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RESUMO

Embora a cisplatina e derivados de platina sejam agentes anticancerigenos eficientes, seus
efeitos secundarios e sua toxicidade tem limitado a sua utilizagdo na quimioterapia do
combate ao cancer. Por isso, estudos tém sido feitos para substituir essa droga por novos
compostos a base de metais com maior eficacia, menor toxicidade e maior especificidade. Os
compostos de cobre (Cu) sdo candidatos promissores para a proxima geracao de farmacos
anticancer e tém sido extensivamente estudados, cuja atividade pode se dar pela geragédo de
radicais livres levando a dano no DNA. Com o0 objetivo de investigar compostos a base de
cobre que apresentem atividade nuclease como ferramenta para a degradacgéo seletiva de DNA
para fins analiticos e terapéuticos, foi realizado uma série de estudos utilizando complexos
quadrado planar de Cu?*, contendo 4 ligantes organicos (R1, R2, R3, R4). O plasmideo
pBR322 foi utilizado no ensaio de eletroforese em gel de agarose, sendo possivel mostrar que
os complexos de cobre foram capazes de clivar o DNA apo6s irradiacdo com luz, interacéo
com glutationa (GSH) e perdéxido de hidrogénio (H202), sugerindo potencial citotdxico.
Dentre os ativadores de clivagem, a GSH mostrou-se mais ativa que o H20>, onde os danos ao
DNA foram bastante intensos, ndo sendo possivel inclusive observar bandas de DNA
remanescentes no gel. A fim de elucidar a dinamica de clivagem dos complexos de cobre e
quais espécies reativas estdo envolvidas no mesmo, foram feitos ensaios acompanhados por
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis. Para isso, utilizou-se uma mistura em
condigdes fisioldgicas contendo Azul de Nitrotetrazélio (NBT), agente especifico para
deteccdo de superoxido, complexos de cobre e GSH. Também foi analisado uma mistura
contendo o NBT, complexos de cobre e H202. Em todos o0s ensaios contendo os complexos e
GSH foi observado a formacdo de formazan pela reacdo do NBT com superdxido. Tais
resultados sugerem que 0s compostos apresentam atividade nuclease, e que um dos possiveis
agentes promotores seria o radical superoxido. Na mistura contendo os complexos e H202 ndo
ocorreu a formagao da formazan, uma vez que os teste de clivagem de DNA nessas condicoes
indicaram atividade nuclease, os resultados sugerem que o possivel agente promotor da

clivagem do DNA quando adicionado o H>O: seria o radical hidroxila.

Palavras-chave: Compostos de cobre, Clivagem de DNA, Radicais Livres.



ABSTRACT

Although cisplatin and platinum derivatives are effective anticancer agents, their side effects
and its toxicity has limited its use in cancer chemotherapy. Therefore, studies have been made
to replace this by new drug compounds based on metals with higher efficacy, lower toxicity
and greater specificity. The copper compounds (Cu) are promising candidates for the next
generation of anticancer drugs and have been extensively studied, whose activity can occur by
the generation of free radicals leading to DNA damage. In order to investigate compounds
based on copper which exhibit nuclease activity as a tool for selective degradation of DNA to
analytical and therapeutic purposes has been carried out a series of studies using square
complex planar Cu?* containing 4 organic ligands (R1, R2, R3, R4). Plasmid pBR322 was
used in the electrophoresis test on agarose gel, it is possible to show that the copper
complexes were capable of cleaving the DNA after irradiation with light, interaction with
glutathione (GSH) and hydrogen peroxide (H202), suggesting potential cytotoxic. Among the
cleavage activators, GSH was more active than H>O», where the DNA damage were quite
intense, it is not even possible to observe remaining DNA bands in the gel. In order to
elucidate the dynamics of cleavage of the complex of copper and reactive species which are
involved in it, tests were made monitoring by absorption spectroscopy in the UV-vis range.
For this, we used a mixture mixture under physiological conditions, containing Nitroblue
Tetrazolium (NBT), specific agent for superoxide detection, copper complexes and GSH.
Also analyzed was a mixture containing NBT copper complex and H.O. In all assays
containing the complex and GSH was noted the formation of NBT formazan by reaction with
superoxide. These results suggest that the compounds have nuclease activity, and that one of
the promoters would be possible superoxide. In the mixture containing copper complex and
H>O> wasn’t noted the formation of formazan, since the DNA cleavage test in these
conditions pointed nuclease activity, the results suggest that the potential of promoter DNA
cleavage when added H20O2 would be hydroxyl radical.

Keywords: Copper compounds, DNA Cleavage, Free radicals.
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1 INTRODUCAO

A cisplatina, cis-diaminodicloroplatina (II) (CDDP), foi descoberto em 1965 e
obteve a aprovacdo do FDA (Food and Drug Administration) na década de 70 para o
tratamento do cancer de testiculos, ovarios, pulmao, entre outros (CALLARI et al, 2014). A
eficiéncia dos farmacos a base de platina é atribuida a formacéo de ligagdes cruzadas inter e
intracadeia entre as bases nitrogenadas de guanina de DNA, causando uma cascata de
interferéncias na replicacdo e transcricdo do DNA, inibindo assim a proliferacdo das células
tumorais e o crescimento do tumor (AMIR et al, 2016).

Embora a cisplatina e seus derivados sejam agentes anticancerigenos eficientes,
seus efeitos secundarios graves, como nauseas e insuficiéncia renal, e outras toxicidades tem
limitado a sua mais ampla utilizagdo na quimioterapia do combate ao cancer. Por isso, estudos
tém sido feitos para substituir essa droga por novos compostos a base de metais com maior
eficacia, menor toxicidade e maior especificidade (QI et al, 2015). Metais podem ser usados
como agentes terapéuticos e de diagndstico (CALLARI et al, 2014).

Compostos de cobre tém sido considerado como uma possivel alternativa
anticancerigena, devido as suas propriedades redox e a sua baixa toxicidade. A sua capacidade
de induzir a clivagem oxidativa do DNA é outra caracteristica positiva, e complexos de Cu
estdo entre as nucleases quimicas mais extensamente estudados (JAIVIDHYA et al, 2012).
Geralmente, a atividade de clivagem de DNA por complexos de cobre é observado na
presenca de oxidacao ou reducdo de co-reagentes (CORREIA et al, 2015).

Os ions de Cu (1) podem atrasar a progressao do ciclo celular e induzir a morte de
células cancerigenas (ASTON et al, 2000 e GRILLO; REIGOSA; DE MELE, 2009), por se
ligarem ao DNA com uma elevada afinidade, promoverem a oxidacdo do DNA em condic¢des
de stress oxidativo (THEOPHANIDES; ANASTASSOPOULOQU, 2002) e causar a apoptose
em cultura de células de mamifero (NARAYANAN et al, 2001).

Apenas recentemente, verificou-se que as espécies reativas de oxigénio, como o
peréxido de hidrogénio ou radical superoxido, sdo reguladores importantes da morte celular.
Particularmente, o H>O> € implicado como um mediador da apoptose em células. O dano
celular causado pelo H2O2 é provavelmente produzido numa parte através da producdo de
radical hidroxila que resulta da reagdo redox do H.O> com ions de metais de transigcao
(BUCHTIK; TRAVNICEK; VANCO, 2012).
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1.1 Acido desoxirribonucleico

O é&cido desoxirribonucleico (DNA) pode ser considerado um polimero organico
composto por varias subunidades monomeéricas, os nucleotideos. A estrutura tridimensional
foi elucidada em 1953 por Watson e Crick que consiste em duas cadeias polinucleotidicas
antiparalelas enroladas em torno de um eixo comum formando uma dupla-hélice (Figura 1).
Os nucleotideos sdo compostos por uma base nitrogenada, uma pentose e um fosfato (Figura
2) (NELSON e COX, 2014).

Figura 1 - Estrutura tridimensional do DNA

Fonte: SAIBERT, 2015

As bases nitrogenadas sdo compostos ciclicos contendo nitrogénio e séo
classificados em purinicas: guanina (G) e adenina (A); e pirimidinicas: citosina (C) e timina
(T). A pentose do DNA contém 2’ -desoxi-D-ribose, constituinte do acido
desoxirribonucleico e o grupo fosfato é responsavel pela carga negativa do DNA. Os
nucleotideos encontram-se ligados entre si por uma ligagao fosfodiéster por um grupo 5'-
fosfato de um nucleotideo ao grupo 3’- hidroxila do préximo nucleotideo (Figura 2)

(NELSON e COX, 2014).
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Figura 2 - Representacdo da estrutura quimica do esqueleto covalente do DNA, destacando a ligacao

fosfodiéster unindo os nucleotideos.

DNA

Extremnidade 5°
o-

Ligacao
fosfodiéster

E—

Extremidade 3

Fonte: NELSON e COX, 2014.

As bases nitrogenadas estdo pareadas entre si por ligacGes de hidrogénio, nos
quais A liga-se especificamente a T por duas ligacfes de hidrogénio e G liga-se a C por trés
ligacOes de hidrogénio. O pareamento entre as bases purinicas e pirimidinicas por ligacfes de
hidrogénio confere a estrutura tridimensional do DNA e mantém a dupla hélice, conferindo
alta estabilidade (Figura 3) (NELSON e COX, 2014).
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Figura 3 - Representacdo do pareamento entre os pares de base AT e CG por ligacGes de hidrogénio

Fonte: BORTOLOTTO, 2015.

A estrutura do DNA proposta por Watson e Crick também pode assumir diferentes
formas tridimensionais devido a possiveis rotagdes em torno de varios tipos de ligacdes no
esqueleto aclcar-fosfato e possivel alteracdo térmica produzindo alongamento, dobramento ou
desnaturacdo das fitas, mantendo as suas propriedades chaves: complementaridade das
cadeias, cadeias antiparalelas a exigéncia do pareamento AT e GC. Com isso, a estrutura do
DNA pode adquirir 3 conformacdes: A-, B- e Z-DNA (Figura 4). A forma B é a mais
conhecida e mais estavel para a sequéncia aleatoria da molécula de DNA sob condicdes
fisiologicas. A forma A é favorecida sob condigdes de desidratacdo. O DNA é organizado na
forma de dupla-hélice com sua orientagdo a direita, mas a hélice pode se mostrar mais larga e
0 namero de bases por volta helicoidal ser de 11, em vez de 10,5 como no B-DNA. A forma z

apresenta a diferenca mais radical da forma B, cujas hélices se mostram mais alongadas e
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estreitas, a rotacdo da hélice é no sentido da médo esquerda, apresentando 12 pares de bases
por volta da hélice e apresenta estrutura em zigue-zague (Figura 4) (NELSON e COX, 2014).

Figura 4 - Comparagdo das formas A, B e Z do DNA

Forma A

Fonte: NELSON e COX, 2014

1.2 Complexos de Cobre

Os complexos de cobre tém sido alvos de diversos estudos na quimica
bioinorganica por ser um elemento essencial para o bom funcionamento do corpo humano,
devido a sua presenca em proteinas. Muitas enzimas dependem do cobre para as suas
atividades estando envolvido em diversos processos bioldgicos, tais como no metabolismo
energetico, na respiragdo e na sintese de DNA (PERONTSIS et al, 2016; ANNARAJ;
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BALAKRISHNAN; NEELAKANTAN, 2016).

Os complexos de cobre sdo amplamente estudados também devido as suas
diversas aplicacBGes desde na industria quanto na &rea terapéutica no desenvolvimento de
complexos de cobre contra parasitas e como agentes anticancerigenos (CHAN et al., 2016).
Como agentes antitumorais, os complexos de cobre conseguem clivar o0 DNA pela oxidacéo
direta através da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o anion radical
superdxido (O2™), o perdxido de hidrogénio (H202) ou o0 oxigénio singleto (*O2), mas também
através da intercalacdo com pares de base do DNA (LIANG et al,2014).

O complexo metalico obtido a partir de cloreto de cobre (1) e 3,4,7,8- tetrametil-
1,10-fenantrolina (Figura 5.a), foi o primeiro composto de cobre a ser citado por Dwyer e
colaboradores que apresentou propriedades antitumorais em ratos (DWYER et al, 1965). Mas
0 que fez despertar o interesse da comunidade cientifica por complexos de cobre interagindo
com o DNA foi desenvolvimento da primeira nuclease sintética eficaz a base de cobre, [Cu
(phen)2] * (phen = 1,10-fenantrolina; Figura 5.b), capaz de clivar DNA de fita dupla por
Sigman e colaboradores em 1979 (SIGMAN et al, 1979).

Figura 5 — Estruturas quimicas de Ligantes e Complexo de Cobre a) ligante 3,4,7,8- tetrametil-1,10-

fenantrolina b) primeira nuclease de cobre sintética [Cu-(phen).]*

a)

Fonte: BRISSOS; CAUBET; GAMEZ, 2015

1.3 Interacdo de Complexos Metalicos em DNA

Os complexos metalicos tém se tornado de grande interesse no desenvolvimento
de agentes anticancerigenos devido a sua capacidade, sob condigdes fisioldgicas, de se
ligarem e reagirem com sitios especificos do DNA, ocorrendo a clivagem do mesmo
(ANNARAJ; BALAKRISHNAN; NEELAKANTAN, 2016). No caso de genes cancerigenos,

alguns complexos metélicos conseguem clivar o DNA atraves da quebra das suas fitas,


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_%C3%A2nion_super%C3%B3xido&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_%C3%A2nion_super%C3%B3xido&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidrog%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dioxig%C3%A9nio
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destruindo a capacidade do gene de se replicar (DEDE; OZMEN; KARIPCIN, 2009). A
interacdo dos complexos metalicos com o DNA é um passo fundamental para que ocorra a
clivagem do DNA (LIU, ZHU, TANG, 2016).

Os complexos metalicos podem interagir com o DNA através de ligacGes
covalente, a partir da coordenacdo direta do metal, ou de forma ndo-covalente, guiada por
ligantes organicos. As interacfes dos complexos metalicos por ligacdes ndo-covalentes podem
ainda ser por intercalacdo, sulco ou inser¢do (Figura 6), sendo que a grande maioria dos
complexos metalicos interagem com o DNA por sulcos ou intercalagdo (RAGHEB;
ELDESOUKI; MOHAMED, 2015 e ZEGLIS; PIERRE; BARTON, 2007).

A interacdo por intercalacdo € a interagdo de empilhamento ndo covalente de uma
molécula normalmente planar entre pares de bases de DNA. Tal intercalacdo pode dar origem
a inibicdo da sintese in vivo de &acidos nucleicos e, portanto, pode encontrar numerosas
aplicacbes medicinais, incluindo o desenvolvimento potencial de farmacos antitumorais. E
escasso 0 complexo de cobre atuar como um intercalador de DNA, isso porque ele ira
produzir espécies reativas de oxigénios que iré lesionar o DNA pela via oxidativa (BRISSOS;
CAUBET; GAMEZ, 2015).

A interacdo por sulco envolve a totalidade ou uma parte do complexo metélico
interagindo com um ou ambos sulcos do polinucle6tideo. A ligacdo por sulcos ocorre através
de interacdo eletrostatica, hidrofébicas e van der Waals. Os complexos metalicos ligam-se no
sulco menor e, dependendo da estrutura, pode apresentar uma preferéncia para sequéncias
ricas em A/T (SMITH et al, 2013).

A interacdo por inser¢do é semelhante a insercdo por intercalacdo, a diferenca é
que em vez do complexo metalico desenrolar o DNA e inserir o ligante entre dois pares de
base intactas, ele ejeta um par de base com o seu ligante planar atuando como um substituto
(ZEGLIS; PIERRE; BARTON, 2007).
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Figura 6 - Mecanismos de interacdo dos complexos metalicos com o DNA: a) intercala¢do, b)

interacdo por sulco e ¢) insercéo

a) Intercalacdo b) Sulco c) Insercéo

Fonte: ZEGLIS, 2007

Para que os complexos de cobre possam clivar o DNA, primeiramente, esses
complexos necessitam interagir com o DNA. Essa interacdo normalmente inclui interacéo
eletrostatica, forte ligagdo covalente, intercalacdo, sulco de ligacdo, ligacfes de hidrogénio
com ligantes, e, em seguida, a clivagem de DNA (LIAU; ZHU; TANG, 2016).

1.4 Atividade nuclease dos complexos de cobre

A clivagem de DNA pode ser considerada como uma reacdo enzimatica que
compreende varios processos bioldgicos, assim como a manipulacdo de material genético
biotecnoldgico (REDDY et al, 2011).

O estudo e desenvolvimento de novas nucleases artificiais tem recebido grande
interesse por parte dos pesquisadores devido as suas propriedades eletrénicas incomuns e
reatividade quimica diversa e também devido as suas aplicacbes ndo s6 como agentes
terapéuticos, mas também para o uso na pesquisa gendémica (LIAU; ZHU; TANG, 2016).

A clivagem do DNA por nucleases quimicas pode ocorrer através de dois
processos: 0 processo hidrolitico ou oxidativo. A clivagem hidrolitica do DNA segue um
caminho mecanistico, ndo necessitando da acdo de agentes externos, esse tipo de clivagem é
direcionado para as ligacdes fosfodiéster que ligam os nucleotideos, e os produtos clivados
podem ser passiveis de religacdo enzimatica. Dentre os complexos metalicos, os complexos

de cobre sdo um dos fortes candidatos a sua utilizacdo como hidrolases sintéticas, devido as
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fortes propriedades de &cidos de Lewis destes ions metélicos (LI et al, 2010).

A clivagem oxidativa requer a adi¢cdo de um agente externo tal como luz ou um
oxidante ou agente redutor para iniciar a clivagem, causando danos no agulcar e/ou na base
nitrogenada resultando na formacao de fragmentos de DNA que ndo podem ser religados, ndo
sendo adequados para posterior manipulacdo enzimatica devido a auséncia das extremidades
3'-OH e 5'-OPO3 (LI etal, 2010).

Entre os dois métodos, os agentes de clivagem hidrolitica apresentam alguma
vantagem em relacdo aos agentes de clivagem oxidativa, por ndo necessitarem de um co-
reagente para a sua ativacdo e, consequentemente podendo ser mais Uteis no design de
medicamentos enquanto que os agentes de clivagem oxidativa sdo mais utilizados no campo
da biologia molecular (HEGG; BURSTYN, 1996).

Devido as suas propriedades redox e a sua elevada afinidade com as nucleobases,
os complexos de cobre conseguem clivar o DNA, efetivamente, tanto oxidativamente quanto
hidroliticamente (RAVICHANDRAN et al 2014).

1.5 O uso de complexos metalicos como ferramentas biotecnologicas

Os avancos nas areas da genémica e biotecnologia tem estimulado a busca por
novos instrumentos capazes de manipular o DNA. Apesar das enzimas de restricdo serem
bastante Uteis, elas apresentam algumas desvantagens para a sua utilizacdo devido ao alto
custo e as suas curtas sequencias de reconhecimentos (4-6 pb), resultando em mdltiplos sitios
de clivagem e o restrito nimero de sequencias que podem ser clivadas é limitado por essas
enzimas. Pequenas moléculas sintéticas que sejam capazes de ligar e clivar o DNA tém o
potencial de ultrapassar tais problemas, tornando-se de grande interesse comercial devido a
sua aplicabilidade como sondas de DNA estrutural e no método de DNA footprinting
(RAGHEB; ELDESOUKI; MOHAMED, 2015 e DESBOUIS et al, 2012). Um exemplo é a
utilizacdo do complexo metélico de cobre bis (1,10-fenantrolina) como um reagente para
footprinting de acidos nucleicos e proteinas (GARCIA-GIMENEZ et al, 2009).

Os agentes sintéticos capazes de clivar hidroliticamente os acidos nucleicos tém
cada vez mais atraido atencdo devido as suas diversas aplicacbes como sondas
conformacionais para determinar a estrutura do DNA, como agentes de restricdo
personalizados na biologia molecular, (MANCIN et al, 2005). Com isso, complexos metalicos
com atividade nuclease podem encontrar aplicacfes como novas ferramentas biotecnoldgicas
e agentes terapéuticos (DESBOUIS et al, 2012).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar a interacdo e a clivagem do DNA por quatro complexos metalicos de

cobre (I1).

2.2 Objetivo Especifico

Avaliar a clivagem de DNA:
Na presenca e auséncia de luz monocromatica de 350 nm e 460 nm;
Com a adicdo de Peroxido de Hidrogénio e Glutationa;

A influéncia da concentracdo na atividade de clivagem do DNA,

> w0 Do

Estudar a possivel geracdo de superdxido proveniente da reacdo dos complexos com

glutationa.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica sem qualquer purificagdo
prévia. A agua utilizada em todos os procedimentos foi obtida de um equipamento de
ultrapurificacéo de agua (Direct Q® 3UV com bomba da MILLIPORE).

Durante o presente trabalho foram utilizados quatro complexos quadrado planar de

Cu®™ contendo 4 ligantes bidentados (R1, R2, R3, R4), sendo cada composto identificado

pelo par de ligante empregado. Por estarem em processo de patenteamento ndo sera possivel
apresentar a estrutura quimica dos mesmos, sendo denominados como M1, Mz, M3 e Ma. Os
complexos utilizados durante todo o trabalho foram sintetizados e caraterizados pela aluna
Wendy Marina Toscano Queiroz de Medeiros e fornecidos pelo prof. Dr. Daniel de Lima
Pontes da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

3.2 DNA plasmidial

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizado como DNA modelo o plasmideo

pBR322 que apresenta o tamanho de 4.361 pares de bases, sendo sua massa molar de 2,86 x
10° Dalton. O plasmideo foi obtido comercialmente da New England Biolabs® Inc, conforme

a Figura 7 e posteriormente amplificado em bactéria E.coli, sendo utilizado o kit QIAprep
Spin Miniprep da QIAGEN seguindo protocolo padréo do fabricante, conforme a Figura 8. A
qualidade e concentragdo do DNA foram determinadas empregando-se espectroscopia de
absorcdo na regido do UV-visivel [(A260nm) = 1 significa 50 ng/mL) e corrida eletroforética
em gel de agarose 1%. A verificagdo da presenca de proteinas na amostra foi feita por
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel utilizando a razdo de
A260nm/A280nm, como parametro, onde se obteve o valor de 1,9 indicando que a amostra se
apresentava livre de proteinas de acordo com a literatura (1,8 < razdo < 2,0 indicam livre de

proteinas).
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Figura 7 — Plasmideo pBR322

EcoRI 4359
Aatll - Zral 4284 Clal - BspDI 23
iVl 4209 Hindill 29
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Hincll 3905 Banll 471
Scal 3844 Banll 485
““;7:5’;37 Bigl 528
nml‘l 3733 oodion
u EcoNl 622
Pstl 3607 Sall - Accl - Hincll 651
BsrDI 3602 PshAl 712
Asel 3537 Eagl 939
Bsal 3433~ BseYl 949
BseDI 3420 Nrul 972
BsAPI 1045
Ahdl 3361 BspMI - BfuAl 1063
PAMI 1315
Bsml 1353
PAMI 1364
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AlwNI 2834 PpuMi 1438
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- Pyull 2064
Ndel 2295
Nl 5301 BsmBl 2122
Ddl 2162
BsZ171 - el 2244
BsaAl 2225

Tthitil - PAFI 2217

Fonte: New England Biolabs® Inc <https://www.neb.com/products/n3033-pbr322-vector>

Figura 8 — Esquema do método de extracdo de DNA do Kit QIAprep Spin Miniprep.

Processo Spin QIAprep

Em microcentrifugas Em coletores de vacuo
bactérias peletizadas
ressuspender
v lisar
¢<?eutralizar

E acoplar > ? acoplar

E vacuo

q’% lavar vacuo lavar

)
@ separar g separar

DNA plasmidial puro DNA plasmidial puro

Fonte: QIAGEN <https://www.giagen.com/br/resources/resourcedetail?id=89bfa021-7310-
4c0f-90e0-6a9c84f66cee&lang=en >.
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Quando o DNA plasmidial é submetido a eletroforese em gel de agarose, ele pode
apresentar-se em 3 formas distintas e designadas como forma | ou F I, forma Il ou F Il e
forma Ill ou F Ill. Quando intactas, as fitas do DNA plasmidial encontram-se altamente
tensionadas, apresentando a forma | (F 1), também chamada de superenovelado em que sua
migracdo € mais rapida. Quando a fita | sofre um ou mais corte, ocorrerd um processo de
relaxamento produzindo uma forma denominada de circular aberta (F Il), tal forma apresenta
migracdo mais lenta. No entanto, se ambas as cadeias séo clivadas, o plasmideo assume uma
forma denominada de linear (F I11) e ird migrar entre as fitas FI e FII, conforme as figuras 9 e
10 (Tabassum, 2011).

Figura 9 - llustracdo das trés formas do DNA plasmidial.

AL
A} Al ‘ j |
E |H I“ M E IE |H Iﬁ Iﬂ |ﬁ-ﬁ II
%
Fl Fll F 1l
(superenovelado) (circular aberto) (linear)

Figura 10 — As trés formas do DNA plasmidial e a sua diferenciacdo apos eletroforese em gel de
agarose.

200 nm
Fonte: Bortolotto, 2006.

<+— Form 1l
<+— Form I11

<+— Form |

()
o
=
o
N

Fonte: Tabassum (2011).



23

3.3  Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose é o método padrdo utilizado para separar,
identificar, analisar, caracterizar e purificar fragmentos de DNA. O DNA pode ser visualizado
por exame do gel empregando luz ultravioleta usando corante intercalante fluorescente, pois
quando intercalados ao DNA esses corantes fluorescem.

Para que a molécula de DNA seja analisada através desse método € necessario que
ela seja exposta a um campo elétrico, onde migrara para o eletrodo positivo na velocidade ou
mobilidade eletroforética, proporcional a forca do campo e a carga liquida da molécula
(Martins, 2014).

A agarose € um polissacarideo extraido de algas vermelhas do género
Rhodophyceae. Este polissacarideo consiste na repeticdo do dissacarideo formado entre os
residuos de B-D-galactose (ligado pelas posi¢des 1,3) e 3,6-anidro-a-L-galactose (ligado pelas
posicdes 1,4), apos dissolvido a quente gera uma malha semi-solida ao se resfriar (Martins,
2014).

A preparagdo dos géis de agarose foi feita a partir da completa dissolucdo, sob
aguecimento em forno de microondas, de 0,4g de agarose em 50 ml de tampdo TAE 1X (Tris
89 mmol L%, 4cido acético 89 mmol L, EDTA 2 mmol L pH 8,0), obtendo-se uma
concentracdo final de 0,8% (m/v). O tampdo utilizado no preparo do gel foi 0 mesmo tampéo
adicionado na cuba eletroforética.

Foram realizados testes, em diferentes condicGes, para verificar a eficiéncia da
clivagem do DNA pelos complexos, empregando-se DNA supernovelado (pBR322), num
volume final de reacdo de 22 pL, correspondendo a uma concentragéo final de DNA de 6,4ng/
KL em cada pogo. Em cada poco foi adicionado 18,9 pL de uma solucdo pré-mix, contendo
DNA plasmidial, TRIS-HCI e H2O.

As amostras foram preparadas conforme descrito na literatura (Metzler-Nolte N.,
2009) e, em seguida submetidas a eletroforese em gel de agarose por aproximadamente 1 hora
e 10 minutos, ou até que a frente de migracdo do Gel Loading atingisse o final do gel, sob
tensdo constante de 70 volts e corrente varidvel de 55-65 mA. Para esses experimentos foi
utilizada a fonte de corrente continua Apelex modelo PS 305.

As bandas de DNA foram visualizadas e analisadas apds aproximadamente 1 hora
e meia de incubacdo com brometo de etidio, empregando-se o fotodocumentador Bio-Rad-
GelDOC XR, conforme a figura 11. Foi utilizado marcador de fita linear, marcador 1 Kb de

DNA linear da Life Technologies, InvitrogenTM.
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Figura 11 - Imagem do equipamento de fotodocumentacéo.

Fonte: <http://www.bio-rad.com/pt-br/product/gel-doc-xr-syste>.

4 TECNICAS EXPERIMENTAIS
4.1 Teste de clivagem de DNA na presenca e auséncia de luz

Foram realizadas eletroforeses com o objetivo de comparar os efeitos
provocados da auséncia e presenca de irradiacdo por 2h. Nos ensaios de irradiacdo foram
utilizadas duas fontes de luz, uma na regido de 350 nm (Reator Fotoquimico UNT 001 da
UNITEC-LAB, lampadas de RPR 350 nm, Ct 06405 da Brantord, USA), e uma na regido de
463 nm (Led azul Basetech com poténcia de 1,7 W).

O sistema utilizado para a irradiacdo foi um Reator Fotoquimico UNT 001 da
UNITEC-LAB. Antes de inserir as amostras no reator, as lampadas foram ligadas previamente
por 30 minutos para que tivessemos a estabilizacdo do sistema. As analises das corridas
eletroforéticas foram realizadas em temperatura ambiente aproximadamente a 26°C.

Foram utilizados microtubos marcados para verificar se as amostras estavam
evaporando devido ao possivel aquecimento provocado pelas lampadas, ndo sendo verificado
a evaporacdo significativa durante o experimento, logo eliminando tal interferéncia.

Ao término do periodo de incubacéo foi adicionado em cada amostra 4,4 uL de
tampao de corrida Loadding Buffer 5X concentrado (EDTA 0,25 mol L2, glicerol 50% e azul
de bromofenol 0,01% - pH 8,0) e em seguida as amostras foram adicionadas nos pogos

formados no gel.


http://www.bio-rad.com/pt-br/product/gel-doc-xr-syste
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4.2  Efeito da adicdo da Glutationa

Com o objetivo de verificar se os complexos apresentariam clivagem de DNA na
presenca de glutationa (GSH), os complexos M1, M2, M3 e Ma foram incubados na
concentragédo de 100 umol L2, juntamente com DNA (6,4 ng/uL) e GSH (1,8 mmol L) por 2
horas.

4.3  Efeito da adigdo de peroxido de hidrogénio

Com o objetivo de verificar se os complexos apresentariam clivagem de DNA na
presenca de peroxido de hidrogénio, através da geragédo de radicais livres, os complexos M,
Mz, Ms e M4 foram incubados nas concentracdes de 100 umol L2, juntamente com DNA (6,4

ng/uL) e perdxido de hidrogénio (1,8 mmol L) por 2 horas.

4.4 Avaliando a dependéncia da Clivagem do DNA com concentragdo dos complexos
M1, M2, M3 e Msna presenca e auséncia de luz

Para determinar a influéncia da concentracdo dos complexos na atividade de
clivagem do DNA, foram testadas concentragdes de 300, 250, 100, 50, 25 e 10 pumol L dos
complexos na presenca e na auséncia de luz por 2 horas, foi utilizada uma lampada de 463 nm
(led azul) para a irradiagdo das amostras.

Para determinar a extensdo da degradacdo do DNA foi utilizado o software
Quantity One 1-D Analysis versdo 4.6.6 e aplicado um fator de correcédo 1,42 para as formas
superenoveladas ou Fl, devido a baixa capacidade do brometo de etidio para intercalar com o
DNA na forma I, e consequentemente baixa emissao de fluorescéncia, em comparagdo com as
formas Il e 11l (HEGG; BURSTYN, 1996).

4.5 Monitoramento da Geragcéo de fon Superéxido

A fim de elucidar a dindmica de clivagem dos complexos de cobre, e quais
espécies reativas estdo envolvidas no mesmo, foram realizados ensaios acompanhados por
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis por meio do espectrofotdmetro UV-VIS
Hewllet Packard, photo-diode-array, modelo 8453 acoplado a um computador Pentium 166
MHz. Todas as medidas foram realizadas em cubetas de plastico com caminho éptico de 1

cm.
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45.1 Monitoramento dos complexos M1, Mz, M3 e M4 com Azul de Nitrotetrazolio
(NBT) e Glutationa (GSH)

Este ensaio foi realizado em tampao fosfato 0,1 mol L?, pH 7, 500 umol L* de
Azul de Nitrotetrazolio (NBT), Immol Lt de GSH e 10 umol L de complexo. A intensidade
da banda em 560nm foi acompanhada por 1h no espectrofotdmetro na regido do UV-vis, 0s

espectros foram registados a cada 30s e os dados ajustados a uma curva cinética.

45.2 Estudo cinético dos complexos M1, Mz, M3 e M4 com Azul de Nitrotetrazolio
(NBT) e Peroxido de Hidrogénio (H203)

Os espectros eletronicos para a reacdo dos complexos com Azul de Nitrotetrazolio
(NBT) e Peréxido de Hidrogénio (H20.), foram obtidos em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,
500 pumol Lt de Azul de Nitrotetrazélio (NBT), 1mmol L* de H.O; e 10 pmol L? de
complexo por meio do espectrofotdmetro UV-vis.

5 Resultados e Discussao

51 Investigacdo da Interagdo e Clivagem do DNA na Auséncia e Presencga de Luz,

Peroxido de Hidrogénio e Glutationa dos complexos M1 e M2

Foram realizadas misturas de DNA plasmidial com os complexos M1 e M2 e em
seguida avaliadas a interacdo ou clivagem do DNA apds 2h de incubacao, conforme a figura 12.

Né&o foi possivel observar indicio de interacdo ou clivagem do DNA na auséncia
de luz com os complexos M1 e Mz, sendo possivel somente observar a Forma | (FI), ndo
apresentando as outras formas Fll e FIll as quais indicaria possivel clivagem do DNA (M; +
DNA e M2 + DNA - Figura 12). Diante do fato dos compostos M1 e M2 ndo clivarem DNA
nessas condicdes, pode-se ressaltar que os mesmos ndo apresentam a capacidade de promover

quebra da dupla hélice por mecanismo hidrolitico.
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Figura 12 - Estudo de clivagem de DNA (FI, Il e 111)) empregando-se DNA plasmidial e o0 complexo
M1 e M2 no Claro (350 nm) e no Escuro por 2 horas

DNA 22,0 ng/mL{pBR322) + complexo
DNA Mi+ DNA M2+ DNA+ DNA+ DNA+ | DNA+ DNA+ DNA
ot DNA ol DNA H202 H202 H202 GSH M1 a2
Ccrtl +M1 + M2 crtl
|
X X X

Claro -—»

Escuro —» X X X X X X X X X
ladder

(Kb)
10.0
8.0

6.0
5.0
4.0

3.0

Eletroforese dos complexos no escuro e sob irmadiagédo em 350 nm por 2h de exposi¢géo /

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas condic¢des onde foi empregado luz (350 nm), observou-se que a irradiacao
ndo teve influéncia sobre o DNA (DNA ctrl — figura 12). Conduto, quando os complexos
foram utilizados apds a incubacdo por 2h foi observado formacéo da FllI juntamente com um
“arrastado” de DNA. O “arrastado” foi observado com mais intensidade no pogo onde foi
empregado o complexo Mz, uma vez que esse arrastado ocorre devido a sucessivas quebras do
DNA em fitas gradativamente menores, isso indica que o composto M, apresenta a
capacidade de clivagem mais efetiva em comparacdo com 0 M.

A glutationa (GSH,L-g-glutamil-L-cisteina-glicina) € o principal composto tiol
ndo proteico presente na maioria das células de mamiferos, variando em faixa de concentragédo
de 0,1 - 10 mmol L (CLARKE, 2002). O tripeptideo atua como um importante agente bio-
redutor. Também desempenha fungdes biolégicas importantes nos organismos, tais como
sintese de DNA e proteinas, metabolismo e protecdo das células (Narang et al, 2012).

Na presenca de glutationa, a clivagem foi bastante intensa com os complexos
M1 e Mz, ndo sendo possivel inclusive observar bandas de DNA remanescente no gel
sugerindo completa degradacdo do DNA, conforme observado na figura 12 (DNA + GSH +
M; e DNA + GSH + Mp).
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5.2 Investigacdo da Interacdo e Clivagem do DNA na Auséncia e Presencga de Luz,
Glutationa e Peroxido de Hidrogénio dos complexos M3 e M4

Diferentemente dos compostos M: e Mz descritos anteriormente, 0s
complexos Mz e M4 foram capazes de provocar clivagem do DNA mesmo na auséncia de luz,
como ilustrado na figura 13 (M3 + DNA (Dark) e M4 + DNA (Dark)), com a formacéo da FlI,
indicando possivel clivagem hidrolitica.

Figura 13 - Estudo de clivagem de DNA (FI, Il e 111)) empregando-se DNA plasmidial e o complexo
M3 e M4 no Claro (463 nm) e no Escuro por 2 horas.

DNA 22,0 ng/mL(pBR322) + complexo
DNA DNA» DNA DNAS DNA DNA»
ol H202 H202 GSH GSH+ GSH
o +M3 ot M3 +Ma
X X X

Claro —

Escuro —» X X X X X X X X X
(Kb) ladder
10.0
8.0 < F1l
6.0 < FII
5.0

9 < F|I

3.0

\Eletroforese dos complexos no escuro e sob irradiagéo em 463 nm por 2h de exposigéo /

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na presenca de luz, a clivagem M3 e Ma foi bastante eficiente apos incubacao
por 2h sob irradiacdo de 463 nm em que houve a clivagem quase total da FI dando origem a
FIl com o complexo Ms e total clivagem da FI dando origem a FIl e FIlIl com o complexo M4
(Figura 13 — DNA + Ms (Claro) e DNA + My (Claro). Esse comportamento é bastante
animador, uma vez que estes complexos apresentaram atividade nuclease nessas condicdes, 0s
mesmos se mostram como promissores candidatos ao uso em terapia fotodindmica do cancer,
tendo destaque o composto M4 que apresentou uma maior atividade clivadora.

Nas condi¢cbes onde foi empregado perdxido de hidrogénio, foi possivel
observar a clivagem do DNA (Figura 13 — DNA + HO; ctrl), tal comportamento pode ser
atribuido a decomposicao do peréxido gerando radicais hidroxila. Ao analisarmos a imagem
do gel, verifica-se a formacdo de FIIl e de um arrastado com a adi¢cdo do Mz (Figura 13 —

DNA + H2O. + M3). Com o complexo M4 a clivagem foi ainda mais intensiva, ndo sendo



29

possivel observar banda de DNA remanescente (Figura 13 — DNA + H202 + M4). Novamente
indicando que o composto M4 possui atividade nuclease mais pronunciada que o M3,

Na presenca de glutationa, em ambos os pocos que foram empregados 0s
complexos Ms e Ma ndo foi possivel observar bandas de DNA remanescente no gel sugerindo
intensa atividade ao ponto de degradar todo o DNA nessas condicdes.

A clivagem de DNA pelos complexos M1, M2, M3z e M4 aqui descritos pode
estar relacionado com a capacidade de tais compostos gerarem espécies reativas de oxigénio
(ERO). Como foi verificado que os compostos em questao apresentaram atividade nuclease na
presenca de DNA, H>O. e GSH, pode-se atribuir esse efeito a capacidade dos compostos de
gerar intermediarios reativos, por meio da alteracdo de seu estado redox quando associados a
espécies bioldgicas H20; e glutationa ( REED; DOUGLAS, 1991 e JORNEY; REICHFIELD;
COWAN, 2011).

5.3  Efeito da Concentracao Estimulada por Luz (463nm)

Para verificar possiveis efeitos da interacdo entre os complexos e 0 DNA, na
presenca e na auséncia de luz, foram preparadas misturas de DNA plasmidial e dos complexos
nas concentracdes de 300, 250, 100, 50, 25 e 10umol L?, sendo avaliado a sua interagio e/ou
clivagem de DNA ap0s 2h de incubacdo na presenca e na auséncia de irradiagdo em 463nm.

Nessas condigdes, 0 complexo M1 mostrou-se capaz de clivar DNA plasmidial na
presenca de luz, na imagem do gel obtido (Figura 14) € possivel observar a presenca tanto da
fita FI quanto da FII, evidenciando a clivagem de DNA em que & medida que a concentracéo
do complexo M1 diminui ocorre uma diminui¢do da clivagem de DNA. Na auséncia de luz,
também é possivel observar a presenca de Fl e FlI, indicando clivagem de DNA, contudo a

eficiéncia da clivagem foi menor quando comparado na presenca de luz.
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Figura 14 - Clivagem do DNA plasmidial (6,4 ng/uL em cada poco) pelo complexo M1 em diferentes
concentracdes (300, 250, 100, 50, 25 e 10 umol L) no claro (463 nm) e no escuro por 2h de

exposi¢éo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Em relagdo ao complexo My, na presenca de luz ocorre clivagem de DNA de

forma significativa nas concentra¢ées de 300, 250 e 100 pumol L? (Figura 15), enquanto que
na auséncia de luz ¢ observado que na concentragio de 250 pmol L ocorreu uma maior

clivagem de DNA em comparacéo as outras concentragoes.
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Figura 15 - Clivagem do DNA plasmidial (6,4 ng/uL em cada poco) pelo complexo M, em diferentes
concentracdes (300, 250, 100, 50, 25 e 10 umol L) no claro (463 nm) e no escuro por 2h de

exposi¢éo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O complexo M3 em comparagdo com 0s outros complexos demonstrou ser mais
ativo. Na concentragdo de 300 pmol L*, apds irradiacdo, o DNA plasmidial apresenta-se
quase que totalmente clivado, com o surgimento de 92% da forma Il. O complexo M3 foi
capaz de clivar o DNA de modo concentracdo-dependente, ou seja, a medida que a
concentracdo do complexo aumenta no meio reacional aumenta a sua capacidade de clivar o
DNA plasmidial, conforme observado na figura 16. Sem qualquer estimulo da luz, o
complexo conseguiu clivar totalmente a FI dando origem a FIl nas concentracfes de 300 e
250uM. Assim, o complexo M3 apresentou atividade nuclease com estimulo e sem estimulo

da luz no comprimento de onda de 463nm.



32

Figura 16 - Clivagem do DNA plasmidial (6,4 ng/uL em cada poco) pelo complexo M3 em diferentes
concentracdes (300, 250, 100, 50, 25 e 10 pumol L?) no claro (463nm) e no escuro por 2h de

exposi¢éo.

DNACtrl 300 250 100 54 25 10 |DNActri
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O complexo M4 também apresentou atividade nuclease com e sem estimulo da luz
no comprimento de onda de 463 nm (Figura 17). Nas duas condicdes, com luz e sem luz, foi
possivel observar que a medida que a concentracdo do complexo diminui também ocorre uma

diminuig&o da FII.



33

Figura 17 - Clivagem do DNA plasmidial (6,4 ng/uL em cada poco) pelo complexo M4 em diferentes
concentracdes (300, 250, 100, 50, 25 e 10 umol L) no claro (463 nm) e no escuro por 2h de

exposicéo.
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<Fll
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<FI
Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos os complexos atuaram como clivadores do DNA por meio de excitacdo em
463 nm. Tendo destaque os complexos M1 e My, quando comparados com 0 Mz e Ms. Os
compostos M1 e M foram capazes de clivar um percentual maior de DNA em condigOes de
menor concentracdo, se mostrando como promissores agentes anticancer em terapia
fotodindmica. Estudos preliminares ja estdo em andamento tendo como objetivo desvendar tal

via mecanistica.

5.4  Monitoramento de Geracgdo de Superoxido

O Azul de Nitrotetrazélio (NBT) é um composto utilizado para a deteccdo de ion
superdxido, no estado ndo reduzido, o NBT é um receptor de elétrons artificial solivel com
uma cor amarela. Apos a reducdo por agentes redutores, por exemplo, superoxido, o NBT
torna-se um composto azul, insoldvel, chamado de formazan, como mostra a figura 18, que
eventualmente precipita. Este composto insolivel pode ser medido por um aumento na
absorcéo de luz a 560 nm (Zhang, 1992).
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Figura 18 — Formacdo da Formazan a partir do Azul de Nitrotetrazolio (NBT).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.1 Monitoramento da Reacéo entre Glutationa e Complexos

O radical anion superoxido (O2™) é gerado pela redugdo de oxigénio molecular,
por meio da adicdo de um elétron ao orbital n*2p da molécula (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007). Apesar de ser um fraco oxidante, o O>™~ pode ocasionar sérios danos
em biomoléculas, quando associado com outras espécies radicalares, 0 mesmo atua como

redutor em reacgdes contendo metais de transicédo, geralmente Fe e Cu (ESPEY et al, 2002).

Figural9 - Versdo simplificada da ligagdo na molécula de oxigénio e seus derivados.
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Fonte: Adaptado da referéncia: HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015
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Ensaios in vitro tém demonstrado a reducdo do NBT a formazan pela espécie
quimica Oz, como uma rota de estudo para verificar a possivel atividade liberadora ou
sequestradora de O™ (SA et al 2015). A producdo de Oz pelo sistema complexo de cobre-
GSH foi avaliada por meio da utilizagdo de uma mistura contendo NBT, complexo de cobre e
GSH. As reacdes foram monitoradas em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 37°C durante 60
minutos. Antes dos experimentos utilizando os complexos, um controle reacional foi obtido
para fins comparativos, para isso foi empregado uma mistura contendo todas as espécies
citadas acima na auséncia de GSH. Procurando garantir que a formacao da formazan ocorre
apenas na presenga dos complexos e glutationa e ndo dos reagentes isolados, avaliou-se o
efeito da glutationa e do complexo com o NBT separadamente. Através das figuras 20 e 21, é
possivel verificar que ndo ocorreu nenhuma mudanga significativa, indicando que ndo ha

geracdo de superdxido em separado

Figura 20 — VariacGes espectrais na regido do UV-Visivel, da reacdo do NBT 500uM com a

gluationa Immol L em tampéo PBS 0,1 mol L pH 7,0, medidas realizadas a cada 30s durante 1h.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 21 — Variagdes espectrais na regido do UV-Visivel, da reagdo do NBT 500 pmol L com o
complexo M4 50 pmol L em tampdo PBS 0,1 mol L pH 7,0, medidas realizadas a cada 30s durante
1h.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A liberacdo de O>™ dos de cobre foi avaliada por meio da utilizagdo de misturas
contendo NBT (500 umol L), os complexos de cobre 20umol L separadamente e GSH
Immol L. As reaces foram monitoradas em tampdo fosfato 0,1 mol L pH 7,0 a 37°C
durante 60 minutos. A Figura 22 mostra as curvas cinéticas em 560 nm para a conversdo do
NBT a formazan por meio da reagdo com Oz™, possivelmente produzido da reagdo da GSH

com os complexos M1, Mz, Mz e My, respectivamente.
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Figura 22 — Curvas cinéticas em 560 nm para conversao de NBT a Formazan, por meio da reagdo com
0. Misturas reacionais contendo NBT (500 pumol L), GSH 1 (mmol L?) e (A) Mz (20 umol L?),
(B) M2 (20 pmol L1), (C) M3 (20 umol L) e (D) M4 (20 pmol L?). As reagdes ocorreram em tampao
fosfato 0,1 mol L pH 7,0 a 37°C durante 60 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo auto.

Todos os complexos reagiram com o NBT na presenca da glutationa, sugerindo
que ocorre formacdo de superdxido. Foi possivel observar a mudanca de cor no final da
reacdo, inicialmente tinha-se uma cor amarelada, cor caracteristica do NBT mas ao ser

totalmente convertido a formazan observou-se uma cor parpura, como mostra a figura 23.
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Figura 23 — Mudanca de cor ao ser adicionado o complexo, na esquerda pode-se observar a

solucédo sem a adi¢do do complexo e na direita com a adigdo do complexo.

Fonte: elaborado pelo autor

Verificando as curvas, notou-se que no caso onde foi empregado o complexo My
foi a condicdo onde ocorreu a producdo de formazan mais rapidamente, além disso,
verificando a absorcdo das curvas, foi possivel notar a produgdo de formazan em maior
quantidade (1,7 Abs). Estes resultados corroboram com os resultados de degradacdo com
DNA, uma vez que o composto M4, foi um dos complexos que apresentou maior atividade

nucleasse.

5.4.2 Monitoramento da Reacdo com Peroxido de Hidrogénio

Com a finalidade de desvendar o mecanismo de clivagem dos complexos na
presenca de H>O,, também foram realizados ensaios contendo os complexos na presenga de
NBT e peroxido de hidrogénio. A Figura 24 mostra os espectros de absorcdo na regido do
ultravioleta e visivel para as misturas contendo NBT (500 pumol L), H,02 (1 mmol L) e

complexos de cobre (50 umol D).



39

Figura 24 — VariacOes espectrais na regido do UV-visivel, da reacdo do NBT 500 pumol L?, H,O, 1
mmol L?e o complexo (A) Mz 50 umol L%, (B) M2 50 umol L%, (C) M3 50 pmol L* e (D) M4 50

pumol Lem tampédo PBS 0,1 mol L pH 7,0, medidas realizadas a cada 30s durante 30min
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao avaliar os resultados ilustrado na figuras 24 foi possivel observar que o NBT ndo
reagiu com o peroxido de hidrogénio, mesmo quando na presenca dos complexos indicando
que a clivagem do DNA ndo ocorre devido a producao do radical superdxido, mas sim devido
a outro tipo de radical livre, possivelmente radicais hidroxila. Novos estudos devem ser

realizados com a finalidade de confirmar a producéo de tal radical.
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6. CONCLUSAO

Os experimentos empregados mostraram a interacdo e clivagem dos complexos
com o DNA em que a clivagem quando adicionado a glutationa e o peréxido de hidrogénio,
ocorre possivelmente devido a formacao de radicais livres como por exemplo superdxido e
radical hidroxila.

Ao aumentar a concentragdo dos complexos até 300 umol L todos os complexos
apresentaram clivagem ao serem irradiados no comprimento de onda de 463 nm mas apenas
0s complexos M3z e My apresentaram melhor clivagem, conseguindo clivar mais que 50% da
fita I. Uma vez que os complexos Mz e My provocaram a clivagem de DNA na auséncia de
quaisquer agentes externos, 0 mecanismo de clivagem pode ser através de uma via hidrolitica.

Foram feitos estudos com o NitroAzul de Tetrazélio (NBT), com o intuito de
elucidar a mecanistica de clivagem do DNA que indicaram que geracdo de superdxido é o
possivel mecanismo de clivagem do DNA e de acordo com os resultados demonstrados
possivelmente a atividade nucleasse dos complexos ocorre devido a geracdo de radicais
superoxido.

Os experimentos realizados empregando eletroforese demostraram que oS
complexos M3 e M4 conseguem clivar o DNA sem qualquer estimulo de um agente externo
como GSH, luz ou H2O3, indicando que possivelmente o mecanismo de clivagem ocorre por
via hidrolitica.

Uma vez que na mistura contendo H202, complexo de cobre e NBT, nédo ocorreu a
formagdo de formazan, e os testes de DNA nessas condigOes apresentaram atividade
nucleasse, pode-se dizer que um possivel agente reativo gerado nessas condicdes é o radical
hidroxilo, visto que a literatura reporta a formacdo do mesmo, por meio da reagdo entre
complexos de cobre e H20..

J& os testes com GSH, complexo de cobre e NBT, demonstraram a formagéo de
formazan, indicativo de producdo de O,". Diante disso, temos que a clivagem de DNA
provavelmente ocorreu gracas a geracdo de radical superdxido. Esse resultado mostra-se
bastante promissor ja que o tiol é encontrado em quantidades significativas no meio bioldgico.

A GSH atua como um protetor celular reagindo com espécies danosas ao DNA,
mas mesmo tendo essa funcdo protetora foi observado a clivagem do DNA com todos os
complexos.

Diante dos resultados de irradiacdo (463 nm) podemos ordenar os complexos de
cobre ne seguinte ordem de reatividade: M1 > M2 > M3z > M. J& os ensaios utilizando H.O; e

GSH indicaram a seguinte ordem de reatividade M1 < M2 < M3 < Ma. Estes estudos abriram
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outras interessantes perspectivas, tal como o estudo do mecanismo da reacdo dos complexos e
glutationa em diferentes condi¢cBes de pH, investigagdo dos produtos de hidrélise dos
complexos em meio tamponado, e ensaios de eletroforese empregando GSH em meio
anaerdbico, com o intuito de avaliar o possivel efeito do O2 no mecanismo de clivagem.

Além disso, sera interessante e de extrema importancia determinar, de forma precisa,
0s produtos radicalares gerados quando empregado os complexos na presenca de luz,
glutationa e H>O» por espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis e ressonancia
paramagnética eletrénica (EPR), ambos experimentos utilizando espécies seletivas para cada
radical (spin traps e probes fluorescentes, ex. N-(4-piridilmetileno)-tert-butilamina-N,N’-
dioxido (POBN) e 3'- (p-aminofenil) fluoresceina (APF) - seletivos para radical hidroxila. Por
fim, tem-se como objetivos futuros também, reavaliar os ensaios de atividade microbicida dos

complexos e obtencdo de ICsg para todos os ensaios de DNA.
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