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RESUMO 
 
A interação entre compostos metálicos e biomoléculas tem sido alvo de 
importantes estudos na atualidade, devido a sua importância em processos 
bioquímicos e biotecnológicos, já que muitos desses complexos podem ser 
usados no desenvolvimento de novas técnicas terapêuticas, como agentes 
antitumorais, no controle de doenças fúngicas e no desenvolvimento de novas 
técnicas terapêuticas. Por isso, diversos complexos de metais de transição, 
como ferro(III), zinco(II) e cobre(II) e complexos de lantanídeos tiveram sua 
atividade como nucleases químicas descrita.  Os estudos da ação de novos 
complexos sobre biomoléculas levam à determinação de seus mecanismos de 
ação, parâmetros cinéticos e interação, demonstrando se estes podem ter 
alguma atividade de interesse. Neste trabalho foi feita a caracterização da 
atividade de clivagem e interação do novo complexo de ferro, tris-([1,2,5]-
tiadiazolo-[3,4-f] - [1,10]-fenantrolina Ferro (II)) hexafluorofosfato  frente a 
moléculas de DNA e das proteínas BSA (Albumina do soro bovino) e TRP 
(transtirretina). Os resultados obtidos mostram que o complexo é capaz de 
clivar o DNA plasmidial em baixas concentrações (4 e 6 µM), pHs próximos ao 
fisiológico (7,0)  e em 5 minutos de exposição à luz UV, porém não apresenta 
nenhuma atividade em condições de escuro. Estudos mecanísticos foram 
realizados e mostraram que este complexo degrada o DNA preferencialmente 
por seu sulco maior, de forma totalmente independente de oxigênio e 
provavelmente por uma oxidação direta das bases do DNA promovida pela 
forma excitada do complexo. As análises cinéticas mostraram que, em 
comparação com a degradação natural do DNA, a reação catalisada pelo 
complexo é 5,23x108 vezes mais rápida e que a atividade do complexo é 
aproximadamente 6.000 vezes maior quando este é exposto à luz.  Ensaios 
com diferentes substratos foram realizados (proteínas BSA e TRP) e 
aparentemente o complexo não tem atividade de clivagem. Para analisar que 
tipo de interação há entre o complexo e o DNA foram realizados ensaios de 
titulação espectrofotométrica, espectros de dicroísmo circular, efeito da força 
iônica na clivagem e desnaturação térmica do DNA. Foi possível perceber que 
o aumento da força iônica presente no meio reacional inibe a atividade do 
complexo, indicando interações eletrostáticas entre complexo e DNA. Os 
ensaios de titulação espectrofotométrica e desnaturação térmica não 
permitiram determinar um tipo de interação, já que não houve alterações 
significativas na temperatura de desnaturação (Tm) do DNA, nem no espectro 
de UV do complexo. Finalmente, no espectro de Dicroísmo Circular, após a 
adição do complexo, houve uma diminuição drástica na intensidade das 
bandas positiva e negativa do DNA, o que indica uma diminuição no 
empilhamento das bases do DNA e também em sua helicidade, além disso, 
houve o surgimento de novas bandas e aparecimento de um ponto isodicróico 
que demonstra a alteração na conformação do DNA. 
 

 
Palavras-chave: Nucleases sintéticas, complexos de ferro(II), clivagem de 
biomoléculas. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O estudo de complexos metálicos capazes de interagir com DNA e 

proteínas é uma área de crescente interesse, devido ao fato de que muitos 

desses compostos podem ser usados para o desenvolvimento de novas 

ferramentas terapêuticas.  Uma série de pesquisas sobre os efeitos desses 

compostos foi desencadeada mundialmente e vários complexos têm sido 

sintetizados e avaliados quanto a sua atividade antineoplásica (ROSENBERG 

et al., 1969; WHITTAKER et al., 1998). Compostos com essa capacidade são 

chamados de nucleases sintéticas. 

As nucleases são enzimas capazes de clivar, ou cortar, a ligação 

fosfodiéster da molécula de DNA (SIGMAN; CHEN, 1990). Sua descoberta foi 

fundamental no desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, em 

técnicas de sequenciamento de DNA, mapeamento genético e mapeamento de 

cromossomos humanos. Por esta razão, cada vez mais se tem buscado o 

desenvolvimento e síntese de enzimas modelo (BASHKIN, 1999).  

Além disso, alguns complexos têm sua atividade restrita à fotoindução, 

ou seja, apenas clivam biomoléculas quando irradiados por luz, o que os torna 

fortes candidatos a agentes para terapia fotodinâmica (TFD). Atualmente, 

novas drogas promissoras para a TFD têm sido sintetizadas como forma de 

tratamento não invasivo contra o câncer.  A droga é fotoativada nas células 

tumorais, mantendo as células saudáveis inalteradas (ARMITAGE, 1998). 

Complexos de Fe(II) fazem parte desta gama de compostos em estudo e 

muitos têm demonstrado alta atividade em relação à clivagem de biomoléculas 

(LIU et al., 2002; ROY et al., 2007; NEVES et al., 2010; WONG et al., 2010) . 

Além disso, a fenantrolina e seus derivados são compostos que têm sido 

estudados por sua capacidade de interagir com DNA (PICH et al., 2009).  

Deste modo, o presente trabalho elucidará a atividade de um novo 

complexo de Ferro, frente às moléculas de DNA e proteínas, seus mecanismos 

de ação e de interação com estas biomoléculas.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA  
 

Os ácidos nucléicos são as moléculas responsáveis pelo controle dos 

processos metabólicos em todos os seres vivos e pela manutenção da 

hereditariedade. A estrutura do DNA (ácido desoxirribonucléico) é formada por 

duas cadeias de polinucleotídios enoveladas em torno de um eixo na forma de 

uma dupla hélice, conforme desvendada, por James Watson e Francis Crick 

(1953) (Figura 1-A).  

 

Figura 1. A - Estrutura em dupla hélice do DNA. B – Nucleotídeo (figura adaptada do site: 
http://www.biomol.org acessado em 21/11/2010.) 

Os nucleotídeos são constituídos por uma base nitrogenada 

heterocíclica, uma pentose e um grupo fosfato (Figura 1-B). As sequências de 

bases contêm a informação genética, enquanto o açúcar e o fosfato têm um 

papel estrutural. As bases nitrogenadas são derivadas de anéis de purinas e 

pirimidinas. No DNA, as purinas são adenina (A) e guanina (G) e as pirimidinas 

são citosina (C) e timina (T) (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).  

Além do DNA cromossômico, bactérias e alguns fungos podem 

apresentar uma ou mais moléculas circulares de DNA dupla fita muito menores 

que o DNA cromossômico. Essas moléculas ficam livres no citoplasma e 

recebem o nome de plasmídeos (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). 
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Os plasmídeos assumem diferentes formas após as quebras de suas 

fitas. Quando intactas, as fitas do DNA plasmidial estão altamente tensionadas, 

se mantendo na forma superenovelada (FI). Quando o plasmídeo 

superenovelado sofre uma ou mais quebras em uma das fitas há um 

afrouxamento em sua estrutura “super helicoidal” convertendo o plasmídeo 

para sua forma circular aberta (FII). No entanto, caso ocorra uma quebra dupla 

ou duas quebras simples o plasmídeo assume uma forma linear (FIII) 

(NAVARRO et al., 2003) (Figura 2 - A). 

Essas formas são facilmente distinguíveis quando submetidas à 

eletroforese em gel de agarose (Figura 2 - B), pois possuem diferentes 

mobilidades eletroforéticas. A quantidade das formas pode ser distinguida pelo 

tamanho e intensidade luminosa da banda gerada no gel (densitometria) 

(OLIVEIRA, 2006). Sendo assim, a capacidade de clivar DNA por uma 

substância de interesse pode ser facilmente analisada por eletroforese em gel 

de agarose para identificação e quantificação das formas do plasmídeo. 

 

Figura 2. A – Diferentes formas do DNA plasmidial.  B – Gel de agarose (0,8%) mostrando a 
separação das três formas distintas do plasmídeo visualizadas na forma de bandas: F I, F II e F 
III na ausência (controle) e presença de concentrações crescentes de um agente de clivagem 
(complexo) (B). Figura adaptada de Oliveira (2006) e Fischer (2007). 

Moléculas sintéticas que clivem o DNA têm se destacado cada vez mais 

em várias técnicas biotecnológicas e são chamadas nucleases sintéticas. 
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Nucleases, conforme proposto por Sigman (1990): “São complexos de 

coordenação com atividade redox capazes de clivar ácidos nucléicos em 

condições fisiológicas, através de um ataque oxidativo no anel de ribose, ou 

desoxirribose”.   

A clivagem de DNA ocorre normalmente por dois mecanismos: oxidativo 

e/ou hidrolítico.  O mecanismo de hidrólise (Figura 3 – A) envolve geralmente o 

ataque nucleofílico do oxigênio de uma molécula de água ao fosfato ligado à 

pentose do ácido nucléico, gerando um fosfato intermediário pentacoordenado. 

Então ocorre uma ruptura da ligação fosfodiéster em P—O 5’ ou P—O 3’ 

dependendo do mecanismo de cada nuclease (BELOUSOFF et al., 2008). Já o 

mecanismo oxidativo (Figura 3 – B) ocorre conforme há a produção de radicais 

livres a partir de uma reação de oxi-redução entre o complexo metálico e 

oxigênio. Os radicais gerados se difundem no meio reacional e atacam 

preferencialmente a desoxirribose do DNA (TAN; WANG; ZHU, 2009). Além 

destes, alguns complexos atuam por outros mecanismos descritos, 

dependendo de diferentes meios reacionais, presença de agentes redutores ou 

de energia em diferentes comprimentos de onda (CHAKRAVARTY, 2006; LIU 

et al., 2008). 

 

Figura 3. Mecanismos de clivagem de DNA: A – Hidrolítico (Figura retirada de Belousoff, 2008). 
            B – Oxidativo (Figura retirada de Tan, 2009). 

O papel dos metais nas nucleases varia de acordo com a estrutura do 

complexo, existindo fortes correlações entre a utilização de íons metálicos para 

aumento de afinidade da enzima por sítios específicos dos ácidos nucléicos e 
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estabilização dos grupos fosfato no esqueleto de ligações fosfodiéster 

(CONLAN; DUPUREUR, 2002). 

Diversos complexos de metais de transição, como ferro(III), zinco(II) e 

cobre(II) e complexos de lantanídeos (NEVES et al., 2001; FISCHER, 2006; 

OLIVEIRA et al., 2007; SHENG et al., 2008) tiveram sua atividade como 

nucleases químicas descrita. Os ensaios com estes complexos ajudaram a 

entender não somente os mecanismos envolvidos em reações catalisadas por 

enzimas, como demonstraram propriedades que os tornam promissores 

agentes antitumorais (ROSENBERG et al., 1969), antimicrobianos (NAVARRO 

et al., 2003)
 
ou atuando como nucleases e peptidases (MILOVIĆ; KOSTIĆ, 

2002). Como exemplo, a Cisplatina (cis diaminodicloroplatina(II), cis 

[Pt(NH3)2Cl2] ), um complexo com comprovada atividade antitumoral 

(ROSENBERG et al., 1969).  

Recentemente, tem sido estuda a interação de complexos metálicos com 

proteínas. Muitos complexos são citados na literatura como promissores 

agentes sintéticos capazes de clivar proteínas (DE OLIVEIRA et al., 2005; 

GOSWAMI et al., 2009; SASMAL et al., 2010), chamados de proteases. As 

proteínas utilizadas são geralmente escolhidas por serem de baixo custo e por 

sua fácil e rápida obtenção, como por exemplo a albumina sérica bovina (BSA), 

albumina sérica humana (HSA), lisozima de ovo de galinha, entre outras. 

Alguns trabalhos mostram que um mesmo complexo pode ter atividade 

de nuclease e protease, aumentando as habilidades destes complexos, um 

fenômeno de ‘promiscuidade catalítica’ observado em enzimas, mas 

escassamente descrito em sistemas modelo sintéticos (OLIVEIRA, 2006; 

NEVES et al., 2010). 

Além disso, alguns complexos têm sua atividade restrita à fotoindução, 

ou seja, clivam biomoléculas apenas quando irradiados por luz, o que os torna 

fortes candidatos a agentes para terapia fotodinâmica (TFD) (DAVIA et al., 

2008; SUN et al., 2010) já que, desta forma, é possível controlar a ativação de 

seus estados reativos (OLSON et al., 1997). É importante ressaltar que estes 

complexos normalmente apresentam uma alta atividade de fotoclivagem de 
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DNA e alguns deles apresentam propriedades citotóxicas em algumas 

linhagens de células (MENON et al., 2004; ROY et al., 2007). Apesar de 

mostrar boa atividade, a maioria dos complexos age através de um mecanismo 

dependente de oxigênio, o que nem sempre é desejável, como em casos de 

células em hipóxia (BRADLEY et al., 2004),ou seja, com baixo teor de 

oxigênio. 

A terapia fotodinâmica parte do princípio de que alguns compostos, após 

interação com luz, em comprimentos de onda adequados, produzem radicais 

capazes de interagir de alguma forma com as células. Este princípio foi 

descoberto por Raab (1900) ao verificar a morte de microorganismos tratados 

com corantes após expostos à luz. Originalmente a TFD foi desenvolvida 

visando ao tratamento do câncer em suas diversas formas. Porém, seu grande 

potencial em relação a outras doenças tem sido estudado cada vez mais. 

Nesse rol incluem-se a psoríase (LEVY, 1995), onde se têm atingido resultados 

promissores; remoção de verrugas na laringe, tratamento de micoses fungóides 

(CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2005) e destruição de infestações 

bacterianas resistentes a tratamentos tradicionais à base de antibióticos 

(ZANIN et al., 2005). 

Em decorrência do relevante papel dos complexos metálicos como 

possíveis drogas terapêuticas, percebe-se a importância dos estudos de 

interação de complexos metálicos com DNA e proteínas, visando ao 

desenvolvimento de novas ferramentas moleculares. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral 
Analisar a interação e clivagem de biomoléculas pelo novo complexo 

metálico tris-([1,2,5]-tiadiazolo-[3,4-f] - [1,10]-fenantrolina Ferro (II)) 

hexafluorofosfato (1).  

3.2 Específicos 
- Verificar a capacidade de clivagem de DNA e proteínas pelo complexo (1) em 

diferentes condições, como: concentração do complexo, pH, tempo  de 

exposição, influência de luz UV e temperatura; 

- Avaliar o mecanismo de atuação do complexo na clivagem de DNA por meio 

da adição de sequestradores de radicais livres e de ligantes específicos do 

sulco menor e maior de DNA às reações e na presença e ausência de oxigênio. 

- Calcular os parâmetros cinéticos das reações de clivagem de DNA plasmidial 

pelo complexo. 

- Determinar a interação do complexo com DNA por meio de técnicas como: 

titulação espectrofotométrica, desnaturação térmica e dicroísmo circular (CD). 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Complexo metálico  
Os estudos de interação e clivagem de DNA e proteínas foram 

realizados com o complexo tris-([1,2,5]-tiadiazolo-[3,4-f] - [1,10]-fenantrolina 

Ferro (II)) hexafluorofosfato (Figura 4). Este complexo foi sintetizado por 

Fernando Xavier, sob orientação do professor Ademir Neves do grupo do 

LABINC - Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia – Departamento de 

Química - UFSC e gentilmente disponibilizado para os testes. A molécula 

consiste de um centro de FeII cercado por três unidades do ligante, com seis 

pontos de coordenação, numa estrutura octaédrica distorcida, descrita por de 

Souza e colaboradores (SOUZA et al., 2010). 

 

 

Figura 4. A - Estrutura cristalina do complexo tris-([1,2,5]-tiadiazolo-[3,4-f] - [1,10]-fenantrolina 
Ferro (II)) hexafluorofosfato. B - Ligante tdzp 

O ligante tdzp foi sintetizado de acordo com o método descrito por 

Conte, Bortoluzzi e Gallardo (2007). O complexo tris-{[1,2,5] tiadiazolo-[3,4-f] - 

[1,10] fenantrolina (II) hexafluorofosfato (1 ) foi obtido pela adição de 

Fe(ClO4)2.6H2O e TBAPF6 a uma solução de DMSO contendo o ligante. Dias 

depois, monocristais vermelho-escuros adequados para a análise de raios X 

foram obtidos.  
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4.2 DNA plasmidial 
Foi utilizado como modelo de molécula de DNA o plasmídeo 

pBluescript® II SK(+) (pBSK-II), obtido comercialmente (Stratagene). Este foi 

inserido em células de Escherichia coli DH5α competentes por choque térmico 

e realizada a extração de DNA plasmidial com um kit comercial, HiSpeed™ 

Plasmid Maxi Kit, QIAGEN, seguindo protocolo padrão do fabricante (QIAGEN, 

2001) (Figura 5). 

 

Figura 5: Esquema do método de extração de DNA do kit HiSpeedTM Plasmid Maxi Kit, 
QIAGEN. Figura extraída de Oliveira (2006) 

As amostras foram observadas em gel de agarose 0,8%. O DNA foi 

quantificado em um espectrofotômetro (Ultrospec 2100 pro, Amersham 

Bioscience) e congelado até o uso.  

4.2.1 Testes de clivagem de DNA 
A capacidade do complexo de clivar DNA foi verificada através da 

incubação de diferentes concentrações do complexo com 350 ng de DNA 

superenovelado (pBSK-II), num volume final de reação de 20 µL, o que 

corresponde a uma concentração de DNA de 26,5 µM, em pares de bases (pb). 

Foram realizados ensaios em diferentes pH’s, concentrações de complexo e 
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condições (escuro e luz UV 365 nm), até se determinar as concentrações finais 

de complexo ideais para os ensaios seguintes de 4 e 6 µM,  pH 7,0 (tampão 

PIPES) e 5 minutos de exposição em luz UV (365nm). Nas mesmas condições 

determinadas para o complexo, foi feito um ensaio comparativo, utilizando 

apenas o ligante no lugar do complexo.  

Também foi realizado um ensaio com adição do agente redutor MPA ao 

meio reacional, com o intuito de desvendar a influência da redução do Fe na 

atividade do complexo (NEVES et al., 2000). 

Ao término do período de incubação as reações foram interrompidas 

pela adição de 5 µL de tampão de corrida 6X concentrado (EDTA 0,25 M, 

glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01% - pH 8,0) e imediatamente resfriadas 

em gelo. Em seguida, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose.   

4.2.2 Eletroforese em gel de Agarose 
A agarose é um polissacarídeo extraído de certos gêneros de algas 

vermelhas do gênero Rhodophyceae. Este polissacarídeo consiste na repetição 

do dissacarídeo formado entre os resíduos de β-D-galactose (ligado pelas 

posições 1,3) e 3,6-anidro-α-L-galactose (ligado pelas posições 1,4), como 

representado na Figura 6 (A). A agarose quando dissolvida em água fervente e 

depois resfriada, forma um gel com o aspecto representado na Figura 6 (B). 

Neste processo são formadas duplas hélices que se unem lateralmente para 

formar filamentos relativamente finos, formando, assim, poros. Estes poros têm 

seu tamanho variado de acordo com a concentração do gel, ou seja, quanto 

mais concentrado em agarose, menor o tamanho dos poros. Devido a esta 

característica é possível relacionar o tamanho das moléculas de DNA (linear) 

com a concentração do gel de agarose, de maneira que se consiga uma 

separação eficiente. 
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Figura 6. Estrutura da agarose. (A) Estrutura química da unidade de repetição da agarose; (B) 
Malha formada pelo gel polimerizado. 

Porém, não só o tamanho da molécula de DNA é importante na 

separação num gel de agarose, mas também a forma desta molécula. As 

formas F I, F II e F III de um DNA plasmidial possuem o mesmo tamanho, 

porém migram com velocidades distintas quando submetidas a uma diferença 

de potencial, devido a diferenças na sua conformação ou compactação.  

A preparação dos géis de agarose foi feita a partir da dissolução, sob 

aquecimento em forno de microondas, da quantidade necessária de agarose 

para um gel com concentração de 0,8 % (m/v), em tampão TBE 0,5 X (Tris 44,5 

mM, ácido bórico 44,5 mM, EDTA 1 mM – pH 8,0 ). Após resfriamento da 

solução até aproximadamente 40°C, foi adicionado o brometo de etídio 

(concentração final de 0,3 µg/ml), a solução resultante foi despejada numa 

forma adequada para dar formato ao gel e adicionados pentes plásticos para 

formação dos poços para aplicação das amostras. Após o resfriamento total, os 

géis resultantes foram levados para uma cuba de eletroforese horizontal 

(modelo Horizon® 11-14, Life Technologies™ ou Sub-Cell® GT, BioRad) 

contendo tampão TBE 0,5 X (AUSUBEL et al., 1999).  

Foram aplicados 20 µL de cada amostra nos poços do gel, Figura 7, em 

seguida foi aplicado uma tensão de 90V por aproximadamente 1 hora, ou até 

que a frente de migração (azul de bromofenol) atingisse o final do gel. As 

fontes de corrente contínua Life Technologies™ modelo 250 ou 250EX foram 

utilizadas.  
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Figura 7 : Cuba de eletroforese e aplicação da amostra no gel.

Os géis foram fotografados utilizando

fotodocumentação e as frações de cada forma foi quantificada por 

densitometria (Figura 8)

Software 5.0 (Carestream Health

em condições iguais às misturas

 

Figura 8 : A: Gel de agarose contendo amostras, 
sobre luz UV para fotodocumentação. 
fotodocumentação. 

4.2.3 Ligantes de sulcos do DNA
A distamicina e o verde de metila são moléculas que se ligam 

especificamente ao sulco menor e mai

DYKE; HERTZBERG; DERVAN, 1982; KIM; NORDEN, 1993)

clivagem demonstra por qual dos dois sulcos ocorre a interação e conseq

clivagem. Então, para verificar se o complexo atua por algum dos sulcos do 

DNA, este foi pré-tratado por 30 

(50 µM) e verde de metila (50 

nas condições reacionais definidas. 

 

 

: Cuba de eletroforese e aplicação da amostra no gel. 

Os géis foram fotografados utilizando-se um sistema de 

fotodocumentação e as frações de cada forma foi quantificada por 

densitometria (Figura 8) utilizando o software KODAK Molecular Imaging 

Software 5.0 (Carestream Health USA). Os ensaios têm um controle negativo 

em condições iguais às misturas reacionais, porém sem adição do complexo. 

Gel de agarose contendo amostras, B: Gel depois de submetido à eletroforese
sobre luz UV para fotodocumentação. C: Imagem do gel obtida por equipamento de 

4.2.3 Ligantes de sulcos do DNA  
A distamicina e o verde de metila são moléculas que se ligam 

especificamente ao sulco menor e maior do DNA, respectivamente

RG; DERVAN, 1982; KIM; NORDEN, 1993). A inibição da 

clivagem demonstra por qual dos dois sulcos ocorre a interação e conseq

clivagem. Então, para verificar se o complexo atua por algum dos sulcos do 

tratado por 30 min. à temperatura ambiente com distamicina 

M) e verde de metila (50 µM) e posteriormente tratado com os complexos 

nas condições reacionais definidas.  

se um sistema de 

fotodocumentação e as frações de cada forma foi quantificada por 

utilizando o software KODAK Molecular Imaging 

Os ensaios têm um controle negativo 

reacionais, porém sem adição do complexo.  

 
submetido à eletroforese, 

: Imagem do gel obtida por equipamento de 

A distamicina e o verde de metila são moléculas que se ligam 

or do DNA, respectivamente (VAN 

. A inibição da 

clivagem demonstra por qual dos dois sulcos ocorre a interação e consequente 

clivagem. Então, para verificar se o complexo atua por algum dos sulcos do 

à temperatura ambiente com distamicina 

M) e posteriormente tratado com os complexos 
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4.2.4 Inibidores de radicais livres  
Para tentar compreender o mecanismo de clivagem de DNA, foram 

realizadas reações de clivagem, adicionando a elas, uma série de inibidores de 

radicais (ROSSI et al., 2002), conforme descritos na literatura:  

- NaN3 (azida de sódio): sequestrador de oxigênio singlete (1O2);  

- Enzima SOD (superóxido-dismutase): sequestrador do radical ânion 

superóxido (O2•
-); 

- KI (iodeto de potássio): inibidor da geração de peróxidos (R-O-OH) ;  

- TEMPO (N-oxil-2,2,6,6- tetrametilpiperidina): sequestrador de radicais 

carbono- e metalo-centrados (MOHLER et al., 2005).  

4.2.4 Presença e Ausência de Oxigênio 
Com o intuito de verificar qual a influência do oxigênio molecular na 

clivagem de DNA pelo complexo foram realizados testes de clivagem, nas 

condições definidas, porém em ausência de Oxigênio, em “glove-bags” com 

argônio. As soluções foram desgaseificadas com bomba de vácuo e, em 

seguida, borbulhadas com argônio. Também foi realizado um controle positivo, 

com o complexo Fe(EDTA)-2 e agente redutor DTT em DNA, pois este 

complexo já é conhecido por clivar DNA somente em presença de oxigênio 

molecular (DHAR; CHAKRAVARTY, 2003). 

4.2.6 Efeito da força iônica 
O efeito da força iônica na clivagem de DNA plasmidial pelo complexo foi 

verificado pela adição de concentrações crescentes (0 a 300 mM) de Cloreto 

de Sódio (NaCl) e Perclorato de Lítio (LiClO4) às misturas reacionais.  

4.2.7 Cinética de clivagem de DNA 
Para determinar os parâmetros cinéticos da clivagem de DNA pelo 

complexo, foram realizados ensaios em intervalos de tempo definidos e com 

variação da concentração do complexo. O tratamento dos dados foi realizado 

através do método de Lineweaver-Burke para a obtenção da constante 

catalítica (k
cat

), velocidade máxima (V
máx

) e constante de Michaelis-Menten 

(K
m

), além do fator catalítico, definido pela razão entre a constante catalítica e a 
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constante da reação não catalisada (f = k
cat 

/ k
não catalisada

) e a eficiência catalítica 

(E = k
cat 

/ K
m

) (SREEDHARA; COWAN, 1998). 

Também foi realizado um ensaio comparativo entre a atividade do 

complexo por 25 horas no escuro e 1 minuto em UV.  

4.3 Proteínas 
Nos ensaios de clivagem de proteína foram utilizadas as proteínas 

albumina sérica bovina (BSA) e TRP (transtirretina).  

A proteína BSA foi obtida comercialmente (SIGMA - A-4503) e escolhida 

por se tratar de uma proteína bastante estudada e já caracterizada, além de ser 

comercialmente barata. A albumina é uma proteína monomérica que atua como 

carreadora de substâncias e compõe cerca de 50% do conteúdo protéico do 

soro sanguíneo.  

A proteína TRP - transtirretina (transthyretin related proteins) foi 

purificada por nosso grupo (MATIOLLO et al., 2009) e foi escolhida para os 

ensaios por ser uma proteína menor que a BSA, possivelmente assim, 

permitindo uma melhor aproximação pelo complexo. TRPs são conhecidas por 

exercerem um papel na via de degradação de purinas e funcionarem como 5-

hidroxi-isourato hidrolases (HIUHase) na via de degradação do ácido úrico  

4.3.1 Testes de clivagem de proteína 
Os ensaios com proteínas foram realizados assim como com DNA. As 

proteínas foram tratadas com diferentes concentrações do complexo em 

diferentes tempos de reação e de exposição à luz UV.  

As reações de clivagem foram paradas pela adição do tampão de corrida 

5x (Tris 100 mM, SDS 7%, glicerol 40%, β-mercaptoetanol 2% e azul de 

bromofenol 0,01% - pH 6,8) e submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida SDS – PAGE.  

4.3.2 SDS-PAGE 
Os géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) são fisicamente mais rígidos do 

que os géis de agarose. O gel é formado pela copolimerização radicalar da 

acrilamida com N,N`-metilenobisacrilamida, que é um agente de ligação 
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cruzada. Os radicais livres são gerados pela decomposição química do 

persulfato de amônio (APS), sendo então estabilizados pela adição de 

N,N,N`,N`- tetrametiletilenodiamina (TEMED). Em separações por SDS-PAGE 

a migração é determinada pelo peso molecular.  

A metodologia empregada na preparação do gel é baseada no sistema 

descontínuo descrito por Laemmli (1970). Neste sistema as amostras 

atravessam um gel que é formado por duas zonas de composições distintas, o 

gel de empilhamento e o gel de separação. No gel de empilhamento a amostra 

é concentrada em uma banda estreita, devido à baixa concentração de 

poliacrilamida (poros grandes) e ao pH 6,8, mas quando esta atinge o gel de 

separação, que possui poros menores (maior concentração de poliacrilamida) e 

pH 8,8, as cadeias polipeptídicas presentes na amostra começam a ser 

separadas de acordo com seu peso molecular. Após a corrida, o gel foi 

depositado em uma solução de fixação, para corar as bandas, com o corante 

coomassie brilliant blue R250 (CBR-250)(MORRISSEY, 1981). A Figura 9 

ilustra a técnica de SDS-PAGE. 

 

Figura 9: Ilustração da SDS – PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida). 

Os géis foram fotografados por sistema de fotodocumentação e as 

frações da forma intacta das proteínas foram quantificadas por densitometria 

utilizando o software KODAK Molecular Imaging Software 5.0 (Carestream 

Health USA). Os ensaios têm um controle negativo em condições iguais às 

misturas reacionais, porém sem adição do complexo. 
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4.4 Interações com DNA  
Os testes para avaliar as formas de interação do complexo com DNA 

foram efetuados com CT-DNA (Calf Timus DNA – DNA do timo de bezerro). 

4.4.1 Titulação espectrofotométrica 
Para analisar a interação do complexo com CT-DNA foram realizadas 

titulações espectrofotométricas. A reação foi preparada com tampão PIPES e 

concentração fixa do complexo (0,2µM) em uma cubeta. Obteve-se o espectro 

eletrônico UV-Vis do complexo na faixa de 200 a 400nm e suas alterações com 

a adição de concentrações crescentes de CT-DNA. Após um minuto de cada 

adição foi feita a medida espectrofotométrica.  

4.4.2 Desnaturação térmica de CT-DNA 
Para demonstrar se há a interação do complexo com DNA, foi observada 

a alteração causada pelo complexo no perfil de desnaturação térmica de CT-

DNA. Foi obtido espectro UV-Vis de uma solução de CT- DNA e outra contendo 

[CT-DNA]/[Complexo] numa razão igual a 10 e com variação da temperatura de 

1 grau por minuto de 40 a 90ºC. Permitindo determinar a temperatura de 

desnaturação do DNA (Tm), pela transição hipercrômica (aumento da 

intensidade da absorção), na presença e na ausência do complexo. 

4.4.3 Dicroísmo Circular (CD) 
O dicroísmo circular é uma técnica utilizada para determinar a estrutura 

secundária de proteínas e a conformação helicoidal e empilhamento das bases 

do DNA (PROVENCHER; GLOECKNER, 1981; LIMA, 2008). Para tanto, foram 

determinados os espectros de luz polarizada de CT-DNA (100µM) e 

observadas as alterações causadas por concentrações crescentes de 

complexo, utilizando o espectropolarímetro JASCO (J-815) de dicroísmo 

circular.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 DNA Plasmidial 

5.1.1 Clivagem de DNA Plasmidial 
Foram realizados ensaios utilizando DNA plasmidial em 25 mmol.L-1 de 

tampão PIPES pH 7,0 e em solução aquosa de água/DMSO 3:1. Sob essas 

condições, depois de cinco minutos de incubação, sob luz de 365 nm UV 

(12W), 22ºC, uma solução 4 µmol.L-1 do complexo foi capaz de clivar o DNA 

superenovelado para DNA circular (81,2%) e linear (6,5%) (Figura 10). Porém, 

esta reação no escuro, não mostrou qualquer possível clivagem de DNA 

plasmidial, mesmo após um período de incubação mais longo, 16 horas a 

37ºC.  

 

Figura 10: Atividade de 1 em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  H2O/DMSO (3 : 1 v/v) por 
5 min. em temperatura ambiente sob luz UV de 365 nm. Poço 1: Controle DNA; Poços 2 e 3: 
reação (DNA + 1 - 4 µmol L-1 e 6 µmol L-1) por 16 horas a 37ºC. Poço 4: Controle DNA; Poços 5 
e 6: reações (DNA + 1 - 4 µmol L-1 e 6 µmol L-1). 

Como o ligante tdzp é um derivado da fenantrolina e esta tem sua 

capacidade de interagir com DNA já bastante conhecida (PICH et al., 2009), foi 

realizado um teste substituindo-se o complexo pelo ligante para verificar se 

este tem capacidade de clivagem de DNA (Figura 11). Pode-se perceber que o 

ligante possui capacidade de clivagem de DNA, porém muito inferior à do 

complexo, mostrando que o centro metálico tem muita influência na atividade 

de 1.  
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Figura 11: Atividade de 1 em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  H2O/DMSO (3 : 1 v/v). 
Poço 1: Controle DNA ; Poço 2 e 3: reações (DNA + 1 a 4 µmol L-1 e 6 µmol L-1) por 5 min. em 
temperatura ambiente sob luz UV de 365 nm. Poço 4: Controle DNA;  Poços 5 e 6: reações 
(DNA + Ligante a 4 µmol L-1 e 6 µmol L-1) por 5 min. em temperatura ambiente sob luz UV de 
365 nm. 

O teste de clivagem utilizando o agente redutor MPA (60 µmol L-1), por 1 

hora, mostrou que mesmo com a presença do redutor não há clivagem do DNA 

pelo complexo em condições de escuro (Figura 12). 

 

 
Figura 12: Atividade de 1 em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  H2O/DMSO (3 : 1 v/v). 
Poço 1: Controle DNA; Poço 2 e 3: reações (DNA + 1 a 4 µmol L-1 e 6 µmol L-1) por 1hora 37ºC. 
Poço 4: Controle DNA;  Poços 5 e 6: reações (DNA + MPA + 1 a 4 µmol L-1 e 6 µmol L-1) por 
1hora a 37ºC. Poço 7: Controle DNA ; Poços 8 e 9: reações (DNA + 1 a 4 µmol L-1 e 6 µmol L-1) 
por 5 min. em temperatura ambiente sob luz UV de 365 nm. 
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5.1.2 Inibidores de radicais e ligantes de sulco 
A investigação do mecanismo da reação de fotoclivagem do DNA 

mostrou que não houve inibição da atividade por Distamicina, enquanto Verde 

de Metila inibiu a clivagem, indicando uma preferência considerável do 

complexo pelo sulco maior do DNA (Figura 13).  

 

Figura 13: Influência dos ligantes dos sulcos do DNA (50 µmol L-1) na atividade clivagem de 
DNA de 1 em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  H2O/DMSO (3 : 1 v/v) por 5 min. em luz 
UV light (365 nm) e temperatura ambiente. Poços 1, 2 e 3: Controle, DNA + 1 (4 µmol L-1) e 
DNA + 1 (6µmol L-1), respectivamente. Poços 4, 5 e 6: Controle com Distamicina, DNA + 
Distamicina + 1 (4 µmol L-1) e DNA + Distamicina + 1 (6µmol L-1), respectivamente; Poços 7, 8 
e 9: Controle com Verde de Metila, DNA + Verde de Metila + 1 (4 µmol L-1) e DNA + Verde de 
Metila + 1 (6µmol L-1), respectivamente.    

 

A adição de sequestradores de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

como NaN3, superóxido dismutase (SOD) e KI não inibiu a fotoclivagem (Figura 

14). 
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Figura 14: Atividade de clivagem de DNA por 1 em ausência (poços 1-3) ou presença (poços 4-
12) de diferentes sequestradores de espécies reativas de oxigênio em 25 mmol L-1 tampão 
PIPES, pH 7.0 em  H2O/DMSO (3 : 1 v/v) por 5 min. em luz UV 365 nm e temperatura 
ambiente. Poços 1, 4, 7 e 10: Controles (DNA); Poços 2, 5, 8  e 11: DNA + 1 (4 µmol L-1); 
Poços 3, 6, 9 e 12: DNA + 1 (6 µmol L-1). O compostos usados como sequestradores: Poços 4-
6: NaN3 (500 µmol L-1); Poços: 7-9: SOD (15 unidade para volume final de 20 µmol L-1);  Poços 
10-12: KI (500 µmol L-1). 

 
Para investigar a possível participação de outros radicais sobre o 

processo de clivagem, experimentos adicionais foram conduzidos na presença 

de 2,2,6,6-tetrametil-1 piperdiniloxi (TEMPO) e pode-se verificar que a 

quantidade de DNA clivado diminuiu consideravelmente, sugerindo que radicais 

metalo ou carbono centrados desempenham um papel fundamental na 

clivagem foto-induzida do DNA pelo complexo (Figura 15). 
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Figura 15: Atividade de clivagem de DNA de 1 em ausência (poços 1-3) ou presença (poços 4-
6) do inibidor TEMPO em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  H2O/DMSO (3 : 1 v/v) por 5 
min. em luz UV 365 nm e temperatura ambiente. Poços 1,e 4: Controle DNA; Poços 2 e 5: DNA 
+ 1 (4 µmol L-1); Poços 3 e 6: DNA + 1 (6 µmol L-1). 

5.1.3 Presença e Ausência de Oxigênio  
Em atmosfera livre de oxigênio a atividade do complexo não é reduzida 

indicando um mecanismo de clivagem totalmente independente do oxigênio. 

(Figura 16).   

 

Figura 16: Atividade de clivagem de DNA de 1 em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  
H2O/DMSO (3 : 1 v/v)  em presença (poços 1 a 4) e ausência de Oxigênio (poços 5 a 8) por 5 
min. em luz UV 365 nm e temperatura ambiente. Poços 1 e 5: Controle DNA. Poços 2 e 6: 
reações (DNA + 1 a 4 µmol L-1 ). Poços 3 e 7: reações (DNA + 1 a 6 µmol L-1 ). Poços 4 e 8: 
400 µmol-1 Fe-EDTA + 40 µmolL-1 DTT. 

Os ensaios em que foi adicionado o inibidor TEMPO ao teste em 

atmosfera de Argônio nota-se a  inibição na atividade de 1 foi alta, indicando 

que em atmosfera inerte, radicais metalo ou carbono centrados têm papel 

essencial na atividade de fotoclivagem de DNA pelo complexo. (Figura 17) 
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Figura 17: Atividade de clivagem de DNA de 
H2O/DMSO (3 : 1 v/v)  e ausência de Oxigênio 
ambiente. Poço 1: Controle DNA.
Poços 5: 400 µmol-1 Fe-EDTA + 40 

5.1.4 Força Iônica 
Finalmente, o efeito da força iônica na fotoclivagem DNA foi determinado 

pela observação da diminuição da atividade em concentrações 

sais NaCl e  LiClO4 (ATKINS; PAULA, 2008)

complexo foi mais acentuada pelo sal NaCl, 

sais, sugerindo que há a contribuição de interações eletrostáticas na clivagem 

foto-induzida do DNA (Figura 

 
Figura 18: Efeito da força iônica na atividade de fotoclivagem de DNA do complexo 
mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  H

 

: Atividade de clivagem de DNA de 1 em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em  
e ausência de Oxigênio por 5 min. em luz UV 365 nm e temperatura 

Poço 1: Controle DNA. Poços 2 e 3: reações (DNA + 1 a 4 µmol L
EDTA + 40 µmolL-1 DTT. 

Finalmente, o efeito da força iônica na fotoclivagem DNA foi determinado 

pela observação da diminuição da atividade em concentrações crescentes dos 

(ATKINS; PAULA, 2008). A inibição da atividade do 

mais acentuada pelo sal NaCl, porém há inibição com ambos os 

a contribuição de interações eletrostáticas na clivagem 

induzida do DNA (Figura 18).  

: Efeito da força iônica na atividade de fotoclivagem de DNA do complexo 
tampão PIPES, pH 7.0 em  H2O/DMSO (3 : 1 v/v) por 5 min. em luz UV (365 nm) e 

  

tampão PIPES, pH 7.0 em  
em luz UV 365 nm e temperatura 

µmol L-1 e 6 µmol L-1). 

Finalmente, o efeito da força iônica na fotoclivagem DNA foi determinado 

crescentes dos 

A inibição da atividade do 

porém há inibição com ambos os 

a contribuição de interações eletrostáticas na clivagem 

: Efeito da força iônica na atividade de fotoclivagem de DNA do complexo 1 em 25 
em luz UV (365 nm) e 
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temperatura ambiente e acréscimo de concentrações crescentes de sal: 0, 50, 100, 200 e 300 
mmol.L-1. 

Com base em todos os resultados obtidos e os mecanismos 

considerados pode-se propor que o mecanismo de ação deste complexo sobre 

a molécula de DNA é uma oxidação direta das bases do DNA promovida pelo 

estado excitado do composto, causado por sua irradiação com luz UV (Figura 

19). 

 

Figura 19: Proposta de radical formado no estado excitado do complexo, induzido por luz UV 
365nm. Figura extraída de (DE SOUZA et al., 2010) 

5.1.5 Cinética de clivagem de DNA  
Para os ensaios cinéticos, utilizando-se os cálculos de pseudo-Michaelis-

Menten, os parâmetros cinéticos encontrados (kcat = 18,86 h-1) mostram que o 

complexo apresenta uma taxa de aumento de cerca de 5,23x108 vezes da 

reação não catalisada de clivagem de DNA (k = 3,6x 10-8 h-1). Além disso, a 

eficiência catalítica é 6,6x107h-1 mol.L-1 e o tempo de meia vida estimado do 

DNA superenovelado, em presença de 1 é de 2,2 min.  

O experimento realizado no escuro, na ausência e na presença do 

complexo, comparando 25 horas de escuro com 1 minuto de exposição à luz 

UV, indicou que a atividade do complexo é aproximadamente 6.000 vezes 

maior quando exposto à luz. (Figura 20). 
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Figura 20: Comparação da foto clivagem de DNA pelo complexo em 25mmol.L
PIPES pH 7,0 , em ausência e presença de 1, em diferentes tempos de escuro e 1 minuto de 
UV 365nm. 

5.2 Proteínas 
A capacidade de 1

semelhantes às dos ensaios em DNA, porém, as concentrações de complexo 

utilizadas foram muito maiores ( 320, 

consideração que a luz UV também degrada as proteínas (controles

complexo parece não ter habilidade para clivar proteínas (Figuras 21 e 22), 

tanto em condições de escuro quanto após exposição à luz UV 365nm por 20 

minutos.  

Figura 21: Atividade de 1  sobre BSA (15umol.L
condições de escuro (Poços 1 a 4) e por 20
ambiente (Poços 5 a 8). Poços 1 e 5: Controle BSA ; Poços 2 e 6: reação (BSA + 
L-1 ). Poços 3 e 7: reação (BSA + 
L-1 ). 

 

: Comparação da foto clivagem de DNA pelo complexo em 25mmol.L
PIPES pH 7,0 , em ausência e presença de 1, em diferentes tempos de escuro e 1 minuto de 

A capacidade de 1 em clivar proteínas foi analisada em condições 

semelhantes às dos ensaios em DNA, porém, as concentrações de complexo 

utilizadas foram muito maiores ( 320, 480 e 680 µmol L-1). Levando

consideração que a luz UV também degrada as proteínas (controles

complexo parece não ter habilidade para clivar proteínas (Figuras 21 e 22), 

tanto em condições de escuro quanto após exposição à luz UV 365nm por 20 

sobre BSA (15umol.L-1) em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em 
oços 1 a 4) e por 20 min. sob luz UV de 365 nm em temperatura 

ambiente (Poços 5 a 8). Poços 1 e 5: Controle BSA ; Poços 2 e 6: reação (BSA + 
). Poços 3 e 7: reação (BSA + 1 a 480 µmol L-1 ). Poços 4 e 8: reação (BSA + 

 
: Comparação da foto clivagem de DNA pelo complexo em 25mmol.L-1 tampão 

PIPES pH 7,0 , em ausência e presença de 1, em diferentes tempos de escuro e 1 minuto de 

em clivar proteínas foi analisada em condições 

semelhantes às dos ensaios em DNA, porém, as concentrações de complexo 

). Levando-se em 

consideração que a luz UV também degrada as proteínas (controles), o 

complexo parece não ter habilidade para clivar proteínas (Figuras 21 e 22), 

tanto em condições de escuro quanto após exposição à luz UV 365nm por 20 
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sob luz UV de 365 nm em temperatura 

ambiente (Poços 5 a 8). Poços 1 e 5: Controle BSA ; Poços 2 e 6: reação (BSA + 1 - 320 µmol 
ços 4 e 8: reação (BSA + 1 a 680 µmol 
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Figura 2: Atividade de 1  sobre TRP (15umol.L-1) em 25 mmol L-1 tampão PIPES, pH 7.0 em por 
20 min. sob luz UV de 365 nm em temperatura ambiente. Poços 1: Controle TRP ; Poços 2, 3 e 
4: reação (TRP + 1 - 320 µmol L-1 , 480 µmol L-1  e 680 µmol.L-1 respectivamente). 

 

5.3 Interação com DNA 
Para que ocorra a clivagem, primeiramente deve ocorrer algum tipo de 

interação entre o complexo e o DNA. Normalmente, essa interação ocorre por 

três principais modos: intercalação, ligação nos sulcos do DNA ou interações 

eletrostáticas.  

5.3.1 Titulação Espectrofotométrica 
O espectro de absorção eletrônica de 1 em DMSO/H2O 25: 75 (v / v) 

mostra uma banda muito intensa em 305 nm e duas outras bandas centradas 

em 526 nm  e 411 nm (SOUZA et al., 2010). A primeira banda pode ser 

atribuída a transferências de carga do tipo  π-π*  e as outras duas a 

transferência de carga metal-ligante (TCML dFe      pπ *) (SHRIVER; ATKINS, 

2003). Como as bases do DNA absorvem na faixa do UV, em torno de 260nm, 

a titulação foi realizada na faixa de 200 a 400nm.  

Após a adição de concentrações crescentes de CT-DNA não foram 

observadas alterações significativas no espectro de absorção (Figura 23), não 

permitindo que seja calculada constante de ligação entre DNA e complexo, 

nem permitindo que se determine que tipo de interação ocorre. 
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Figura 23. Titulação espectrofotométrica do complexo (20 µM) na ausência e na presença de 
concentrações crescentes de CT-DNA (0,2 a 10µmol.L-1) em 25mmol.L-1 tampão PIPES pH 7,0.  

5.3.2 Desnaturação Térmica de CT-DNA 
O ensaio de desnaturação térmica do DNA não permitiu determinar o 

tipo de interação complexo-DNA, pois após adição do complexo, a Tm do DNA 

não variou de forma considerável (< 1ºC) (Figura 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Titulação espectrofotométrica do complexo (20 µM) na ausência e na presença de 
concentrações crescentes de CT-DNA (0,2 a 10µmol.L-1) em 25mmol.L-1 tampão PIPES pH 7,0. 
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5.3.3 Dicroísmo Circular 
O espectro de DC do CT-DNA livre apresenta uma banda positiva em 

275 nm, atribuída ao empilhamento entre as bases nitrogenadas, e uma banda 

negativa em 245 nm atribuída à helicidade direita da forma B do DNA 

(PROVENCHER; GLOECKNER, 1981). Desta forma, com a adição de 

concentrações crescentes do complexo 1 à solução de CT-DNA, nota-se uma 

diminuição significativa na intensidade de ambas as bandas (Figura 25), o que 

sugere que a interação com o complexo está provocando uma mudança de 

conformação de B-DNA para Z-DNA, comportamento típico de complexos 

ligantes dos sulcos do DNA. Além disso, há o aparecimento de novas bandas e 

consequente formação de um ponto isodricóico (FRANKLIN; TREADWAY; 

BARTON, 1998). 

Embora a dupla hélice se mantenha globalmente intacta, uma forte 

torção negativa pode resultar em modificações locais da estrutura secundária 

do DNA, originando regiões desemparelhadas, estruturas cruciformes, Z-DNA, 

e H-DNA. Estas bandas podem indicar que, além da forma superenovelada, o 

DNA pode estar assumindo outras conformações. Por exemplo, a quebra, 

química ou enzimática, de uma ligação fosfodiéster em uma das cadeias 

permite que a cadeia quebrada gire sobre a cadeia intacta, dissipando assim o 

stress imposto (LIMA, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 25.Espectros de Dicroísmo Circular CT-DNA (100 µM) na ausência e na presença de 
concentrações crescentes de complexo em 25mmol.L-1 tampão PIPES pH 7,0.  
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6. CONCLUSÕES 
 

O complexo metálico em estudo, o complexo tris-{[1,2,5] tiadiazolo-[3,4-f] 

- [1,10] fenantrolina (II) hexafluorofosfato  foi capaz de clivar o DNA plasmidial 

em baixas concentrações e em condições próximas a fisiológica (pH 7,0), a 37 

ºC, porém, somente se irradiado por luz UV 365nm.  

Na investigação do mecanismo, os ensaios com os ligantes dos sulcos 

do DNA indicam que o complexo tem preferência pelo sulco maior do DNA e ao 

utilizar os captadores de radicais e atmosfera livre de oxigênio, pode-se 

perceber que sua atividade independe de espécies reativas de oxigênio, 

ocorrendo provavelmente por uma oxidação direta das bases do DNA 

promovida pela forma excitada do complexo. 

As análises cinéticas mostraram que, em comparação com a 

degradação natural do DNA, a reação catalisada pelo complexo é 

5,23x108 vezes mais rápida e o tempo de meia vida estimado do DNA 

superenovelado, em presença do complexo é de 2,2 min. Também se 

determinou que a atividade do complexo é aproximadamente 6.000 vezes 

maior quando este é exposto à luz.  

Ao se utilizar as proteínas BSA e TRP como substratos, o complexo não 

tem atividade de clivagem.  

Nos ensaios para determinar a interação do complexo com DNA pode-se 

perceber que o aumento da força iônica presente no meio reacional inibe a 

atividade do complexo, indicando que interações eletrostáticas entre complexo 

e DNA são imprescindíveis para que ocorra a fotoclivagem do DNA.  

Os ensaios de titulação espectrofotométrica e desnaturação térmica não 

permitiram determinar um tipo de interação, já que não houve alterações 

significativas na temperatura de desnaturação (Tm) do DNA, nem no espectro 

de UV do complexo. 

Finalmente, no espectro de DC, após a adição do complexo, houve uma 

diminuição drástica na intensidade das bandas positiva e negativa do DNA, o 

que indica uma diminuição no empilhamento das bases do DNA e também em 
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sua helicidade, além disso, houve o surgimento de novas bandas e 

aparecimento de um ponto isodicróico que demonstra a alteração na 

conformação do DNA. 
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7. PERSPECTIVAS 
 

Podem ser realizados mais estudos com este complexo, com outros 

tipos de DNA (linear simples fita, polinucleotídeos) para verificar a existência de 

especificidade por algum desses substratos.  

Ensaios em outros comprimentos de onda.  

Deve-se verificar se há interação do complexo com proteínas através da 

técnica de dicroísmos circular.  

Realizar ensaios de clivagem de proteína, utilizando outra técnica para 

corar os géis de poliacrilamida com o intuito de melhor visualizar a formação de 

bandas características de clivagem.  

Pode se iniciar ensaios celulares, como a análise do ciclo celular por 

citometria de fluxo e determinação de viabilidade e contagem de células em 

presença do complexo. 
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