em 300 ml de meio LB liquido (peptona 1%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 1% em pH 7,5). Esta cultura foi incubada a 37°C, sob agitacao
(140 rpm), até atingir DO Asgy = 0,4 (aproximadamente 18 horas). Apds esta etapa a
cultura bacteriana foi dividida em aliquotas em tubos de centrifuga e mantida em
banho de gelo por 10 minutos. As aliquotas foram centrifugadas por 7 minutos a
1600 x g a 4 °C, o sobrenadante foi desprezado, foiram acrescentados 10 mL de
solucao de CaCl, gelada(CaCl, 60 mM, glicerol 15%, tampao PIPES 10 mM pH 7,0)
seguido de nova centrifugacado por 5 minutos,1600 x g a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado restante foi suspenso em 10 ml de solugcao de CaCl,, e

mantido em banho que gelo por 30 minutos. Este material foi centrifugado mais uma
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vez por 5 minutos em 1600 x g a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspenso em 1,5 ml de solucédo de CaCl,, e entdo dividido em aliquotas de 50 pl

e armazenadas em freezer (-80 °C), para posterior utilizacdo experimental.

3.2.1.2 Transformacao das Células Bacterianas Competentes

A transformacdo bacteriana tem por objetivo introduzir o plasmidio
desejado nas bactérias competentes, através do choque térmico. Com esse método
obtém—se em placas de petri com meio sélido, coldénias de bactérias transformadas
com o plasmideo desejado. (AUSUBEL, 2002).

Solugdes contendo as bactérias competentes e o plasmidio desejado
foram retiradas do freezer -80°C e descongeladas em banho de gelo. Foram
transferidas 10 uL de solucao de plasmidio para um tubo de ensaio com 50 pl de
suspensao de bactérias, onde foram mantidos em repouso por 15 minutos em banho
de gelo. Um choque térmico em banho Maria a 42°C por 1 minuto foi aplicado
seguido da adicao ao tubo de 1,0 mL de meio LB liquido. Este foi levado para uma
estufa 37°C por 60 minutos. ApGs este periodo o tubo foi centrifugado por 2 minutos
a 5000 x g, e foram retirados 750 pL do sobrenadante, ressuspendendo as células
bacterianas nos 250 pl restantes. Esta suspensado de bactérias foi plaqueada com
ajuda de uma alca de vidro, em uma placa de petri contendo o meio LB sélido
(peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, agar 1,5% em pH = 75) e
ampicilina (100 pg/ml de meio LB — antibiético utilizado para a sele¢cdo das bactérias
portadoras do plasmidio). Esta placa foi levada para estufa a 37 °C e incubada por
24 horas para o crescimento bacteriano podendo ser armazenada em geladeira por

no maximo 10 dias.
3.2.1.3 Extracao de DNA Plasmidial a Partir de Células Bacterianas
A extracdo foi realizada utlizando-se o HiSpeed™ Plasmid Maxi Kit,

QIAGEM, onde se seguiu o protocolo padrao do fabricante, como mostrado na figura
24, que representa esquematicamente o processo de extracdo do DNA plasmidial. A



59

partir deste procedimento obtem-se normalmente quantidades superiores a 90% de

DNA plasmidial intacto, que se mantém em sua forma superenovelada.

Protocolo HiSpeed

Ceélulas bacterianas

Lisado alcalino

1 Adicionar

i I
Clarear lisado por l’ 'Soprapana

filtragcéo usando

7 cartucho QlAfilter Coletar DMNA usandog
QlAprecipitador

1 Eluir

ligar DMNA,

lavar, eluir no

HiSpeed Tip ‘@
1 DNA plasmidial

ultrapuro

Figura 24: Esquema representativo do método da extracdo do DNA
Fonte: QIAGEM, HiSpeed™ Plasmid Maxi Kit

3.2.1.4 Analise de Pureza, Grau de Degradaciao e Quantificacao do DNA
Plasmidial

A quantificagdo e pureza do DNA plasmidial, foi realizada em um
espectrofotobmetro Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences. Para quantificacdo
utiliza-se o programa interno do aparelho que expressa o resultado em ng/uL. Para a
andlise de pureza verifica-se a razdo entre a absorbancia de 4cidos nucléicos (260
nm) sobre a absorbéancia de proteinas (280 nm) onde valores entre 1,8 e 1,9 indicam
uma solugédo de DNA com alta pureza. (OLIVEIRA, 2006). Para analise do grau de
degradacao do DNA realiza-se uma observacao visual em gel de eletroforese.

3.2.2 Verificacao da Atividade de Clivagem de DNA Dependente de pH e
concentracao

Incubacdées contendo 600 ng de DNA plasmidial em diferentes pHs a 50°C
com concentracées variadas dos compostos ou ligantes e sem a presenca dos
mesmos (controles negativos), foram preparadas e tratadas conforme descrito por
SCARPELLINI et al (2003). Apés um periodo de incubacdo de 16 horas foram
realizadas corridas eletroforéticas em gel de agarose com brometo de etideo
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(AUSUBEL et al, 2002), a partir das quais as imagens foram adquiridas. Procedeu-se
a avaliacdo das quantidades proporcionais das trés formas de plasmidios
comparando as diferentes concentragées entre si e com os controles utilizando o
programa Labworks Software v 4.0 (UPV inc.). A intensidade de plasmidio
superenovelado foi corrigida por um fator de 1,47 como um resultado da sua menor
capacidade de corar com brometo de etideo (SREEDHARA, FREED e COWAN,
2000).

Quando o ligante isolado (ndo complexado) era fornecido pelo grupo
encarregado da sintese do composto, o mesmo procedimento era executado para

analise das propriedades deste.

3.2.3 Interacao do composto com moléculas de DNA na presenca de

distamicina

Para avaliar se os compostos atuam através do sulco maior ou do sulco
menor do DNA, foram realizados experimentos em presenca e auséncia de
distamicina (Figura 25) (LANZNASTER et al, 2005), que promove inibigdo
competitiva pela ligacdo na cavidade menor do DNA (HIRAKU, OIKAWA,
KAWANISHI, 2002). O DNA plasmidial foi pré-incubado em presenca e auséncia de
distamicina, na concentracdo de 30 pM e utilizado em incubag¢bes contendo 600 ng.
Estas incubacdes foram realizadas com concentracbes variadas de composto e
controles negativos. As reagdes foram mantidas a 50°C pelo periodo de 2 a 4 horas.
Amostras foram submetidas a eletroforese, fotografadas e analisadas como descrito

anteriormente.
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Figura 25: Estrutura molecular da distamicina (A). B: Ligagao especifica da distamicina (vermelho) ao
sulco menor do DNA

Fonte: Severino, 2008; apud sitio:
http://www.pharmacy.umaryland.edu/courses/PHAR531/lectures_old/ fig/ dna_fig8a.qgif - acessada em
25/04/2006

3.2.4 Interacao dos compostos com moléculas de DNA na presenca de DMSO

Para avaliar se os compostos atuam de maneira hidrolitica ou oxidativa
sobre o DNA, foram realizados experimentos em presenca e auséncia de DMSO,
que captura espécies reativas de oxigénio (SCARPELLINI et al, 2003). O DNA
plasmidial foi incubado em presenca e auséncia de DMSO na concentracdo de 10%
com concentracdes variadas de composto controles negativos. Estas foram mantidas
a 50° C pelo periodo de 2 a 4 horas. Amostras foram submetidas a eletroforese,
fotografadas e analisadas como descrito anteriormente.

3.2.5 Interacao do composto com moléculas de DNA na auséncia de oxigénio

Quando os testes de atividade em presenca de ou auséncia de DMSO
produziram resultados inconclusivos ou que necessitassem de confirmacéo,
experimentos em atmosfera de argénio foram realizados (LANZNASTER et al, 2005).
Estes experimentos tiveram como objetivo classificar como hidrolitica ou oxidativa o
tipo de reacdo ocorrida no corte das moléculas de DNA plasmidial. Para este
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experimento a agua e os tampdes foram deaerados em um dessecador com
atmosfera de pressdo negativa e agitacdo e posteriormente equilibrados em
atmosfera de argdnio. Todas as solucdes foram preparadas em atmosfera de argdnio
gerada em um “saco de manipulagdo” vedado. As incubacdes foram realizadas em
pH 6timo para cada composto, na temperatura de 50°C por 2 a 4 horas em um
dessecador preenchido com argdnio em pressao negativa. [Fe(EDTA)] foi utilizado
como controle para a presenca de oxigénio, uma vez que 0 mesmo somente
promove cortes no DNA de maneira oxidativa, necessitando de oxigénio livre para
gerar espécies reativas de oxigénio (EROS). As mesmas solugées foram
imediatamente utilizadas para experimentos em atmosfera rica em oxigénio
(ambiente). Apds a incubacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose, fotografadas e analisadas como descrito anteriormente.

3.2.6 Cinética de interacao dos compostos com DNA com saturacao de agente
catalitico (cinética pseudo-michaeliana)

A razdo de corte da molécula de DNA em varias concentracbes dos
compostos foi estabelecida. Reagcbes em pHs especificos contendo DNA plasmidial e
concentracdes variadas dos compostos estabelecidas de acordo com o0s
experimentos de atividade dependente de pH e concentragdo (item 3.6.1), foram
incubadas a 50°C e aliquotas foram coletadas em intervalos de tempo determinados
pela atividade anteriormente demonstrada. Cada série de amostras de uma
concentracao foi analisada em gel de agarose como descrito anteriormente e o valor
de sua constante catalitica (Kqps) foi determinado como funcao logaritmica neperiana
(In) de S/Sy onde S é a concentragdo da F | do plasmidio na amostra e SO € a
concentragdo da mesma forma no momento do inicio da reagédo. Estes dados séo
entao graficados versus a concentracdo do composto e analisados como uma reagao
cinética de primeira ordem (Michaelis - Menten) a partir da qual sdo obtidos os
valores de Kqqt € Kiy. A partir destes resultados podem ser calculados os valores de
eficiéncia catalitica e aumento da velocidade de degradacdo da molécula de DNA
comparada com a velocidade de reacdo da clivagem do substrato ndo catalisada
(SREEDHARA, FREED and COWAN, 2000).
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Esta reacdo é chamada de “pseudo Michaelis — Menten”, pois ao contrario
da reacdo original, onde se mantém constante a concentracdo do catalisador
variando a concentracdo do substrato, procede-se de maneira inversa, mantendo
constante a concentracao do substrato. Neste caso é observada uma situacao onde
uma unica reacado ocorre por molécula de catalisador diferentemente da situacao
classica onde varias reacbes sao realizadas por molécula de catalisador
(SREDHARA e COWAN, 2001).

3.2.7 Calculo da Especificidade de Sitio de Corte de DNA

O calculo se baseia na equagao de Cowan, Collis e Grigg (1987), a partir
da equacéao de Freifelder e Trumbo (1969), que utilizam proporgcées das formas Fl,
FlIl e FlIl para calcular a razdo de cortes simples (Fll) e cortes duplos (Flll) através
das férmulas ny = -In(fi(1+n2)) e n. = fiy/(1- fy1), onde ny € o numero de cortes simples,
N2 0 numero de cortes duplos, f; a fracdo da forma superenovelada e f; a fracao da
forma linear. As proporgdes das formas de DNA plasmidial normalmente expressas
como numeros percentuais devem ser expressas sob a forma de fragcdes e os
resultados de n1 e n2 sdo médias de calculos realizados a partir de experimentos em
varias concentracdes. Posteriormente calcula-se a razao entre n; e no. Foi postulado
que um valor de ni/n. = 120, caracteriza o corte duplo como puramente randémico,
portanto, valores baixos de ni/n, caracterizam os cortes duplos como especificos.
Deve-se levar em consideracao o fato de que somente é possivel a determinagao de
ni, Nz € m/nz quando, na mesma reagdo, o DNA assumir no minimo 0,01% de cada
uma das formas (I, Il e lll). Sdo obtidos ainda resultados do numero de cortes
simples por mol (umol no caso) de composto através da divisdo de ni1 pela
concentragdo de composto utilizado no experimento. O resultado é expresso como

uma média calculada a partir de varios experimentos.
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3.3 ANALISE DA INTERACAO DOS COMPOSTOS COM PROTEINAS

Estas andlises visam identificar entre os compostos com atividade sobre o
DNA plasmidial, aqueles com capacidade de atuar como proteoliticos. As técnicas de
estudo sdo descritas a seguir.

3.3.1 Teste de Clivagem de Proteina Albumina de Soro Bovino (BSA)

Neste teste, diferentes condi¢cdes foram utilizadas para cada composto,
alterando as concentracbes do mesmo e a temperatura de incubacéo, de acordo
com os resultados previamente obtidos. A proteina BSA, na concentragdo de 10 uM,
foi incubada em 50 mM de tampao HEPES pH 7,5. No final do periodo de incubagéo
foi adicionada uma aliquota de tampéao para corrida eletroforética 2X (100mM Tris-
HCL pH 6,8; 7% SDS; 20% glicerol; 2% betamercaptoetanol e 0,01% azul de
bromofenol). Estas amostras de proteina foram submetidas a um gel SDS-PAGE
descontinuo (4% e 10% de acrilamida) em cuba de eletroforese vertical (Ausubel et
al, 2002). Os géis foram corados com coomasie blue ou nitrato de prata. As imagens
computadorizadas dos géis foram produzidas para eventual analise e quantificacdo
de proteina utilizando-se o programa Labworks Software v 4.0 (UPV inc.).

3.3.2 Titulacao Espectrofotométrica da Interacao Composto/DNA de Timo de
Vitelo (CT-DNA) e Composto/proteina (BSA)

Estes testes séo realizados com o objetivo de verificar alteragbes na
estrutura dos compostos decorrentes da interacdo com seus substratos.
3.3.2.1 Titulacao Espectrofotométrica da Interacao Composto/DNA de Timo de

Vitelo

Foi utilizada a titulagdo espectrofotométrica dos compostos metalicos em
estudo com CT-DNA para se caracterizar a ligacao destes compostos com moléculas
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de DNA (NAVARRO et al., 2003; BALDINI et al, 2003; ZANG et al, 2004). Para tanto,
foram registrados espectros eletrénicos de varredura UV-Vis de solugbes com
valores crescentes de [CT-DNA]J/[composto], para cada composto. A concentracao
de cada complexo foi previamente determinada por varredura UV-Vis. Foi utilizada
para 0s experimentos a concentracdo que proporcionou um sinal de boa qualidade
com pico de absorcdo bem definido. Estas solugdes foram analisadas imediatamente
apds seu preparo, ou apdés um periodo de incubacdo que permitisse uma maior
interacdo do composto com o substrato. Com esses espectros, foram avaliadas
mudancas na absorcdo dos compostos, bem como deslocamento do comprimento

de onda de absor¢cao maxima.

3.3.2.2 Titulacao Espectrofotométrica da Interacao Composto — Proteina (BSA)

Para estes experimentos foi utilizada a mesma metodologia descrita no
item anterior somente substituindo o DNA de timo de vitelo por proteina BSA em
concentracdes valores crescentes de [CT-DNA]/[composto]. Novamente, com esses
espectros, foram avaliadas mudancas na absorcdo dos complexos, bem como

deslocamento do comprimento de onda de absorcao maxima.

3.4 ANALISE DA INTERACAO COMPOSTO/PROTEINA (BSA) POR DICROISMO
CIRCULAR

Os testes de interacdo composto/DNA de timo de vitelo através de
dicroismo circular foram executados conforme procedimentos descritos por
Gharagozlou (2008), Chandrayan et al (2008) e Fu et al (2008) com adaptacdes.
Reacdes contendo proteina BSA na concentragdo de 10 uM em tampao HEPES
pH7,5 na concentracdo de 10 mM foram estabelecidas com concentracoes
crescentes de composto (0, 10, 20 40, 60 e 80uM) e analisadas em um
espectropolarimetro Jasco J-810 utilizando uma cubeta de 120 yL em temperatura
de 25°C. As leituras foram realizadas de 190 a 350 nm na velocidade de 200

nm/min.
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3.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Varias substancias com atuacdo sobre DNA plasmidial podem ser
utilizadas como substancias bactericidas ou bacteriostaticas. Testes de inibicao de
crescimento podem ser utilizados para verificacao da eficiéncia destes compostos
frente a varias cepas bacterianas.

Os valores de concentracao inibitéria minima (CIM) dos compostos frente
as bactérias Staphylococus aureus e Escherichia coli foram determinados pelo
método de diluicdo em microcultura (INOUE et al, 2006). Os compostos eram
dissolvidos e adicionados nas cocentracdes especificadas em nutriente BHI. De uma
suspencao de células (10" UFC) 10 pl foram adicionados a 90 pl de meio contendo
composto e estes foram incubados a 37°C por 24 horas sem agitacdo. As amostras
foram diluidas em 1,9 mL de solu¢cdo de NaCl e observadas por espectrofotometria
(ODggo) € comparadas ao meio diluido e isento de células como controle. A CIM foi
determinada como a menor concentragcdo na qual ndo houve alteracdo no meio

guando comparado ao controle.

3.6 Testes de Interacao com DNA in vivo: Genotoxicidade

3.6.1 Testes de Genotoxicidade e Cinética de Interaciao em Camundongos:
Teste Cometa

Este teste, também chamado de Single Cell Gel Eletrophoresis Assay
(SCGE), é capaz de detectar danos ao DNA induzido por agentes alquilantes,
intercalantes e oxidantes. (VILELA, 2003).

Sao disponiveis dois protocolos para realizacdo do teste que estao
relacionados com o pH utilizado e, conseqlientemente, com a sua abrangéncia: a)
versao neutra, detecta quebras duplas nas moléculas de DNA e crosslink, e b)
versdo alcalina, que detecta quebras de fita Unica e dupla, sitios alcalilabeis
(sensiveis a pH alcalino) e eventos de ligacao entre cadeias (Crosslinks). (VILLELA,
2003).
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Nota-se que este teste tem seu procedimento bastante rapido e, além
disso, possui uma sensibilidade bastante grande, tendo um indicativo bem apurado
de dano ao DNA (GUECHEVA, 2003).

O inicio do teste se da com células embebidas em agarose, onde suas
membranas sdo rompidas por detergentes e suas proteinas nucleares (inclusive as
histonas) extraidas com altas concentragdes de sais. Por defini¢do, o resultado deste
processo sera um nucledide, ou seja, uma série de alcas superenoveladas de DNA
desprovidas de histona. (RIBEIRO, 2003).

Como estes nucledides serdo submetidos a corrente elétrica, caso exista
quebras na molécula de DNA, a estrutura do nucledide sofrera mudancas, visto que
as alcas de DNA se desenovelam formando um halo, permitindo uma migracao dos
fragmentos e caracterizando uma cauda que deu origem ao nome do teste
(RIBEIRO, 2003). A temperatura do experimento e o tempo de duracdo da
eletroforese devem ser padronizados, pois estas variaveis podem influenciar
negativamente nos resultados obtidos com o teste. (SPEIT et al, 1999).

Muitas vantagens sdo percebidas no ensaio cometa e, quando este é
comparado a outros testes para deteccao de substancias que promovem dano ao
DNA, este tem se mostrado bastante sensivel. Porém, néo é utilizado para detectar
mutacao, mas sim lesées gendmicas que, apos serem processadas, podem vir a ser

restauradas, ou resultar em danos permanentes (RIBEIRO, 2003).

3.6.1.1 Formacao dos Grupos Amostrais e Tratamento

Ap6s aprovacao pelo comité de ética, para os testes de genotoxicidade
foram utilizados camundongos CF1 machos, com idade entre 6 e 12 semanas,
fornecidos pelo biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais
utilizados nos testes foram selecionados aleatoriamente. Foi realizada uma
distribuicdo aleatéria de individuos em caixas contendo seis individuos cada para
cada grupo teste e para os controles positivos e negativos. Apds a formacédo dos
grupos, os animais foram pesados, ndo devendo esta exceder 20% para mais ou
menos o0 peso médio dos individuos. Os animais tiveram suas caudas marcadas com

listras de um a seis com caneta marcadora.
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Os animais foram tratados com os compostos via intraperitoneal, em doses
estabelecidas conforme os resultados dos experimentos de interagdo com DNA
plasmidial, utilizando-se doses que tenham apresentado capacidade de quebrar
DNA. Somente foram testados compostos que tenham apresentado resultados
positivos nestes testes. Os veiculos para os compostos sdo aqueles recomendados
pelos pesquisadores responsaveis pela sintese, buscando-se sempre os mais
inbcuos o possivel, visando nao interferir com os resultados bem como diminuir ao
maximo o desconforto do animal Os tratamentos sdo seguidos de retiradas de
sangue de cauda para realizacdo de teste cometa, nos tempos 0, 30, 60 e 120
minutos. Para obtencdo de material para teste de microndcleos os animais foram

sacrificados 24 horas ap6s o tratamento.

3.6.1.2 Realizacao do Teste Cometa

A preparagao e a analise do ensaio cometa foi realizada como descrito por

Silva et al (2000) com algumas adaptacoes e esta explicitada de forma esquematica

na figura 26.

Figura 26: Descricao simplificada do teste cometa: 1 — Preparacao das amostras, controle positivo,
controle negativo, e amostras teste. 2 — As amostras sédo imersas em gel de agarose. 3 — As células
sdo lisadas numa solugdo com altas concentragbes de sais e detergente. 4 — As laminas sao
submetidas a eletroforese. 5 — As células sao coloridas com substancias redutoras (nitrato de prata) 6
— Leitura analisando o tamanho e intensidade da cauda do cometa

Fonte: adaptado de Silva, Erdtmann, Henriques (2003)
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As amostras foram preparadas com 5 pul de sangue periférico provenientes
dos camundongos dos grupos teste e controle, com 90 pl de agarose de baixa fusédo
(0,75%) sob uma lamina pré-coberta com agarose (1,5%), onde foi adicionada uma
laminula para moldar o gel. Em seguida as laminas foram levadas a um refrigerador
a 8°C durante 5 minutos (até que a camada de agarose solidificasse). A laminula foi
removida cuidadosamente e as laminas posicionadas em uma cubeta contendo
solucao de para rompimento de mambranas (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 10 mM
Tris; 1% Triton X-100 e 10% DMSO). Apés 2 horas as laminas foram retiradas da
solucdo e acondicionadas com a parte horizontal do gel em uma cuba de
eletroforese contendo solucédo tampéao de eletroforese (300 mM NaOH; 1 mM EDTA;
pH 13,00-13,50) suficiente para cobrir todas a laminas por 20 minutos. A corrida
eletroforética foi realizada por um periodo de 15 minutos nas condicdes de 25 Volts,
300 miliamperes e temperatura de 8° C. Todas as etapas descritas foram realizadas
sob luz amarela para evitar a inducdo de danos ao DNA. Apéds a eletroforese as
laminas foram retiradas cuidadosamente da cuba e o tampéao neutralizado utilizando
solucdo de 0,4 M Tris HCL; pH 7,5. Este processo foi repetido trés vezes em
intervalos de 5 minutos, seguindo-se enxague com agua destilada e desidratacao
das laminas em uma estufa a 37° C. Posteriormente as laminas foram hidratadas
com agua destilada e fixadas com solugcao de 15 g de acido Tricloracélico; 5 g sulfato
de zinco (7 H20); 5 mL glicerol; para 100 mL agua destilada por 10 minutos. As
laminas, lavadas trés vezes com agua destilada, foram levadas a estufa 372 C por 1
hora e 30 minutos para secagem. Apds re-hidratagdo com agua destilada as laminas
foram acondicionadas em uma cubeta protegida da luz, contendo 66 mL de solugéo
de 10 g de carbonato de sédio em 200 mL de agua destilada e 34 mL de solucao de
0,1 g de Nitrato de aménio; 0,1g de Nitrato de prata; 0,25g de acido tungstosilico;
0,15 mL de formaldeido; em 100 mL de agua destilada por 15 minutos em banho
Maria a 37°C para coloracdo. As laminas foram retiradas da cubeta contendo
solucdo de coloragcao e levadas para uma cubeta contendo solucdo de 1mL &cido
acético em 100 mL de agua destilada por 5 minutos para término do processo e de
onde foram lavadas em levadas para a secagem em estufa a 37°C.
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Figura 27: Classificacdo dos danos no DNA. (onde a classe de dano indice 0 (zero) nao apresenta
fragmentagdo do DNA, e nas classes subseqlentes aparecem quantidades crescente de fragmentos,
aumentando juntamente com sua classificagao até dano indice 4)

Fonte: adaptado de Silva, Erdtmann, Henriques (2003)

A andlise consistiu em contar aleatoriamente 100 células de cada amostra
(individuo) em microscépio éptico (Nikon Elipse E 200), com ampliagdo de 400 vezes
para avaliacdo dos danos ao DNA. As células foram avaliadas visualmente e
receberam uma classificagdo que varia de 0 (ndo danificada) a 4 (dano maximo)
(Figura 27) de acordo com a intensidade e tamanho da cauda (VILLELA, 2003). Esta
classificacao foi multiplicada pelo numero de células que a atingiram, ficando
estabelecido um indice que pode variar de 0 (auséncia completa de dano) até 400
(quantidade maxima de dano). Também foi avaliada a frequéncia de dano que
demonstra 0 numero de células danificadas entre as 100 células visualizadas
podendo-se, na comparagao dos dados, avaliar a intensidade com que determinada
substancia atinge o DNA (Bortolotto et al, 2009).

3.6.2 Testes de Genotoxicidade em Sangue Periférico Total e Linfécitos

Humanos: Teste Cometa

3.6.2.1 Obtencao das Amostras

A metodologia utilizada foi a descrita por Paula et al, (2005) com
modificagées. Para a coleta de sangue, um total de 8 voluntarios foi selecionado,
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sendo 4 do sexo feminino, 4 do sexo masculino, com idades entre 19 e 30 anos, nao
fumantes, higidos, com habitos de vida semelhantes mediante a coleta prévia de
consentimento livre e informado.

Foram coletados 5 mL de sangue com seringa e agulha descartaveis, em
veia periférica, apds prévia assepsia com alcool 70% do local de coleta. Este sangue
foi colocado em tubos de ensaio, previamente identificados como individuos A, B, C,
D, E, F, G, H, heparinizados com 200 uL, e encapados com papel laminado para
evitar dano ao DNA causado pela iluminacdo. Deste sangue total, 2,5 mL foram
redistribuidos para outros microtubos de ensaio (eppendorf) para obtecdo dos
leucécitos totais.

3.6.2.2 Obtencao dos Leucodcitos Totais

Os tubos de ensaio separados para obtencao de leucécitos totais foram
colocados em uma centrifuga Fanem, onde foram submetidos a 2500 rpm por 10
minutos. Deste procedimento obtiveram-se trés fases, plasma superficial, nuvem de
leucocitos e precipitado. A nuvem de leucécitos totais foi coletada com auxilio de
uma pipeta de pasteur e ressuspenso em um tubo de ensaio pequeno (eppendorf)
com PBS (PBS 10 X — 80 g NaCl; 2 g KCI; 2 g KHx(PQOy); 21,7 g NaoHPO4 x 7H.O
ou (28,12 g Na,HPO, x 12H.O) e novamente centrifugado, agora em centrifuga
eppendorf, disponivel também no laboratério de Bioquimica, nos mesmos
parametros da centrifugacao anterior. O sobrenadante resultante foi descartado e as
células foram novamente ressuspensas em PBS. Apés esta etapa procedeu-se com

o teste de genotoxicidade (cometa) propriamente dito.

3.6.2.2.1 Teste Cometa com Sangue Total

Para realizagdo do teste cometa com sangue total, aliquotas de 90 pL do
sangue coletado foram transferidas para microtubos de ensaio, ao qual foram
adicionados 10 uL de solucdo de composto em diversas concentracdes definidas

com base nos experimentos de interacdo com DNA. Estas suspensdes foram entao
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incubadas por duas horas a 37° C em estufa e posteriormente o teste foi realizado

como descrito no item 3.6.1.2.

3.6.2.2.2 Teste Cometa com Leucoécitos Totais

Pra realizagdo do teste cometa com leucécitos totais aliquotas de 90 pL
das células isoladas foram transferidas para microtubos de ensaio ao qual foram
adicionados 10 uL de solucdo de composto em diversas concentracdes definidas
com base nos experimentos de interacdo com DNA. Estas suspensées foram entédo
incubadas por duas horas a 37° C em estufa e posteriormente o teste foi realizado

como descrito no item 3.6.1.2.
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4 RESULTADOS

Foram observados para varios compostos os parametros de interacao e
corte das moléculas de DNA plasmidial em termos de analise de pH 6timo, atividade
dependente da concentracao, forma de interacdo e rompimento da cadeia, local de
interacdo com a molécula, cinética de reacdo, analise espectrofotométrica de
interacdo, interagcdo com proteina através de quebra de cadeia de aminoacidos,
andlise espectrofotométrica e dicroismo circular. Também foram realizados testes de
genotoxicidade com alguns dos compostos para verificagdo de sua capacidade de
interagir com a molécula de DNA “in vivo” e sua atividade antibacteriana.

A seguir serdo apresentados os resultados agrupados pelas familias de
compostos analisados.

4.1 COMPOSTOS BINUCLEARES DE COBRE 1,2E 3

Estes compostos foram descritos no item 3.1.1. Os compostos 1 e 2 foram
analisados com mais detalhes devido a sua significativa atividade. O composto 3 por

possuir baixa atividade ndo teve prosseguimento em seus estudos.

4.1.1 Atividade de clivagem de DNA dos compostos 1, 2 e 3 dependente de pH

e concentracao

A atividade dos compostos foi testada em pHs variando de seis a oito e 0s
resultados sdo apresentados na figura 28. Foi utilizado o tampéao PIPES para os pHs
6,0 a 7,5 e HEPES para o pH 8,0 em incubagdes de 16 horas a 50° C. Pode-se
observar que a maior atividade dos compostos 1 e 2 esta préxima ao pH 7,5 e do
composto 3 préxima ao pH 7 caracterizadas pela maior atividade de reducdo
proporcional da forma superenovelada do DNA. A atividade dos compostos também
pode ser observada em todos os pHs testados sendo o composto 2 notadamente o

mais ativo em quase todos os pHs.
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Figura 28: Andlise de atividade de clivagem de DNA observada pela propor¢cdo de DNA plasmidial
quebrado pelos compostos 1, 2 e 3 em diferentes pHs. A concentracado utilizada para confecgéo desta

figura foi de 5 p M. Também pode ser observada a maior atividade do composto 2quando comparado
aos outros

O aumento da concentracdo dos compostos no intervalo utilizado (0 a 40
IM) em incubagdes de 16 horas a 50° C também se reflete em um aumento da
atividade de clivagem de DNA dos trés compostos (Figura 29). Novamente, pode ser
observada a maior atividade do composto 2 evidenciada pela total auséncia da forma
super-enovelada ja na concentragéo de 10 pM.
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Figura 29: Andlise de atividade de clivagem de DNA observada pela proporgcdo de DNA plasmidial
guebrado pelos compostos 1 (A), 2(B) e 3 (C) em diferentes concentracdes (0 a 40 uM)
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4.1.2 Atividade de Clivagem de DNA dos Compostos 1, 2 e 3 em Presenca de

Distamicina

Os compostos foram incubados na presenca de distamicina, que € um
competidor pela cavidade menor do DNA, durante 2 horas a 50°C. O efeito da
competicao pela cavidade menor pode ser observado na figura 30, que mostra uma
reducao de 50% na atividade de clivagem de DNA do composto 1 (A) e de 40% no
composto 2 (B). Nenhuma inibig&do significativa foi encontrada nas incubagées com o
composto 3 (C). Este resultado indica que os compostos 1 e 2 tem sua atividade
baseada na interagdo com o DNA através da cavidade menor da molécula. A baixa

atividade do composto 3 ndo permite conclusdes a este respeito.

B
w
(@]

100 OF | mF U 100 [oF1 mFu| 100 oF | mFIl
£ £ =
w80 = 80 £ 80
= = ]
-] 5 =
E 60 E 804 : e
H & H
s = 2
o
w 40 o 404 E o
S 2 z
E E g 2
g 5 20 2
o 0+ - - a
OuM  150uM  J00uM  OuM 150.m snu-« OuM 15uM 30uM  OuM | 15uM 30 M OpM  150uM 300EM  OuM 150uM 300 "
............ ale Distamicing =
Ell —-'-i_-"-' Filocoe D e — Fi —_ — =
Flll
Fl — — i — Fl — e — — Bl — —— — — —

Figura 30: Incubacédo dos compostos 1 (A), 2 (B) e 3 (C) em presenga e auséncia de distamicina

4.1.3 Atividade dos Compostos 1 e 2 em Presenca de DMSO

Os compostos 1 e 2 foram incubados na presenca de DMSO que atua
como seqlestrador de radicais hidroxila que sao responsaveis pela atividade
oxidativa de muitas nucleases. As incubagdes foram realizadas a 50°C pelo periodo
de 2 horas. O composto 3 nao foi testado pois sua baixa atividade ndo permite
incubagdes em tempo e concentragoes restritas. Nos compostos testados néo foi
observada nenhuma reducao de atividade, sugerindo que esta seja ou hidrolitica, ou
de uma via oxidativa independente da formagéo de radicais hidroxila (Figura 31).
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Figura 31: Andlise da atividade de clivagem de DNA dos compostos 1 e 2 incubados na presenca de
DMSO que atua como sequestrador de radicais hidroxila. Ambos compostos ndo demonstraram

reducao significativa de atividade indicando provavel atividade hidrolitica ou oxidativa livre de radicais
hidroxila

4.1.4 Atividade dos compostos 1 e 2 em presenca e auséncia de oxigénio
atmosférico

Os compostos foram incubados em presenca ou auséncia de oxigénio
atmosférico com o objetivo de verificar a forma pela qual o composto executa o corte
da molécula de DNA. A atmosfera livre de oxigénio é obtida por refluxo de argénio e
caracterizada pela auséncia de atividade catalitica da substancia [Fe(EDTA)] que
necessita de oxigénio livre para gerar EAS. O composto 3 nao foi testado pois sua
baixa atividade ndo permite incubacbes em tempo e concentracdes restritas. As
incubagdes foram realizadas a 50°C pelo periodo de 2 horas. Os resultados
demonstram que o composto 1 deve ter atividade hidrolitica, pois nenhuma reducéao
significativa foi observada em atmosfera de arg6nio (Figura 32 A). O composto 2
demonstrou uma sensivel reducdo em sua atividade na auséncia de oxigénio, mas
esta nao foi totalmente inibida indicando que este composto possui a habilidade de
atuar tanto hidroliticamente quanto oxidativamente (Figura 32 B).
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Figura 32: Incubagdo dos compostos em presenga e auséncia de oxigénio atmosférico

caracterizando a atividade hidrolitica do composto 1 (A) e a atividade mista do composto 2(B) sobre a
molécula de DNA

4.1.5 Andlise da cinética da reacdao de corte da molécula de DNA pelos
compostos 1,2e 3

Os compostos foram incubados com DNA em concentragdes que variavam
de 0 a 500 uM, a 50°C, e aliquotas foram retiradas a cada 15 minutos até que se
completassem 90 minutos. As amostras foram tratadas como descrito no item 3.2.6.
Os resultados graficos obtidos estdo demonstrados na figura 33 e os valores de Ky,

Keat, €ficiéncia catalitica e incremento da degradacao da molécula de DNA constam
na tabela 1.
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Figura 33: Analise da cinética pseudo-michaeliana dos compostos 1 (A) 2(B) e 3 (C)
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Tabela 1: Analise da cinética de reacao de corte da DNA plasmidial pelos compostos
1,2e3

Composto Kon 1 K°?‘ ?:gct:;?irtli(c::i: Incremento de
umol.L™) (h™) (mol.h™) degradacao

1 191,7 1,182 6165,88 3,28.10"

2 19,1 1,254 6541,47 3,48.10°

3 759,0 0,204 266,64 5,62.106

4.1.6 Calculo da especificidade de sitio de corte de DNA dos compostos 1,2 e
3

A razao entre cortes simples e duplos foi calculada conforme Cowan, Collis
e Grigg (1987). Nao foi possivel obter estes resultados para o composto 3 pois este
nao gera cortes duplos nas concentracdes testadas. As razées de numero de cortes
por mol foram calculadas para os trés compostos. Os resultados estdo expressos na
tabela 4 como média acompanhada de desvio padrao.

Os resultados obtidos demonstram um padrao aleatério de cortes de DNA
revelando que os compostos 1 e 2 produzem quebras de modo inespecifico. As
razdes de cortes por concentracdo de composto reforcam os resultados anteriores,

pois apresentam o composto 2 como 0 mais ativo dos trés estudados.

Tabela 2: Razao entre cortes simples e duplos e razbes de numero de cortes por
mol calculadas para os compostos 1,2 e 3

ni n2 ni/n2 ni/[comp]
1 5,52+4,13 0,09+0,04 55,60+24,73 0,12+0,04
2 1,42+0,50 0,03+0,02 60,39+17,97 0,15+0,06
3 0,56+0,11 Nc Nc 0,05+0,03

4.1.7 Interacao dos compostos 1, 2 e 3 com DNA de timo de vitelo observada
por espectrofotometria

Os compostos em concentracdo de 50 uM incubados por 12 horas com
concentracdes crescentes de DNA de timo de vitelo (0 a 2000]M) em proporcoes
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respectivas (DNA:composto) de 0:1, 0,5:1, 1:1, 2:1 e 4:1 foram analisados em
estudos de espectrofotometria (Figura 34). Pode ser observada uma reducdo de
intensidade da absorbancia dos trés compostos ap6s a incubacdo com DNA. A
reducdo mais expressiva pode ser observada para o composto 3 na maior
concentragdo de DNA, mas em contrapartida resultados significativos podem ser
observados para o composto 2 na presenca de 100 uM de DNA. O composto 1 foi

dentre os trés o que apresentou menor atividade.

Absorbincia
Absorbincia

300 325 350 375 400 425 4t 300 325 350 375 400 425 45 300 325 350 375 400 425 450 475 500
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Figura 34: Interacdo do DNA de timo de vitelo com os compostos 1 (A) 2(B) e 3 (C) observado por
espectrofotometria de UV préximo e luz visivel

4.1.8 Atividade de clivagem de proteina dos compostos 1,2 e 3

Os compostos Cuz(u-OH) nas concentragdes de 0, 125, 250 e 500 uM
foram testados com a proteina albumina de soro bovino (BSA) com o objetivo de
determinar a presenca de atividade de clivagem de proteina e interagdo composto
proteina. Os compostos 1 e 2 apresentaram padrbes semelhantes de atividade
clivando a proteina e gerando bandas de tamanhos e intensidades semelhantes. O
composto 3 aparentemente nao apresentou atividade de clivagem de proteina
provavelmente levando a precipitacdo da proteina como pode ser observado no gel
de eletroforese através de acumulo de material com peso maior que 66KD (Figura
35).
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Figura 35: Andlise da atividade de clivagem de proteina dos compostos 1 (A), 2(B) e 3 (C) incubados
6 horas a 50°C com proteina BSA em concentragbes crescentes. As setas indicam bandas
provenientes da fragmentagéo gerada pela atividade dos compostos

4.1.9 Interacao dos Compostos 1, 2 e 3 com Proteina BSA Observada por
Espectrofotometria

Os compostos 1, 2 e 3 na concentragdo de 50 uM tiveram sua interacao
com proteina BSA observada por espectrofotometria antes e depois de um periodo
de incubacao de 6 horas a 50°C. Os compostos foram incubados com concentracées
crescentes de proteina (0 a 200 uM) em concentragdo constante de 50 pM nas
proporcoes de 0:1, 0,5:1, 1:1, 2:1 e 4:1.

4.1.9.1 Interacao dos compostos 1, 2 e 3 com proteina BSA observada por
espectrofotometria sem periodo de Incubacao

Os resultados das analises da interacdo dos compostos 1, 2 e 3 com
proteina BSA sem periodo de incubagado estdo demonstrados na figura 36 A, B e C
respectivamente. Os compostos 1 e 2 apresentaram um aumento em suas
absortividades (hipercromismo) nas concentragdes de 0 a 100 uM de proteina BSA,
mas na concentracdo de 200 pM ambos apresentaram reducdo em de suas
absortividades (hipocromismo) contrariando a tendéncia anteriormente apresentada.
Os compostos 2e 3 apresentaram um deslocamento batocrémico (para valores
maiores de comprimento de onda - A). Este deslocamento no composto 3
demonstrou ser muito mais intenso e presente na mesma intensidade em todas as

concentracdes de proteina BSA testadas. Neste composto, também pode ser
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observada uma reducédo de sua absortividade (hipocromismo) que com o aumento

das concentragdes de proteina BSA tendeu a ser revertida (hipercromismo).
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Figura 36: Interacdo dos compostos 1 (A) 2(B) 3 (C) com proteina albumina de soro bovino
observada por espectrofotometria sem periodo de incubagao

4.1.9.2 Interacao dos Compostos 1, 2 e 3 com proteina BSA Observada por

Espectrofotometria apos periodo de Incubacao

Os resultados das andlises da interacdo dos compostos Cuy(u-OH) com
proteina BSA apos o periodo de incubacao de 6 horas estao demonstrados na figura
37 A, B e C. Os compostos 1 e 2 apresentaram uma diminuicdo em suas
absortividades (hipocromismo) nos picos caracteristicos de absorcdo de 360nm e
350nm respectivamente e o surgimento gradual de um novo pico localizado em
437nm e 410nm respectivamente. O hipocromismo dos picos caracteristicos e o
hipercromismo dos picos de absor¢édo surgidos foiram diretamente proporcionais ao
aumento da concentracdo da proteina BSA nas incubacgdes, sugerindo interacdes
proteina/composto que afetaram severamente a estrutura dos ultimos. O composto 3
apresentou por sua vez um hipocromismo de sua banda caracteristica de absorcao
localizada em 410nm e um batocromismo da mesma para um novo pico de absorcao

localizado em 425nm.
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Figura 37: Interacdo dos compostos 1 (A) 2(B) 3 (C) com proteina albumina de soro bovino
observada por espectrofotometria com periodo de incubagao

4.1.10 Interacao dos compostos Cu,(u-OH) com proteina albumina de soro

bovino observada por dicroismo circular

Os resultados da andlise da interagdo dos compostos Cua(u-OH) com
proteina albumina de soro bovino observada por dicroismo circular estdo expressos
na figura 38. O composto 1 apresenta boa capacidade de interacdo com a proteina
BSA, como pode ser observado pela diminuicdo do sinal caracteistico de a-hélices
presente no pico de 220nm (GARRAGOZLOU, BOGHAEI, 2008). O composto 2
diferentemente dos outros resultado apresentou uma atividade de interagcdo menor
que o composto anterior neste teste mas também reduziu a quantidade de a-hélices
detectadas. Ja o composto 3 que, como demonstrado anteriormente nao quebra a
proteina BSA mas provavelmente através de sua interagdo com a mesma, promove
sua precipitacdo. Estes resultados sdo corroborados pela reducdo do sinal em
220nm e, na maior concentracdo, uma distorcdo da curva caracteristica de

precipitacao (aglutinacao) da proteina.

20 240
Wavelength [rm]

Figura 38: Interacdo dos compostos 1 (A) 2(B) e 3 (C) com proteina albumina de soro bovino
observada por dicroismo circular. As reagées foram realizadas com concentragéo de 10 uM de BSA e
0 a 80uM dos compostos
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4.1.11 Atividade Genotdxica dos Compostos 1,2 e 3

O compostos 1 e 2 foram testados quanto as suas atividades genotoxicas,
através de teste cometa em modelos de linfécitos humanos, em presenca e auséncia
de nutrientes também foram testados em camundongos nos quais é possivel a
observacéo da cinética de dano e reparacdo de DNA. O composto 3 néo foi testado

devido a baixa atividade observada nos testes anteriores.

4.1.11.1 Atividade genotéxica do composto 1 em sangue humano total e
leucécitos isolados

Sangue humano total e leucdcitos isolados obtidos conforme descrito nos
itens 3.10.2.1 e 3.10.2.2 foram incubados com o composto nas concentragdes de 0,
25, 50, 100 e 200 uM a 37°C por 1,5 hora. Agua destilada, tampao PIPES foram
utilizados como controles negativos e per6xido de hidrogénio como positivo.

Em incubag¢des com sangue total humano os resultados de indice de dano
(Figura 39 A) e frequéncia de dano (Figura 39 B) demonstram que o composto 1
apresenta atividade genotdxica nas concentragdes de 100 e 200 uM. Em incubacées
com Leucdcitos isolados 0 mesmo composto apresentou diferencas significativas de
indice de dano (Figura 39 C) quando comparado com o controle negativo somente
na concentracao de 200 uM, mas as diferencas foram significativas na freqiéncia de
dano (Figura 39 D) nas concentragdes de 50, 100 e 200 puM.
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Figura 39: Atividade genotdxica observada como indice de dano e freqiiéncia de dano ao DNA do
composto 1 em sangue humano total (A e B) e leucécitos isolados (C e D)

4.1.11.2 Atividade genotdéxica do composto 2 em sangue humano total e
leucécitos isolados

Sangue humano total e Leucdcitos isolados obtidos conforme descrito nos
itens 3.10.2.1 e 3.10.2.2 foram incubados com o composto nas concentracdes de 0,
25, 50, 100 e 200 uM a 37° C por 1,5 hora. Agua destilada, tampao PIPES foram
utilizados como controles negativos e peréxido de hidrogénio como positivo.

Em incubag¢des com sangue total humano os resultados de indice de dano
(Figura 40 A) e frequéncia de dano (Figura 40 B) demonstram que o composto 2
apresenta atividade genotdxica na concentragcdo de 100 uM. Em incubagbes com
Leucdcitos isolados, o mesmo composto apresentou diferencas significativas de
indice de dano (Figura 40 C) e frequéncia de dano (Figura 40 D) quando comparado

com o controle negativo somente na concentragdo de 200 uM.
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Figura 40: Atividade genotdxica observada como indice de dano e freqiiéncia de dano ao DNA do
composto 2 em sangue humano total (A e B) e leucécitos isolados (C e D)

41.11.3 Cinética e reparacao de dano ao DNA causado pelos compostos 1

em sangue periférico de camundongos

Camundongos foram inoculados com os compostos 1 e 2 nas
concentragcdes de 0, 25, 50 e 100 uM. Amostras de sangue foram retiradas aos 0,
30, 60, 120 e 240 minutos e analisadas conforme descrito anteriormente. Os
resultados demonstram que ambos os compostos diferem nas suas atividades tanto
atividade genotdéxica quanto para a cinética de dano e reparacdao. Resultados
significativos para indice (103,67) e frequéncia (62,3) de dano ao DNA, foram obtidos
com o composto 1 em 30 minutos na concentragdo de 100 uM sendo este dano
prontamente reparado ja aos 60 minutos (Figura 41 A). Na concentragdo de 50 uM
estes foram obtidos aos 60 minutos tanto para indice de dano (53,33) quanto para
frequéncia de dano ao DNA (39,17), sendo este dano reparado aos 120 minutos
apds a inoculacdo (Figura 41 B). Quando camundongos foram inoculados com

composto 2 indices e freqiéncias de dano ao DNA somente apresentaram valores
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significativamente aumentados nas concentracdes de 100 (232,67 e 78,67) e 50 uM
(231,67 e 67,7) nos tempos de 120 e 240 minutos, respectivamente (Figura 41 C e
D).
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Figura 41: Cinética de dano e reparacdo de DNA causados pelos compostos 1 (Ae B) e 2 (C e D) em
células de sangue periférico de camundongos analisada através do indice e freqliéncia de dano ao
DNA

4.1.12 Atividade antibacteriana dos compostos 1, 2 e 3 em meio liquido

Inéculos bacterianos das espécies Escherichia coli (gram -) e Saphilococus
aureus (gram +) foram incubados em meio liquido em presenca de diferentes
concentracdes dos compostos 1, 2 e 3. A inibicdo de crescimento bacteriano destas
bactérias esta expressa na figura 42 A, B e C. Pode-se observar que os trés
compostos tém maior atividade frente a bactéria S. aureus quando comparada com
E. coli Em nenhum dos casos foi possivel observar uma inibicdo total de
crescimento bacteriano de E. coli, mas uma concentragao inibitéria minima pode ser

observada a partir de 400 uM para os trés compostos frente a bactéria S. aureus.
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Figura 42: Atividade antibacteriana dos compostos 1, 2 e 3 (A, B e C) frente as bactérias Escherichia
coli e Staphilococus aureus em meio liquido. A inibicdo do crescimento é expressa como inibigao
porcentual de densidade 6ptica (ODggo)

4.2 COMPOSTOS MONO E BINUCLEARES DE FERRO - FE(HPCLNOL)

Estes compostos foram descritos no item 3.1.2. Os resultados das analises
dos compostos [Fe(HPCINOL)(SOy)]o-u-0.6H.O, [Fe(HPCINOL)CIo].NOs; e
[Fe(HPCINOL)CI],-u-0O.Cl2.2H20 (1, 2 e 3 respectivamente) estdo apresentados por
analise permitindo uma comparacgao direta dos resultados obtidos entre si.

4.2.1 Atividade de clivagem de DNA dos compostos 3, 4 e 5 dependente de pH
e concentracao

A atividade dos compostos foi testada em diferentes pHs e os resultados
sdo apresentados na figura 43. Foi utilizado o tampao HEPES para os trés pHs
testados em incubacdes de 16 horas a 50°C. Pode-se observar individualmente a
maior atividade dos compostos 3,4 e 5 em pH 7,0 sendo a mesma mais pronunciada
para o composto 4 ja descrita por Parrilha et al (2008). Ja o composto 6 em pH 8,0
possui maior atividade, caracterizada pela maior quantidade de DNA nas formas
circular e linear (quebra simples e dupla respectivamente). Deve-se salientar que as
diferencas observadas entre os compostos deste grupo foram pouco significativas,
caracterizando os trés compostos como de grande atividade.
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Figura 43: Andlise de atividade de clivagem de DNA observada pela propor¢cédo de DNA plasmidial
clivado pelos compostos 4, 5 e 6 em diferentes pHs. A concentracao utilizada foi de 10 uM

O aumento da concentragdo do composto 4 no intervalo de 0 a 100 uM e
de 0 a 80uM para os composto 5 e 6 em incubagdes de 16 horas a 50°C reflete em
um aumento da atividade de clivagem de DNA dos trés compostos dependente de
concentracdo (Figura 44). Pode ser observada a maior atividade do composto 4

evidenciada pela total auséncia da forma super-torcida ja na concentragao de 50 uM.
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Figura 44: Analise de atividade de clivagem de DNA observada pela proporcdo de DNA plasmidial
clivado pelos compostos 4 (A), 5 (B) e 6 (C) em diferentes concentragdes (0 a 100uM para 4 € 0 a 80
UM para 5 e 6)
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4.2.2 Atividade de clivagem de DNA dos compostos 4, 5 e 6 em presenca de
distamicina

Os compostos foram incubados na presenca de distamicina, que € um
competidor pela cavidade menor do DNA, durante 2 horas a 50°C. O efeito da
competicdo pela cavidade menor pode ser observado na figura 45, que mostra uma
reducao de atividade de clivagem de DNA nos 3 compostos sendo esta mais elevada
para o composto 4. Este resultado demonstra que 0s compostos tem atividade
preferencialmente baseada em interacdo com o DNA através da cavidade menor da
molécula.
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Figura 45: Incubacédo dos compostos 4 (A), 5 (B) e 6 (C) em presenca e auséncia de distaminicina
indicando a preferéncia dos compostos pela interagdo com a molécula de DNA através da cavidade
menor desta

4.2.3 Atividade dos compostos 4,5 e 6 em presenca de DMSO

Os compostos 4, 5 e 6 foram incubados na presenca de DMSO que atua
como sequestrador de radicais hidroxila necesséario a atividade oxidativa de muitas
nucleases. As incubacoes foram realizadas a 50°C pelo periodo de 2 horas. Nas
incubacdes com o composto 4 ndo foi observada nenhuma reducéo significativa de
atividade sugerindo que esta seja hidrolitica ou de uma via oxidativa independente
da formacao de radicais hidroxila. J& nas incubagcbes com os compostos 5 € 6 um
efeito significativo da presenca de DMSO pode ser observado sugerindo atividade
oxidativa dependente de radicais hidroxila (Figura 46).
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Figura 46: Andlise da atividade de clivagem de DNA dos compostos 4 (A), 2 (B) e 3 (C) incubados na
presenca de DMSO . O composto 4 ndo demonstrou redugéo significativa de atividade indicando
provavel atividade hidrolitica ou oxidativa livre de radicais hidroxila Os compostos 5 e 6 apresentaram
reducao de atividade indicando oxidacao dependente de radicais hidroxila

4.2.4 Atividade dos compostos 4, 5 e 6 em presenca e auséncia de oxigénio
atmosférico

Os compostos foram incubados em presenca e auséncia de oxigénio
atmosférico com o objetivo de verificar a forma pela qual o composto executa o corte
da molécula de DNA (ltem 3.2.5). A atmosfera livre de oxigénio € obtida pelo refluxo
de argbnio e caracterizada pela auséncia de atividade catalitica do sistema
[Fe(EDTA)] que necessita de oxigénio livre para gerar EROS. As incubacbes foram
realizadas a 50°C pelo periodo de 2 horas. Os resultados demonstram que o
composto 4 tem atividade hidrolitica, pois nenhuma redugao significativa na mesma
foi observada em auséncia de oxigénio (Figura 47 A). Os compostos 5 e 6
demonstraram uma sensivel redugdo em sua atividade na auséncia de oxigénio, mas
esta nao foi totalmente inibida indicando que estes compostos possuem a habilidade
de atuar tanto hidroliticamente como oxidativamente (Figura 47 B e C).
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Figura 47: Incubacdo dos compostos em presengca e auséncia de oxigénio atmosférico

caracterizando a atividade hidrolitica do composto 4 (A) e a atividade mista dos compostos 5 (B) e 6
(C) sobre a molécula de DNA
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4.2.5 Anadlise da cinética da reacdao de corte da molécula de DNA pelos
compostos 4,5e 6

Os compostos 4 e 5 foram incubados com DNA em concentracées que
variavam de 0 a 80 uM e o composto 6 de 0 a 20 uM a 50°C em pH 7. Aliquotas
foram retiradas a cada 15 minutos a partir do momento de inicio da reacao até que
se completassem 90 minutos. As amostras foram tratadas como descrito no item
3.2.6. Os resultados graficos obtidos estdo demonstrados na figura 48 e os valores
de Knm, Keat, €ficiéncia catalitica e incremento da degradacdo da molécula de DNA
constam da tabela 3. As razdes de cortes por concentragcdo de composto reforcam

os resultados anteriores, pois apresentam o composto 6 como 0 mais ativo dos trés

estudados.
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Figura 48: Analise da cinética pseudo-michaeliana dos compostos 4 (A) 5 (B) e 6 (C)

Tabela 3: Analise da cinética de reacao de corte da DNA plasmidial pelos compostos
4,5e6

Km Kecat igf;?ﬁi(g: Incremento de
umol.L™) (h) (mol™.h™") degradacio
4 23,03 12,216 530438.6 3,39.10°
5 55,18 9,99 181043,9 2,78.108
6 28,93 6,906 2387141 1,92.108
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4.2.6 Calculo da especificidade de sitio de corte de DNA dos compostos 4,5 e
6

A razao entre cortes simples e duplos foi calculada conforme Cowan, Collis
e Grigg (1987). As razdes de numero de cortes por mol também foram calculadas
para os trés compostos. Os resultados estdo expressos na tabela 4 como média
acompanhada de desvio padrdo. Os resultados obtidos demonstram um padrao nao
aleatério de cortes de DNA revelando que os compostos 4, 5 e 6 provavelmente
produzem quebras de modo especifico.

Tabela 4: Razao entre cortes simples e duplos razées de numero de cortes por mol
calculadas para os compostos 4,5 e 6

ni n2 n1/n2 n1/[comp]
4 2,19+1,65 0,75+0,80 5,35+4,09 0,05+0,01
5 1,08+0,91 0,18+0,14 5,98+0,73 0,04+0,01
6 2,18+1,61 0,47+0,37 4,86+0,61 0,07+0,01

4.2.7 Interacao dos compostos 4, 5 e 6 com DNA de timo de vitelo observada
por espectrofotometria

Os compostos em concentragcao de 50 uM incubados por 12 horas a 50° C
com concentragcoes crescentes de DNA de timo de vitelo (0 a 200 pM) em
proporcées respectivas de DNA/composto de 0:1, 0,5:1, 1:1, 2:1 e 4:1 foram
analisados em estudos de espectrofotometria. A capacidade de absorbancia do
composto 4 difere significativamente dos outros dois compostos quando analisados
isoladamente. O primeiro apresenta um pico bastante evidente em 409nm e os
restantes um joelho em 365nm. Os resultados obtidos com o primeiro composto
indicam uma reducao na absorbancia nas trés menores concentracdes testadas que
se inverteu na concentracdo mais alta. Nos resultados obtidos com os outros dois
compostos, todas as concentracées apresentaram resultados semelhantes, com
excecao da incubacdo controle ausente de DNA que apresentou resultados
reduzidos (Figura 49).
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Figura 49: Interacdo do DNA de timo de vitelo com os compostos 4 (A) 5 (B) e 6 (C) observado por
espectrofotometria de UV préximo e luz visivel apds incubagdo de 12 horas a 50°C em pH 7,0

4.2.8 Atividade de clivagem de proteina dos compostos 4,5 e 6

Os compostos 4, 5 e 6, nas concentragdes de 0, 25, 50 e 100 uM, foram
testados frente a proteina albumina de soro bovino (BSA) com o objetivo de
determinar a presenca de atividade de clivagem de proteina e interacéo
composto/proteina. Os compostos 4, 2 e 3 apresentaram padrbes semelhantes de
atividade clivando a proteina e gerando bandas de tamanhos e intensidades
semelhantes, sendo a maior atividade detectada para o composto 5 que demonstrou
intensa degradacao da proteina ja na concentragao de 25 uM (Figura 50).
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Figura 50: Andlise da atividade de clivagem de proteina dos compostos 4 (A), 5 (B) e 6 (C) incubados
em concentragdes de 0,25 , 50 e 100 pM por 6 horas a 50°C em pH 7,0 com proteina BSA na
concentracdo de 10 pM. As setas indicam bandas provenientes da fragmentagdo gerada pela
atividade dos compostos
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4.2.9 Interacao dos compostos 4, 5 e 6 com proteina BSA observada por

espectrofotometria

Os compostos 4, 5 e 6 na concentragdo de 50 uM tiveram sua interacao
com proteina BSA observada por espectrofotometria antes e depois de um periodo
de incubagcdo de 6 horas a 50°C . Os compostos foram incubados com
concentragdes crescentes de proteina (0 a 200 uM) em concentragdo constante de
50 uM nas proporgdes de 0:1, 0,5:1, 1:1, 2:1 e 4:1.

4.2.9.1 Interacao dos compostos 4, 5 e 6 com proteina BSA observada por
espectrofotometria sem periodo de incubacao

Os resultados das analises da interacdo dos compostos 4, 5 e 6 com
proteina BSA sem periodo de incubacado estdo demonstrados na figura 51 A, Be C
respectivamente. Todos o0s compostos apresentaram uma tendéncia a
hipercromismo. O composto 4 apresentou uma redugdo de absorbancia
(hipocromismo) na concentragbes mais baixas de proteina que reverteu nas
concentracdes mais altas. Os compostos 5 e 6 apresentaram hipercromismo em
todas as concentracoes testadas, tendo este uma tendéncia a reducdo nas

concentracdes mais elevadas.
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Figura 51: Interacdo dos compostos 4 (A) 5 (B) 6 (C) com proteina albumina de soro bovino
observada por espectrofotometria sem periodo de incubagao
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4.2.9.2 Interacao dos compostos 4, 5 e 6 com proteina BSA observada por

espectrofotometria apos periodo de incubacao

Os resultados das analises da interacdo dos compostos 4, 5 e 6 com
proteina BSA ap6s o periodo de incubacao de 6 horas estdo demonstrados na figura
52 A, B e C. Os trés compostos apresentaram maiores absorbancias quando
incubados em presenca de BSA em todas as concentracbes quando comparadas
com as incubacgdes controle (sem proteina). Comparando estas incubacdes controle
com os resultados obtidos nos controles sem incubagédo, pode-se observar que o
ocorrido foi na verdade um decréscimo de absorbancia apds as incubacdes. Estes
resultados indicam que estes compostos podem ser instaveis em solugdes
tamponadas em pHs préximos ao fisiolégico (Figura 53) e que a sua interacdo com

proteina ou DNA tende a aumentar sua estabilidade.
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Figura 52: Interagdo dos compostos 4 (A) 5 (B) 6 (C) com proteina albumina de soro bovino em
concentracoes variadas observada por espectrofotometria apés com periodo de incubacao de 6 horas
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4.2.10 Interacao dos compostos 4, 5 e 6 com proteina albumina de soro bovino

observada por dicroismo circular

Os resultados da analise da interacdo dos compostos 4, 5 e 6 com
proteina albumina de soro bovino observada por dicroismo circular estdo expressos
na figura 54. Os compostos 4, 5 e 6 apresentaram capacidade de interacdo com a
proteina BSA como pode ser observado pelo aumento de tor¢cdo das a-hélices

demonstrada pelo aumento de sinal no pico de 220nm.

A B Cc

CD[mdeg]

220 220 240
Wavelength [nm] Wavelsn, gth ()]

Figura 54: Interagcdo dos compostos 4 (A) 5 (B) e 6 (C) com proteina albumina de soro bovino
observada por dicroismo circular. As incubagdes foram realizadas com concentragdo de 10 uM de
BSA e 0 a 80uM dos compostos

4.2.11 Atividade genotoxica dos compostos 4,5 e 6

O compostos 4, 5 e 6 foram testados quanto a sua atividade genotoxica
através de teste cometa em modelos de linfécitos humanos em presencga e auséncia
de nutrientes. Testes em camundongos nao foram realizados em virtude de falta de

tempo habil.

4.2.11.1 Atividade genotdéxica do composto 4 em sangue humano total e

leucocitos isolados

Sangue humano total e leucécitos isolados obtidos conforme descrito nos
itens 30.10.2.1 e 30.10.2.2 foram incubados com o composto nas concentragdes de
0, 25, 50, 100 e 200 uM a 37° C por 1,5 hora. Agua destilada, tamp&o PIPES foram

utilizados como controles negativos e peréxido de hidrogénio como positivo.
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Em incubag¢des com sangue total humano os resultados de indice de dano
(Figura 55 A) e frequéncia de dano (Figura 55 B) demonstram que o composto 4
apresenta atividade genotéxica nas concentragdes de 100 e 200 uM. Em incubacdes
com leucdcitos isolados 0 mesmo composto apresentou diferencas significativas de
indice de dano e frequéncia de dano ao DNA (Figura 55 C e D respectivamente)
quando comparado com o controle negativo nas concentracées de 100 e 200 uM. O

controle positivo ndo apresentou valores significativos.
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Figura 55: Atividade genotdxica do composto 4 em sangue humano total e leucécitos isolados

4.2.11.2 Atividade genotéxica do composto 5 em sangue humano total e
leucocitos isolados

Sangue humano total e leucdcitos isolados obtidos conforme descrito nos
itens 30.10.2.1 e 30.10.2.2 foram incubados com o composto nas concentragdes de
0, 25, 50, 100 e 200 uM a 37° C por 1,5 hora. Agua destilada, tampéo PIPES foram
utilizados como controles negativos e perdxido de hidrogénio como positivo.
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Em incubag¢des com sangue total humano os resultados de indice de dano
(Figura 56 A) e frequéncia de dano (Figura 56 B) demonstram que o composto 5
apresenta atividade genotdxica na concentracdo de 100 e 200 uM. Em incubacoes
com leucécitos o0 mesmo composto apresentou diferengas significativas de indica de
dano ao DNA (Figura 56 C) e frequéncia de dano ao DNA (Figura 56 D) quando
comparado com o controle negativo somente na concentragdo de 200 pM.
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Figura 56: Atividade genotdxica do composto 5 em sangue humano total e leucécitos isolados

4.2.11.3 Atividade genotéxica do composto 6 em sangue humano total e
leucécitos isolados

Sangue humano total e Leucécitos isolados obtidos conforme descrito nos
itens 30.10.2.1 e 30.10.2.2 foram incubados com o composto nas concentragoes de
0, 25, 50, 100 e 200 pM a 37° C por 1,5 hora. Agua destilada, tamp&o PIPES foram

utilizados como controles negativos e perdxido de hidrogénio como positivo.
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Em incubag¢des com sangue total humano os resultados de indice de dano
(Figura 57 A) e frequéncia de dano (Figura 57 B) demonstram que o composto 6
apresenta atividade genotéxica na concentragdo de 25 e 50 uM e controle positivo
indicando provavel agao téxica em concentragdes mais elevadas. Em incubacgdes
com leucécitos o0 mesmo composto apresentou diferencas significativas de indice de
dano ao DNA (Figura 57 C) e frequéncia de dano ao DNA (Figura 57 D) quando
comparado com o controle negativo em todas concentracdes testadas.
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Figura 57: Atividade genotdxica do composto 6 em sangue humano total e leucécitos isolados

4.2.12 Atividade antibacteriana dos compostos 4, 5 e 6 em meio liquido

Inéculos bacterianos das espécies Escherichia coli (gram -) e
Staphilococcus aureus (gram +) foram incubadas em meio liquido em presencga de
diferentes concentracbes dos compostos 4, 5 e 6. A inibicado de crescimento
bacteriano promovida pelos trés compostos esta expressa na figura 58 A, B e C

respectivamente. Pode se observar que os trés compostos tém atividade frente as
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bactérias testadas. A sensibilidade das bactérias S. aureus e E. coli é semelhante
frente aos compostos 4 e 6 mas a bactéria S. aureus € bem mais sensivel que E. coli
quando expostas ao composto 5. Em nenhum dos casos foi possivel observar uma

inibicao total de crescimento bacteriano.
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Figura 58: Atividade antibacteriana dos compostos 1, 2 e 3 (A, B e C) frente as bactérias Escherichia
coli e Staphilococus aureus em meio liquido. A inibicdo do crescimento é expressa como inibigao
porcentual de densidade 6ptica (ODggo)

4.3 COMPOSTOS BINUCLEARES DE FE(ll) 7,8,9 E 10

Os compostos 7, 8, 9 e 10 (FeZnMe, FeZnH, FeZnBr e FeZnNO2
respectivamente) tiveram sua caracterizacdo de atividade bioldgica realizada por
Severino (2007), onde os parametros principais de atividade biol6gica foram
estabelecidos tais como capacidade de quebras DNA plasmidial e as condi¢cées nas
quais esta capacidade melhor pode ser demonstrada.

Neste trabalho novos pardmetros foram testados visando ampliar o
conhecimento referente a atividade destes compostos.

4.3.1 Atividade de clivagem de DNA dos compostos 7, 8, 9 e 10 em presenca
de distamicina

Os compostos foram incubados na presenca de distamicina, que € um
competidor pela cavidade menor do DNA, durante 8 horas a 50°C. O efeito da

competicdo pela cavidade menor pode ser observado na figura 59. Somente foi
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observada inibicdo dos compostos 7 e 10, apesar desta ser menor quando
comparada a outros compostos utilizados neste trabalho. Os compostos 8 €9 néo

demonstraram nenhuma inibicdo perceptivel nas concentragées testadas.
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Figura 59: Incubacdo dos compostos 7 (A), 8 (B), 9 (C) e 10 (D) em presenga e auséncia de
distamicina. Foi observada inibigdo nos compostos 7 e 10

4.3.2 Atividade dos compostos 7, 8,9 e 10 em presenca de DMSO

Os compostos 7, 8, 9 e 10 foram incubados na presenca de DMSO que
atua como sequestrador de radicais hidroxila necessarios a atividade oxidativa de
muitas nucleases. As incubacdes foram realizadas a 50°C pelo periodo de 8 horas.
Somente o composto 9 sofreu inibicdo perceptivel, sendo que os demais
apresentaram resultados semelhantes ao controle quando incubados em presenca
de DMSO (Figura 60). Estes resultados indicam uma provavel atividade hidrolitica
dos compostos 7, 8 e 10 com excecao do composto 9 que pode também possuir sua

atividade oxidativa, mas néo vinculada a formacao de radicais hidroxila.
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Figura 60: Analise da atividade de clivagem de DNA dos compostos 7, 8, 9 e 10 (A, B, C e D)
incubados na presenga de DMSO que atua como seqlestrador de radicais hidroxila. Somente o
composto 9 demonstrou reducdo perceptivel de atividade indicando possivel atividade oxidativa
vinculada a radicais hidroxila

4.3.3 Atividade dos compostos 7, 8, 9 e 10 em presenca e auséncia de
oxigénio atmosférico

Os compostos 7, 8, 9 e 10 foram incubados em presenca e auséncia de
oxigénio atmosférico com o objetivo de verificar a forma pela qual o composto
executa o corte da molécula de DNA. A atmosfera livre de oxigénio é obtida pelo
refluxo de argbnio e caracterizada pela auséncia de atividade catalitica da
substancia [Fe(EDTA)] que necessita de oxigénio livre para gerar EROS. As
incubacgdes foram realizadas a 50°C pelo periodo de 2 horas em pH 6,5. Nenhuma
inibicdo significativa pode ser observada na incubagdo em atmosfera de argbnio para
todos os compostos provavelmente pela incapacidadee de atingir concentracoes
eficientes nas condi¢cdes de incubacao indicadas para este procediemento (Figura
61).
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Figura 61: Analise da atividade de clivagem de DNA dos compostos 7, 8, 9 e 10 (A, B, C e D)

incubados na presenga e auséncia de oxigénio. Nenhuma conclusdo objetiva foi obtida devido a
impossibilidade de serem obtidas condi¢cdes étimas de incubagao

4.3.4 Andlise da cinética da reacdao de corte da molécula de DNA pelos
compostos 7,8,9e 10

Os compostos 7, 8, 9 e 10 foram incubados com DNA em concentracdes
que variavam de 0 a 30 uM a 50°C e aliquotas foram retiradas a cada 60 minutos a
partir do momento de inicio da reacdo, quando também foi retirada uma aliquota, até
que se completassem 5 horas. As amostras foram tratadas como descrito no item
3.2.6. Os resultados graficos obtidos estdo demonstrados na figura 62 e os valores
de K, Km, €eficiéncia catalitica e incremento da degradacado da molécula de DNA
vezes constam da tabela 5.
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Figura 62: Analise da cinética pseudo-michaeliana dos compostos FeZnMe, H, Br e NO, (A, B, C e D)
nas concentrac¢oes indicadas

Tabela 5: Analise da cinética de reacao de corte da DNA plasmidial pelos compostos
7,8,9¢e10

Composto Km Keat ?:gct:;?irtli(c::i: Incremento de
P umol.L™) (h) (mol”.h") degradacio
7 14,10 0,04644 3293,62 1,29 . 10°
8 5,35 0,03832 7107,01 1,06 . 10°
9 31,44 0,09366 2979,01 2,60 . 108
10 32,05 0,17020 5309,20 4,73 108

4.3.5 Atividade antibacteriana dos compostos 7, 8, 9 e 10 em meio liquido

Inéculos bacterianos das espécies Escherichia coli (gram -) e
Staphilococus aureus (gram +) foram incubadas em meio liquido em presenca de
diferentes concentragdes dos compostos 7, 8, 9 e 10. A inibicdo de crescimento
bacteriano destas bactérias esta expressa na figura 63 A, B, C e D respectivamente.
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Pode se observar que os quatro compostos tem atividade frente as bactérias S.
aureus e E. coli. As concentragdes inibitérias minimas sdo 200 e 400 pM
respectivamente para o composto 7. 400 uM para o composto 8, 200 uM para o
composto 9 e 100 e 200 uM para o composto 10 sendo este Ultimo o que apresentou

atividade mais pronunciada.
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Figura 63: Atividade antibacteriana dos compostos 7, 8, 9 e 10 (A, B, C e D) frente as bactérias
Escherichia coli e Staphilococus aureus em meio liquido. A inibicdo do crescimento € expressa como
inibicao porcentual de densidade o6ptica (ODggg)

4.4 COMPOSTOS MONONUCLEARES DE FERRO (Il)

Estes compostos, com ligantes derivados de fenantrolina, foram descritos
no item 3 e foram divididos em dois grupos. O primeiro grupo é caracterizado por um
ferro(ll) complexado a uma unidade do ligante e quatro moléculas de agua e é
representado somente pelo composto 11 [Fe(dpg-dTzol)2(OHz),]*2. O segundo grupo

€ constituido por compostos coordenados de um atomo de ferro(ll) complexados a
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trés unidades de ligantes que ocupam todas as posicdes de coordenagado do metal, a
saber composto 12 ([Fe(dpq)s]*?), composto 13 ([Fe(dppz)s]*?) e composto 14
([Fe(dpgQX)s]*?). Este segundo grupo também apresenta como caracteristica
fotosensibilizacao com luz visivel.

4.4.1 Atividade de clivagem de DNA do composto 11 dependente de pH e
concentracao

O composto11 foi testado em sua atividade em pHs variando de 6,0 a 8,0
e os resultados sdo apresentados na figura 64. Foi utilizado o tampao PIPES na
concentracéao de 10 mM para os pHs 6,0 a 7,5 e HEPES na concentracao de 10 mM
para os pHs de 7,0 a 8,0 em incubagdes de 16 horas a 50° C. A atividade do
composto pode ser observada nestes testes em todos os pHs testados. Nos dois
tampdes utilizados a atividade do composto foi maior nos pHs mais acidos e também
pode-se observar a maior atividade do composto 11 em tampao HEPES.

80 - --TAMPAO PIPES
-=-TAMPAO HEPES

La.

60

DNA plasmidial cortado (%)
S
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0 I L ) 1
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Figura 64: Andlise de atividade de clivagem de DNA observada pela propor¢do de DNA plasmidial
quebrado pelo composto 11 em diferentes pHs. A concentragéo utilizada para confecgao desta figura
foi de 10 uM. Também pode ser observada a maior atividade do composto em tampéao HEPES e em
pHs mais acidos
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O aumento da concentracdo do composto no intervalo utilizado (0 a 80
HUM) em incubacgdes de 16 horas a 50° C em tampao HEPES reflete em um aumento
da atividade de clivagem de DNA do composto nos trés pHs testados (Figura 65). A
auséncia da forma superenovelada de DNA plasmidial na concentragao de 20 uM do
composto 11 em pH 7,0 novamente evidencia a maior atividade em pHs mais acidos.

= 100 1 OFl OFI w.FIll
3_\°' _ —

= i _
.-E 30' _ ] _
= _

)

S 60

o __ _

<L = |

S 40 -

i

o

é 20 - I' ’,

OuM 10pM 20pM 40pM 80pM OpM 10pM 20puM 40pM 80pM  OpM 10pM 20pM 40puM 80pM

pH 7.0 pH 7.5 pH 8.0
FIL —os iy (i G o o ) o —— -
F “I — . IR ] — | —
FI —. e w—— -~ Ny e e

Figura 65: Andlise de atividade de clivagem de DNA observada pela propor¢cédo de DNA plasmidial
cortado pelo composto 11 em diferentes concentracdes (0 a 80 uM). O composto apresenta atividade
dependente de concentragao e de pH sendo esta maior em maiores concentragdées e pHs mais acidos

4.4.2 Atividade de clivagem de DNA do ligante dpg-dTzol nao complexado

A atividade de clivagem de DNA do ligante dpg-dTzol ndo complexado ao
ferro(ll) foi determinada por incubacdes de 16 horas a 50°C em tampao HEPES pH
7,0. Os resultados estdo expressos na figura 66 e indicam a auséncia de atividade
deste ligante quando ndo complexado com o metal. Uma provavel interagcdo do
ligante com o DNA pode ser observada pelo aumento da estabilidade do plasmidio
em presenca de concentracdes maiores da substancia.
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Figura 66: Atividade de clivagem de DNA do ligante dpg-dTzol sobre DNA plasmidial em tampao
HEPES pH 7,0. Os resultados indicam auséncia de atividade e uma provavel interacdo da substancia
com a dupla fita em concentragdes crescentes do ligante

4.4.3 Atividade de clivagem de DNA do composto 11 em presenca de
distamicina

O composto foi incubado na presenca de distamicina, que é um
competidor pela cavidade menor do DNA, durante 2 horas a 50°C em tampéao
HEPES pH 7,0. O efeito da competigao pela cavidade menor pode ser observado na
figura 67, onde esta demonstrada a auséncia de qualquer efeito inbitério na atividade
de clivagem de DNA do composto 11, evidenciando atividade baseada em interacédo
com o DNA através da cavidade maior da molécula ou de interacao eletrostatica.
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Figura 67: Incubacdo dos compostos 11 em presenca e auséncia de distamicina evidenciando
atividade baseada em interagdo com o DNA através da cavidade maior da molécula ou de interagao
eletrostatica

4.4.4 Atividade do composto 11 em presenca e auséncia de oxigénio
atmosférico

O composto 11 foi incubado em presengca e auséncia de oxigénio
atmosférico com o objetivo de verificar a forma pela qual o composto executa o corte
da molécula de DNA. A atmosfera livre de oxigénio € obtida pelo refluxo de argbnio e
caracterizada pela auséncia de atividade catalitica do sistema Fe(EDTA) que
necessita de oxigénio livre para gerar EAS. As incubagdes foram realizadas a 50°C
pelo periodo de 2 horas em tampao HEPES pH 7,0. Os resultados demonstram que
o composto 11 tem atividade hidrolitica, pois nenhuma redugéo significativa da
mesma foi observada em atmosfera de argdnio (Figura 68).



110

100 - @FI OFIl WFII 400 - OFI OFNI MFI
@ _ —
& 80 - 80 4 __ s
E =
o
‘g: 60 60 -
=
(a]
T 40 40 A
£
%
Al 20 - 20 A
; —‘
0 - - v , 0 += . -
opM 160uM  320uM Fe(EDTA) opM 160uM  320uM Fe(EDTA)
Atmosfera de Argonio Atmosfera de Oxigénio
Flll = Y.
s

F| — srm— ;

Figura 68: Incubagcdo dos compostos em presenca e auséncia de oxigénio atmosférico
caracterizando a atividade hidrolitica do composto 11 sobre a molécula de DNA

4.4.5 Anadlise da cinética da reacao de corte da molécula de DNA pelo
composto 11

O composto 11 foi incubado com DNA em concentragdes que variavam de
0 a 160 uM a 50°C em tampao HEPES pH 7,0 e aliquotas foram retiradas a cada 15
minutos a partir do momento de inicio da reacéo, quando também foi retirada uma
aliquota, até que se completassem 90 minutos. As amostras foram tratadas como
descrito no item 4.6.6. Os resultados obtidos estdo demonstrados na figura 69 e os
valores de K, Kqa, eficiéncia catalitica e incremento da degradacao da molécula de
DNA constam da tabela 6.
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Figura 69: Analise da cinética pseudo-michaeliana do composto 11

Tabela 6: Analise da cinética de reacao de corte da DNA plasmidial pelo composto
11

eficiéncia
Composto mglmL") (Iﬁc.?; catalitica In dc;ep;zgt%ge
HMOL. (mol™.h™) gradac
11 54,26 2,9406 5419,46 8,17.10’

4.4.6 Calculo da especificidade de sitio de corte de DNA do composto 11

A razao entre cortes simples e duplos foi calculada conforme Cowan, Collis
e Grigg (1987). Também foi calculada a razdo de numero de cortes por pmol. Os
resultados estdo expressos na tabela 7 como média acompanhada de desvio
padrao.

Os resultados obtidos demonstram um padrao aleatério de cortes de DNA
revelando que o composto 11 produz quebras de modo inespecifico. As razbes de
cortes por concentracdo de composto indicam grande atividade do complexo.
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Tabela 7: Razéo entre cortes simples e duplos razdes de numero de cortes por pmol
calculadas para os trés compostos 11

Composto n1 n2 n1/n2 n1/[comp]
11 1,66+0,27 0,02+0,01 72,57+3,27 0,03+0,01

4.4.7 Atividade de clivagem de proteina do composto 11

O composto 11 foi testado frente a proteina albumina de soro bovino (BSA)
nas concentragdées de 0, 12,5, 25,0 e 50,0 uM com o objetivo de determinar a
presenca de atividade de clivagem de proteina e conseqliente interacdo composto
proteina. O composto 11 ndo apresentou, nas concentracdes testadas, atividade de
clivagem de proteina detectavel (Figura 70).
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Figura 70: Analise da atividade de clivagem de proteina do composto 11 incubados 6 horas a 50°C
com proteina BSA em concentragdes crescentes. Nao foi encontrada, nas concentragdes tesadas,
atividade de clivagem de proteina detectavel
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4.4.8 Atividade antibacteriana do composto 11 em meio liquido

Inéculos bacterianos das espécies Escherichia coli (gram -) e Saphilococus
aureus (gram +) foram incubadas em meio liquido em presenca de diferentes
concentracdées do composto 11 (0, 50, 100, 200, 400 e 800 uM). A inibicdo de
crescimento bacteriano destas bactérias esta expressa na figura 71. Pode se
observar que o composto tem maior atividade frente a bactéria S. aureus quando
comparada com E. coli Em nenhuma concentracdo foi possivel observar uma

inibicdo total de crescimento bacteriano frente as bactérias testadas.
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Figura 71: Atividade antibacteriana do composto 11 frente as bactérias Escherichia coli e
Staphilococus aureus em meio liquido. A inibigdo do crescimento € expressa como inibicao porcentual
de densidade éptica (ODgq)

4.4.9 Atividade de clivagem de DNA dos compostos 12, 13 e 14 dependente da

presenca ou auséncia de luz visivel e de concentracao

Os compostos 12, 13 e 14 foram testados quanto a sua atividade em
presenca e auséncia de luz visivel e os resultados sdo apresentados na figura 72.
Foi utilizado o tampéao HEPES pH 7,5 em incubacdes de 2 horas a 37° C. Todos os
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compostos apresentaram atividade de clivagem de DNA tanto em presenga como na
auséncia de luz visivel, mas esta sempre foi maior na primeira situacao. Podem ser
observados aumentos de atividade proporcionais ao aumento de concentragcdo dos
complexos 13 e 14; ja o complexo 12 aparentemente ndo apresenta aumento de
atividade quando tem sua concentracdo aumentada tanto em presenca como na
auséncia de luz. Os compostos 13 e 14 apresentaram atividade semelhantes de

degradacao de DNA e muito superiores ao composto 12.
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Figura 72: Andlise de atividade de clivagem de DNA observada pelo aumento de DNA plasmidial
guebrado pelos compostos 12, 13 e 14 em diferentes concentragées em presenca e auséncia de luz

vivivel. Pode ser observada a maior atividade em presenca de luz visivel e dos compostos 13 e 14
em relagcdo ao composto 12

4.4.10 Atividade de clivagem de DNA dos compostos 12, 13 e 14 em presenca
de DMSO e distamicina

Os compostos 12, 13 e 14 foram incubados na presenca de distamicina,
que € um competidor pela cavidade menor do DNA e na presenga de DMSO que

atua como sequestrador de radicais hidroxila necessarios a atividade oxidativa de
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muitas nucleases. As incubagdes foram realizadas durante 2 horas a 37° C em
presenca de luz visivel. O efeito da inibicao pela presenca de DMSO e a competicao
pela cavidade menor promovida pela distamicina podem ser observados na figura
73. Observa-se a auséncia de qualquer efeito inibitério na atividade de clivagem de
DNA pelo DMSO para todos os compostos e inibicdo por distamicina somente para o
composto 12. Estes resultados indicam que os compostos provavelmente agem por
uma via oxidativa independente da formacdo de radicais OH. A inibicdo por
distamicina ocorre somente pela menor molécula, provavelmente devido a maior
afinidade desta pelo ambiente confinado da cavidade menor quando comparada com
suas similares que possuem estruturas planares mais longas, mais adaptadas a
intercalagé@o entre pares de bases via cavidade maior.

Composto 13 Composto 12
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Composto 14
m

[Composto]

Figura 73: Resultados da incubagcdo dos compostos 12, 13 e 14 em presenga de DMSO e
distamicina. Pode ser observada a auséncia de qualquer efeito inibitério na atividade de clivagem de
DNA pelo DMSO para todos os compostos e inibicdo por distamicina somente para o composto 12

4.4.11 Atividade de clivagem de proteina dos compostos 12, 13 e 14



116

Os compostos 12, 13 e 14 nas concentragdes de 0, 12,5, 25,0 e 50,0 uM
foram testados frente a proteina albumina de soro bovino (BSA) com o objetivo de
determinar a presenca de atividade de clivagem de proteina e consequente interacdo
composto/proteina. As incubacdes foram realizadas por 2 horas a 37°C na presenca
e auséncia de luz visivel. Os compostos 12, 13 e 14 apresentaram atividade de
clivagem de proteina somente em presenga de luz. Esta é detectavel através da
formacdo de bandas com peso molecular menor em todas as concentracdes
testadas. Na auséncia de luz nenhuma atividade significativa pode ser detectada
(Figura 74).
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Figura 74: Andlise da atividade de clivagem de proteina dos compostos 12 (A), 13 (B) e 14 (C)
incubados 2 horas a 37° C em pH 7,5 com proteina BSA em concentragbes crescentes. Somente foi
encontrada atividade nas incubagdes realizadas na presenca de luz

4.4.12 Atividade antibacteriana dos compostos 12, 13 e 14 em meio liquido

Inéculos bacterianos das espécies Escherichia coli (gram -) e Saphilococus
aureus (gram +) foram incubados em meio liquido em presenca de diferentes
concentragbes dos compostos 12, 13 e 14 (0, 5, 10, 20, 40 e 80uM). A inibicdo de
crescimento bacteriano destas bactérias esta expressa na figura 75 respectivamente.
Pode se observar que os compostos tem maior atividade frente a bactéria S. aureus
quando comparada com E. coli. Em nenhuma concentracdo foi possivel observar

uma inibicao total de crescimento bacteriano frente as bactérias testadas.
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Figura 75: Atividade antibacteriana dos compostos 12 (A), 13 (B) e 14 (C) frente as bactérias
Escherichia coli e Staphilococus aureus em meio liquido. A inibicdo do crescimento é expressa como
inibicao porcentual de densidade 6ptica (ODgoy) demonstrando que os compostos tem maior atividade
frente a bactéria S. aureus quando comparada com E. coli
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5 DISCUSSAO

5.1 Compostos Binucleares de Cobre [Cux([1-OH)L;]

Estes complexos, miméticos de catecol oxidases, apresentaram atividades
variadas sobre os substratos testados. As catecol-oxidases s&o enzimas comuns em
plantas pertencentes a classes das oxiredutases que contém um centro dinuclear de
cobre. Quando avaliados como nucleases todos demonstraram atividade, embora
com capacidades diferentes como demonstrado nas figuras 28, 29 e 33 e na tabela
1. Surpreendentemente o complexo Cuy(u-OH)2, que é um hibrido dos outros
apresenta a atividade mais proeminente caracterizada pelo seus valores de cinética
de reagao. Nos testes por inibicdo por distamicina (Figura 30) (HIRAKU, OIKAWA,
KAWANISHI, 2002) os compostos 1 e 2 sofreram inibigdo caracterizando atividade
através do sulco menor e o composto 3 que néo sofreu inibicdo tem provavelmente
atividade baseada em outra forma de interagdo podendo ser eletrostatica ou
intercalante de sulco maior (ZELIGS et al,2007). Os dois primeiros compostos foram
testados quanto a forma de sua atividade de clivagem de DNA (Figuras 31 e 32) e
ambos apresentam atividade hidrolitica mas uma atividade oxidativa caracteristica
pode ser observada para o composto 2. Estes resultados podem ser verificados
através dos experimentos em atmosfera livre de oxigénio (Figura 32), onde a
auséncia deste nao inibe a atividade do composto 1 mas tem eficiéncia parcial sobre
a atividade do composto 2. A atividade oxidativa do composto é provavelmente livre
da formacéao de radicais OH, pois a incubacdo do complexo em presenca de DMSO
nao afetou sua atividade (Figura 31). A inibicdo observada, ainda que nao total, é
exatamente no complexo de maior atividade sugerindo que esta esteja ligada a um
ganho em sua capacidade oxidativa. O resultado indicando uma atividade de
clivagem de DNA mista poderia ser esperado uma vez que a atividade catecolasica é
eminentemente oxidativa.

A partir de um pH de 6,2 a forma predominante do composto 1 em solucéao
(REY et al, 2009), e provavelmente também dos outros dois compostos, esta
relacionado a formacao da estrutura p-hidroxo do mesmo, que em pHs mais baixos
se apresenta protonada. Esta forma pode estar intimamente relacionado ao pico de
atividade de clivagem de DNA encontrado proximo e acima este pH (Figura 28). A
partir de dados espectrofotométricos juntamente com dados cinéticos foi proposto
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que o DNA se liga ao composto 1 através de um atomo de oxigénio em uma forma
monodentada. Este deve envolver como fator limitante, um ataque intra-molecular do
ion hidroxo que faz a ponte entre os dois atomos de cobre do composto resultando
na hidrolise da ligagao P-O do substrato. Deve ser notado que os dados cinéticos
obtidos por Rey et al. (2007) utilizando BDNPP (bis(2,4-dinitrophenyl)phosphate)
com um pKa de 6.0+0,02 estdo em concordancia com estes. A forma de atuagéo do
composto 2 deve pelo menos em parte obedecer aos mesmos critérios mas
provavelmente a alteracdo na forma da molécula leva a uma atuacdo em um sitio
diferenciado do DNA que possibilita um ataque oxidativo responsavel pelo aumento
de atividade deste composto. J& o composto 3 teve sua atividade extremamente
reduzida também provavelmente devido a alteracées da estrutura do ligante (JANG
et al, 2007). Estes resultados sdo corroborados pelos calculos cinéticos dos
complexos que colocam os dois primeiros entre os complexos mais ativos quando
comparados com os descritos na literatura (SREEDHARA, FREED e COWAN, 2000;
LIU et al, 2004; JIANG et al, 2007). As razdes de cortes simples e duplos calculados
conforme descrito por Cowan, Collis e Grigg (1987), calculadas para os compostos 1
e 2 (Tabela 2) levam a conclusdo que estes compostos realizam muitos cortes
aleatérios até linearizarem a molécula e atuam de maneira inespecifica sobre o DNA
sendo o0 segundo pouco menos especifico que o primeiro. Estes valores néao
puderam ser calculados para o composto 3 pois este ndo apresentou cortes duplos
suficientes nas concentragoes testadas. Os valores de cortes simples por umol de
composto demonstram a maior atividade do composto 2 e a baixa atividade de 3
(Tabela 2).

Estudos de espectrofotometria realizados com os compostos incubados
com CT-DNA (Figura 34) reforcam os dados obtidos com a interagdo com DNA
plasmidial observada em gel de eletroforese. O hipocromismo demonstrado por
todos os compostos sugere um processo de transferéncia de carga quando da
interacdo com o substrato (DIMITRAKOPOULOU et al, 2007). O composto 2 mostra
ja interagir com DNA em concentragdes menores que os outros dois complexos.
Diferentemente dos resultados eletroforéticos o composto 3 parece interagir
fortemente com o CT-DNA em concentracdes mais altas. Este resultado leva a
suposicdo que a estrutura do composto 3 apesar de manter sua capacidade de
ligacdo com a o DNA coloca seu centro ativo em uma posicao desvantajosa para que

este possa clivar a molécula.
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Nos estudos de interacdo com proteina os compostos 1 e 2 demonstraram
clivar a proteina BSA provavelmente em um sitio especifico pois sdo formadas
bandas peptidicas de tamanhos especificos de aproximadamente 38 KD e 28 KD
(Figura 35). Cabe salientar que ambos os complexos formam estruturas semelhantes
levando a crer que o modo de atuacao € provavelmente o mesmo. Estes resultados
sdao semelhantes aos descritos por Oliveira et al (2005) com compostos
mononucleares de cobre (ll). O composto 3 nao levou a formacdo de nenhuma
banda mas sim a um aumento de massa da proteina original. Este resultado
demonstra interacdo com a proteina, mas incapacidade de gerar cortes de maneira
semelhante ao da molécula de DNA.

Estudos espectrofotométricos apresentam resultados que demonstram que
os complexos interagem com a proteina (Figura 36). Os compostos 1 e 2
apresentam um hipercromismo crescente, proporcional ao aumento de concentracdo
de proteina, excetuando-se para a concentracdao de 200 puM que provavelmente
indica um limite de atividade do composto. Os compostos 2 e 3 apresentam uma
alteracao batocrémica de A354 para A361 e A412 para A428 respectivamente que
sdo atingidas na maior concentracdo para o composto 2e na menor concentragdo
para o composto 3. O resultado para o ultimo composto indica provavelmente uma
saturacado dos sitios de ligacdo deste com a proteina (DIMITRAKOPOULOU et al,
2007). Nos experimentos realizados com periodo de incubacao (Figura 39) os
compostos 1 e 2 revelaram a extingdo da banda original apds a incubacao de A360 e
A350 e a formagdo de um novo pico em A437 e A410 respectivamente. O ponto
isosbéstico detectado demonstra a transicdo da forma original do composto para
uma nova estrutura formada através do processo de clivagem da proteina e que
somente duas formas desta substancia estao envolvidades. Este fato indica que o
complexo esta interagindo com a proteina provavelmente de forma covalente
ligando-se a mesma provavelmente de maneira irreversivel. O composto 3
apresentou resultados semelhantes aos dos experimentos sem periodo de
incubacado corroborando com os resultados anteriores que demonstram que o
composto interage com a molécula de proteina mas nao possui a habilidade de clivar
a mesma.

Os estudos de dicroismo circular (Figura 38) realizados apontam para
resultados semelhantes onde os compostos 1, 2 e 3 demonstram, através da
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diminuicdo de alfa-hélices, sua capacidade de interagir com a proteina BSA. Estes
resultados estdo em concordancia com outros resultados obtidos por Gharagozlou e
Boghaei (2008) com compostos de zinco os quais também promoveram reducéo do
sinal caracteristico de alfa-hélices. O composto tem sua capacidade de precipitar a
proteina em solucdao, demonstrada pela alteracdo da curva na maior concentracao
testada.

Também foram descritos para o composto 1 dados de absorcao e ligacao
do mesmo com a molécula de DNA em culturas de células, através dos quais pode-
se observar que o complexo € prontamente absorvido pelas células em minutos e
que este forma adutos com o DNA destas. Estes fatos podem estar intimamente
ligados a atividade de inibicdo de crescimento. Dados de citotoxicidade em duas
linhagens de células tumorais, GLC4 e K562, foram observados e foram obtidos
valores de 1Cso de 14,83 e 34,21 uM respectivamente (REY et al, 2009).

Os resultados de atividade genotdxica, cinética de dano e reparagao de
DNA obtidos para o composto 1 estdo em concordancia com os dados descritos por
Rey et al. (2009). O complexo é absorvido pelas células leucocitarias de sangue
periférico tanto humano como de camundongos e em questdo de minutos a horas
promovem danos sobre as moléculas de DNA detectaveis com o teste cometa
(Figura 39). Em camundongos os danos ao DNA atingem seu apice em 30 e 60
minutos para as concentragdes de 100 e 50 puM respectivamente, detectando-se logo
apds uma reducdo dos mesmos que é caracteristica dos processos celulares de
reparacdao de DNA (Figura 41). O composto 2 apresenta resultados semelhantes
para células humanas (Figura 40) somente necessitando de intervalos maiores de
tempo para atuar em camundongos provavelmente devido a uma dificuldade maior
de absorcao pela célula ocasionada pela alteracdo da estrutura da molécula (Figura
41). Estes resultados aliados aos obtidos por Rey et al (2009) demonstram que o0s
compostos tem atividade genotdxica e esta esta provavelmente ligada diretamente a
capacidade dos compostos de interagir com o DNA in vivo.

Nos testes de inibicdo de crescimento bacteriano (Figura 42) os trés
complexos apresentaram resultados semelhantes sendo capazes de inibir o
crescimento da bactéria gram+ Staphilococus aureus mas apresentaram pouca ou
nenhuma atividade sobre a bactéria gram- Escherichia coli. Estes resultados indicam
que diferencas de metabolismo ou de parede celular, provavelmente influenciando
no transporte, podem estar vinculadas a atividade in vivo destes. Dimitrakoupoulou et
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al, (2007) sugere que a atividade antimicrobiana dos compostos pode estar ligada ao
tamanho dos centros metdlicos em uma relagdo direta. Este fato pode explica o
motivo pelo qual os trés complexos que possuem sua estrutura metalica idéntica
apresentam resultados semelhantes.

5.2 Compostos de Fe(ll)4,5e 6

Os compostos 4, 5 e 6 demonstraram atividade de clivagem de DNA em
todos os pHs testados, mas tiveram sua maior atividade em torno do pH 7,0 (Figura
43). Da mesma maneira os trés compostos apresentaram correlacées diretas de
concentracao e atividade em pH 7,0 (Figura 44) e inibicdo por distamicina (Figura 45)
indicando que a atividade de clivagem de DNA destes dependem de suas
concentracdes e atuam preferencialmente através da cavidade menor do DNA.
Quando testados frente ao quelante de radicais hidroxila, DMSO, nenhuma inibicao
significativa foi encontrada para os trés compostos (Figura 46). Quando testados em
presenca e auséncia de oxigénio o composto 4 ndo teve sua atividade inibida mas os
seus analogos 5 e 6 apresentaram uma inibicdo parcial demonstrado a presenca de
atividade oxidativa (Figura 47). A atividade do primeiro composto € hidolitica, dos
seguintes é mista, independente de radicais hidroxila, que provavelmente deve-se a
alteracdes presentes na estrutura dos ligantes aonde o primeiro possui sulfatos em
posicdes ocupadas por atomos de cloro nos outros dois. A atividade provavelmente
oriunda da ponte p-oxo nos compostos 4 e 6 ou da molécula de adgua coordenada ao
ferro no composto 5 e provavelmente suas diferencas de atividade devem-se a
presencga de sulfatos no composto 4 e cloros nos compostos 5 e 6. No entanto existe
uma forte possibilidade destes compostos, quando em solugéo, terem estes radicais
trocados por moléculas de agua, sendo entdo estas diferencas provavelmente
resultantes da atuacao destes radicais em solucao.

Os valores cataliticos calculados para estes complexos (Figura 48 e tabela
3) os colocam como complexos de alta atividade. Os valores de incremento de
degradacdo do DNA (3,39.10%, 2,78.10% e 1,92.10° respectivamente) sdo superiores
a muitas descritas na literatura até o presente momento (SREEDHARA, FREED e
COWAN, 2000; LIU et al, 2004; JIANG et al, 2007). Os valores de cortes simples (n1)
e duplos (n2) obtidos para os complexos que resultam em razées n1/n2 bastante
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reduzidos indicam uma especificidade de corte destes compostos pois 0s mesmos
executam o segundo corte bem proximo ao primeiro (Tabela 4).

Em estudos espectrofotométricos dos compostos incubados com CT-DNA
por 12 horas a 50°C os resultados apresentaram-se inusitados (Figura 49). O
composto 4 apresentou para as concentragdes menores de CT-DNA um
hipocromismo, mas quando incubado com 200 uM do mesmo (4-1 de composto) um
hipercromismo foi detectado. Nos testes realizados com os compostos 5 e 6 todas as
concentracdes de CT-DNA apresentaram hipercromismo quando comparada com a
incubacdo controle que havia perdido sua forma caracteristica. Estes resultados
aliados aos obtidos por estudos espectrofotométricos com proteina BSA (Figura 52),
que mostraram-se bastante semelhantes, levam a conclusdo que estes compostos
sao instaveis em solucao de pH 7,0 a 50° C, conforme pode ser observado na figura
53, mas que a presenca de um substrato (DNA ou proteina) e a ligagdo dos
compostos a estes estabiliza, pelo menos parcialmente, sua estrutura. A interacédo
com proteina BSA sem periodo de incubacado (Figura 51) mostra através do
hipercromismo observado que os compostos interagem com esta em sua forma
original. Estes resultados associados com o0s estudos eletroforéticos de
fragmentacao da proteina BSA pelos compostos (Figura 50) e aos estudos de
dicroismo circular onde um aumento de alfa-hélices pode ser observado (Figura 54)
demonstram a capacidade destes de interagir com a proteina alterar sua estrutura e
fragmenta-la em locais especificos. Estes resultados estdo em concordancia com
rsultados obtidos por Oliveira et al (2005) e Dimitrakoupoulou et al, (2007).

Estas atividades, de clivagem de DNA e de clivagem de proteina, levaram
a possibilidade de estudos dos efeitos destes compostos in vivo. Testes de
genotoxicidade foram executados com o0s trés compostos em incubagdes contendo
sangue humano total e leucécitos isolados da mesma amostra. Os resultados obtidos
demonstam que os compostos sdo capazes de interagir com estas células e direta
ou indiretamente promover dano ao DNA das mesmas em concentragbes de 100 a
200 uM para os compostos 4 e 5 e em todas as concentragdes testadas para o
composto 6, sendo este caracterizado como mais ativo (Figuras 61,62 e 63
respectivamente). Nos testes de inibicdo de crescimento bacteriano os compostos
foram eficientes em inibir parcialmente o crescimento das bactérias Escherichia coli
(gram-) e Staphilococus aureus (gram +) mas nao foi possivel encontrar nas

condigdes testadas uma concentracao inibitéria minima (Figura 58).
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5.3 Compostos Binucleares de Fe(ll)Zn(ll)R 7, 8,9 e 10

Estes sdo compostos miméticos estruturais e funcionais de fosfatases
acidas purpuras que sao as unicas metal-hidrolases que necessitam de um sitio ativo
heterovalente. O composto 8 fdescrito por Neves et al, (2007) teve sua estrutura
cristalina descrita juntamente com sua atividade de hidrolase sobre o substrato
ativado 2,4-bis(dinitrofenil)fosfato e seu modo de acdo foi determinado de descrito
como primeiramente a ligacado de uma unidade do composto ao fosforo através da
substituicdo da agua ligada ao zinco e posteriormente da oxidrila ligada ao ferro.
Também foi descrito que a ponte p-hidroxo que une os dois metais € menos ativa
que seu a oxidrila ligada ao ferro.

Em estudos posteriores 0 composto 8 juntamente com o0s outros trés
complexos, foram caracterizados quimicamente, tiveram suas atividades frentes a
BDNPP, DNA (este trabalho) e células cancerosas das linhagens GLC4 e K562
(PERALTA et al., em redacdo). Nestes estudos demonstrou-se que a forma presente
dos compostos é [(OH)Fe(u-OH)Zn(OH,) que fornece um excelente nucledfilo
através do OH coordenado ao centro de Fe(lll). Esta caracteristica € também
fortemente influenciada pelos grupos para (R) substituintes no fenolato terminal do
Fe(lll). Estes substituintes devido as suas caracteristicas de doadores dos radicais
Me e H e aceptores dos radicais Br e NO, estabilizam o ferro nas formas Fe(lll) e
Fe(ll) respectivamente, fato este que pode influenciar decisivamente no modo de
atuacao da molécula sobre seus substratos.

Os compostos foram analisados quanto a sua atividade de clivagem de
DNA em presenca de distamicina (Figura 59) e demonstrou-se que os compostos 8 e
9 atuam provavelmente através do sulco maior e os compostos 7 e 10 atuam pelo
menos em parte através do sulco menor. Estes também foram incubados em
presenca de DMSO que é quelante de radicais OH (Figura 60) e somente o
composto 9 foi inibido pela substancia. Os outros possuem ou atividade hidrolitica ou
oxidativa livre de radicais OH. Nos dados de cinética enzimética sobre o substrato
ativa BDNPP que € degradado eminentemente por hidrélise obtidos por Peralta et
al., (em redacao) a atividade dos compostos pode ser retratada como 7 > 8 > 9 > 10,
mas quando dados cinéticos de suas atuacdes enzimaticas sobre DNA plasmidial
foram observados a situacdo se inverte sendo os Ultimos mais ativos que os

primeiros e principalmente o composto 10, o0 mais ativo de todos (Figura 62 e Tabela
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5). A maior atividade do composto 9 pode ser explicada pela sua atividade oxidativa
que nao pode ser observada sobre o substrato BDNPP ou pelo potencial redox do
par the Fe"'Zn"L-Br/Fe"Zn"L-Br que esta delocado para o anodo quando comparada
com os compostos 7 e 8. Ja a atividade maior do composto 10 ndo pode ser
explicada a menos que este apresente uma atividade oxidativa independente da
formacao de radicais OH pois os experimentos em atmosfera livre de argénio
mostraram-se inconclusivos (Figura 61). Os dados de inibicdo de crescimento das
linhagens celulares GLC4 e K562 estdo em plena concordancia com os dados
cinéticos de atividade de clivagem de DNA demonstrando que a atividade citotéxica
€ dependente da atividade de clivagem de DNA e que estes compostos séo
absorvidos pelas células. Os resultados de inibicado de crescimento bacteriano
(Figura 63) estdo em plena concordancia com os resultados obtidos para ICsy €
atividade de clivagem de DNA sobre DNA plasmidial mais uma vez reforcado a
importancia dos grupos substituintes na atividade dos compostos.

5.4 Compostos mononucleares de Fe(ll)

A quimica do [Ru(bipy)3]2+ estimulou a preparacdo e caracterizagao de

outros compostos polipiridinicos com o objetivo de elucidar os efeitos da estrutura
dos ligantes nos potenciais redox, reatividade em estados excitados emissdo de
luminescéncia fotoativacao entre outros. Isto promoveu um grande desenvolvimento
do conhecimento de atuacdo e os colocou como candidatos para uma grande
quantidade de aplicacdes entre elas como sondas para biomoléculas tais como DNA
e proteinas (O'DONOGHUE et al, 2005). Varios estudos revelaram que a
modificagdo dos ligantes modificam as capacidades de ligacdo, localizacdo e
afinidades possibilitando a exploracdo de conformagdes valiosas para a criagao de
ferramentas biotecnoldgicas ou novos farmacos. Em geral a extensao da planaridade
da fenantrolina nos seus sitios 5 e 6 aumentam a forca de interacdo dos compostos
com o DNA (MAITY et al, 2008; PATRA, NETHAJI, CHACRAVARTY, 2007; JIANG et
al.2007).

O composto 11 foi testado quanto a sua atividade em diferentes pHs e
concentracdes nos tampdes PIPES e HEPES (Figuras 64 e 65) e demonstrou ter
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maior atividade em pHs mais acidos provavelmente devido a deprotonagdo dos
ligantes sofrida em pHs mais elevados. Também demonstrou uma correlagéo entre
atividade e concentracdo apresentando sua maior atividade na maior concentracao
testada (80 uM) e sua atividade foi maior em presenga do tampao HEPES quando
comparado ao tampéo PIPES provavelmente devido a maior forga i6nica deste. O
composto também nao foi inibido pela presenca de distamicina (Figura 67) que
compete pela cavidade menor do DNA (HIRAKU, OIKAWA, KAWANISHI, 2002)
demonstrando sua interacdo com esta pela cavidade maior, caracteristica de
agentes intercaladores (ERKKILA, ODOM, BARTON 1999).

Em auséncia de oxigénio (Figura 68) a atividade do composto sobre a
molécula de DNA nao foi inibida e uma vez que a atividade do [Fe(EDTA)]
demonstrou inibicdo total como esperado pode-se caracterizar a atividade do
complexo como hidrolitica (SCARPELLINI et al, 2003). Esta atividade tem sua
provavel origem nas moléculas de dgua coordenadas ao Fe(ll) descritas na estrutura
que sao posicionadas de forma favoravel pelos tetrazbis que altamente carregados
tornam-se eficientes intercalantes (MIRANDA, 2008). Estas suposi¢cdes sao
reforcadas pelos resultados obtidos com a incubacdo de DNA em presenca do
ligante isolado que ndo apresentou nenhuma atividade de clivagem de DNA (Figura
66) demonstrando a necessidade do ion Fe(ll) e suas aguas coordenada como
nucleofilos.

Experimentos de cinética Pseudo-Michaeliana (Catalista>>substrato)
(SREEDHARA, COWAN, 2001) foram realizados (Figura 69 e tabela 6)
demonstrando que este composto tem uma atividade sobre o DNA situada entre as
mais altas descritas na literatura (SREEDHARA, FREED e COWAN, 2000; LIU et al,
2004; JIANG et al, 2007). No entanto esta atividade nao pode ser considerada como
sitio especifica pois as razdes de corte simples e duplos apresentam numeros
elevados classificando o composto como nao especifico.

Este composto nao apresentou atividade de clivagem de proteina (Figura
70) sobre a proteina BSA nas condi¢des testadas podendo caracterizar o mesmo
como acido nucléico especifico necessitando para a confirmagdo que mais testes
sejam realizados. A atividade antibacteriana do mesmo (Figura 71) também pode ser
considerada nao significante tendo o mesmo atuado somente sobre a bactéria
Staphilococus aureus e nao promovendo sua inibicado de crescimento em mais de
25%.
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Os compostos 12, 13 e 14 tiveram sua atividade testada em presenca e
auséncia de luz e diferengas significativas foram encontradas (Figura 72). A
presencga de luz levou a uma maior atividade de todos os compostos sendo que as
eficiéncia de clivagem dos mesmos pode ser descrita como 14 > 13 > 12. Trabalhos
utilizando compostos de cobre (II) onde os ligantes Bipiridina (bipy), fenantrolina
(phen), dipyrido[3,2-f.2',3'-h]quinoxaline (dpg) e dipyrido[3,2-a:2',3'-c]phenazine
(dppz) associados a ferroceno (MAITY et al, 2008), S-metil-L-cisteina (PATRA,
NETHAJI, CHACRAVARTY, 2007) e I-lisina (PATRA, NETHAJI, CHACRAVARTY,
2005), obtiveram resultados semelhantes. Todos os compostos testados pelos
autores apresentaram atividade de clivagem de DNA e tiveram suas eficiéncias
aumentadas por fotosensibilizagdo por luz visivel em comprimentos de onda do
vermelho ou préximos. No trabalho utilizando o composto conjugado a ferroceno os
resultados de atividade colocam o composto coordenado a dppz como o mais ativo
dentre os testados, resultado este que esta em concordancia com este trabalho. Ja
na série de compostos conjugados a S-metil-L-cisteina 0 composto coordenado a
dpg demonstrou maior atividadde que que o coordenado a dppz em uma inversao
dos resultados obtidos tanto por Maity et al (2008) e neste trabalho. Esta inversao é
provavelmente devida aos efeitos destes conjugados que podem alterar a
capacidade de interagdo com DNA bem como da posi¢ao do centro ativo em relacéo
ao substrato ou até mesmo incrementar a fotoativacao. Nos resultados obtidos neste
trabalho uma vez que todos compostos possuem somente um tipo de ligante fica
clara a relagéao entre planaridade e eficiéncia catalitica conforme descrito por Jiang et
al (2007). Nos experimentos utilizando DMSO como quelante de radicais OH n&o foi
observada nenhuma inibicao por parte desta substancia (Figura 73). Uma vez que
uma atividade hidrolitica esta descartada pela estrutura da propria molécula
(MIRANDA, 2008) esta atividade € provavelmente devida a formagédo de outra
espécie ativa de oxigénio. Patra, Nethaji, Chakravarty (2005) apds experimentos com
azida sodica e histidina sugerem que os compostos testados contendo dpq e dppz
como ligantes atuam de maneira oxidativa através da formacao de oxigénio singlet,
sendo esta uma alternativa para a atividade dos compostos testados neste trabalho.
Nos testes realizados em presenca de distamicina somente o composto [Fe(dpq)s]™?
apresentou inibicdo pela substancia (Figura 73). Este resultado esta em
concordancia com a forma do ligante (JIANG et al,2007) que no caso do dpqg tem
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pouca capacidade de atuar como intercalante e muito mais provavelmente como
ligante de cavidade menor (ZELIGS et al, 2007).

Experimentos realizados em presenca de proteina BSA (Figura 74)
demonstraram que a atividade de clivagem de proteina dos trés compostos é
dependente da fotoativagdo dos mesmos, pois nenhuma atividade foi detectada nas
concentracdes testadas na auséncia de luz. A formacado de bandas de tamanhos
caracteristicos sugere uma especificidade de sitio de corte e mais experimentos
devem ser realizados para confirmacao desta possibilidade. Maity et al (2007) testou
a atividade de clivagem de proteina de compostos de cobre(ll) contendo conjugados
de ferroceno e os ligantes bipy, phen, dpg e dppz e ndo encontrou nenhuma
atividade em incubagbes realizadas no escuro mas encontrou atividade para o
compostos contendo o ligante dppz quando exposto a luz ultravioleta caracterizando
este como dependente de fotoativagdo em concordancia com os resultado obtidos
neste trabalho. N&o foram realizadas pelos autores experimentos utilizando luz
visivel o que dificulta comparacdes com os dados deste trabalho que provavelmente
geraram os dados conflitantes dos compostos contendo o ligante dpg.

A atividade antibacteriana dos compostos foi observada (Figura 75) e
demonstrou-se fraca sendo 0 mais ativo o composto 13" Todos complexos tiveram
maior atividade sobre a bactéria E. coli que pode estar ligada a presenca da
membrana externa de caracteristica lipidica bem mais sensivel a oxidacdo que a

parede celular formada de peptideoglicanos das bactérias gram positivas.
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6 CONCLUSOES

Os compostos 1, 2 e 3 ([Cux(u-OH)L,]), miméticos de catecol-oxidases,
demonstraram atividades de clivagem de DNA e de clivagem de proteina variadas
dependentes da estrutura de seus ligantes além de sua ja& caracterizada
promiscuidade catalitica. Também demonstraram atividade em sistemas vivos
caracterizadas pelas atividades genotéxica em células humanas e de camundongos
e citotéxica em células bacterianas além das linhagens de células tumorais testadas
por Rey et al, (2009). Estas caracteristicas, associadas a capacidade do mesmo de
ser prontamente absorvido pelas células tornam estes complexos motivo de estudos
a serem realizados tanto como objetivo de produzir novas ferramentas
biotecnoldgicas bem como de novos farmacos principalmente no tratamento de
neoplasias. Novos ligantes ou modificacdes realizadas nos ja existentes podem fazer
com que substancias potentes e comercialmente viaveis possam ser desenvolvidas.

Os compostos 4, 5 e 6, mono e binucleares de Fe(ll), apresentaram
atividade de clivagem de DNA e de clivagem de proteina bastante intensa estando
entre os mais ativos compostos ja descritos. Como calculado pelas razbes de
quebras simples e duplas atuam de maneira especifica sobre o DNA e
provavelmente também sobre proteina como demonstrada pela formacéo de bandas
com tamanhos especificas. Possuem atividade in vivo como demonstrado pelas
atividades genotdxica em células humanas e de camundongos e citotdxica em
células bacterianas. No entanto maiores estudos no que se refere a sua estabilidade
em solucao devem ser executados.

Os compostos 7, 8, 9 e 10, binucleares de FeZnR tiveram seus provaveis
modos de acado e cinética de reacao determinados bem como suas atividade sobre
células bacterianas podendo em termos de eficiéncia serem descritos da seguinte
maneira: 10 > 9 > 8 > 7. O resultados obtidos estdo em concordancia com os obtidos
em teses de citotoxicidade por Peralta et al. (em redagdo) mas apresentam
discrepancias quando comparados com a atividade dos compostos sobre o substrato
ativado BDNPP (NEVES et al, 2007) sobre o qual os dois primeiros tiveram atividade
reduzida. Este resultado se deve provavelmente a atividade oxidativa destes
compostos que nédo pode ser observada sobre este substrato.

Os compostos mononucleares de Fe(ll) com ligantes derivados de
fenantrolina foram divididos em dois grupos. O primeiro que consiste do composto
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11, o0 qual ndo foi testado em presenca de luz demonstrou atividade de clivagem de
DNA de grande eficiéncia de forma hidrolitica mas auséncia de atividade de clivagem
de proteina e atividade antibacteriana nao significante. Estudos de sua atividade em
presenca de luz visivel bem como estudos espectrofotométricos podem ser
realizados para melhor elucidar sua capacidade de interagir com DNA e proteina. Os
compostos 12, 13 e 14 tiveram sua atividade testada em presenca e auséncia de luz
e diferencas significativas foram encontradas. A presenca de luz levou a uma maior
atividade de clivagem de DNA e ao desenvolvimento de atividade de clivagem de
proteina de todos os compostos. Estes agem provavelmente de maneira oxidativa
livre da formacédo de radiacais OH. Sua atividade antibacteriana ndo foi significante.
Estudos complementares com quelantes de diferentes formas de espécies reativas
de oxigénio e célculos de cinética de reacdo sao necessarios para complementar os
dados existentes. Experimentos de citotoxicidade e genotoxicidade sdo também
relevantes para melhor compreender a atuacdo destes compostos em sistemas

biolégicos.
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