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CAPITULO I

INTRODUgRO




1.1. ACIDOS NUCLEICOS

Frimeiro ~ para Dr;entagao examinehos rapidamente a natureza,
a fungdo e a localizagHo intracelﬁlar‘dos dcidos nutléicoé.~ Os
DNAs sHOo maléculaz‘extremamenté longas, consistinde de muitos
milhares de desoxirribonucleotideos de quatra espécies
diferentes, ligados numa sequéncia carécteristica para cada
organismao. (kKilgour, 1981). Eles tem a fungio de 'esthue e
utilizagd3o da hereditariédade gendtica da célula; Servem também
¢amo porgdo substancial de toda virose, gue ﬁem a‘capaciaade de
forgar a célula hospedeira a rearranjar seu metabolismo  para
reproduzir constituintes virais. {(Costa, 1287).

‘Uma ceélula humana contém .em média, de 2 a 584 de éeu peEso

seco  como acidos nucléicos e nuclectideos, unidades fundamentais

de tais polimeros bioldgicos. (Kilgowr, 1981).
I.1.1 Unidades Nucleotidicas

Oz nucleotideons contém trés componentes caracteristicos: (1)
uma base nitrogenada, (2) uma pentose & (3) Aacido fosfdorico,
ligados de forma que a base seja covalentemente unida numa
ligagdo N-glicosidica ao atomo de C-1 da pentbse & O acido
fosfarico esterificado no C-5» como mostrado na Ffigura i.
(Lehninger, 1982).

As unidades desoxirribonuclectidicas do DNA contém a 2~
desoxi~D-ribose e as unidades ribonucleatidicaé do RNA contém &

D-ribose. Ambas as pentoses ocorrem nos nuclectideos nas formas




Qrfuranosidh:as. (Lehninger. 1982).

Base de
purina ou
pirimidina

o-Ribose

FIGURA 1: Estrutura geral dos nucleotidens. A estrutura mostrada
& a te um ribonuclectideo.

Naos desoxirribonuclectidens
o grupc —0H da posigio 2»

e substituide por ~H

Az bases plricas @ pirimidicas s3o moléculas com estrutura
aproximadamen te planares, relativamente insoldvelis na Aagua.

{Lehninger, 1992).

Derivadas das Pirimidinas (I).(Figura 2)

(Rarker, 1971: Hurst, 1979; White, 1768)
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FIGURA 2: Rases pirimidicas

s 4&tomos de nitregénio na posigio meta produzem  uma

distribuigio eletrdnica fortemente deficiente nas posiglies 2, 4 e

6, sendo sucetivel ao atague nucleofilico. A ﬁosigao 3 .por outro




lado, & relativamente fica em eletrons, estando sujeita a uma
éubétituigacy eletrofilica principalmente quando grupos elétron-
doadores est&o presentes em ocutras posigbes do anel.(F%gura 3. E
comum & tagvtcmerismo_1actama~1actima nas pirimidinas sendo gque a

forma lactama prevalece em pH*s neutro e &cido.(Figura 4).
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FIGURA Z: Estruturas de resson&ncia do anel pirimidina
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FIGURA 4: Tautdmeros de uracila

Derivadas das Furinas (II).(Figura 5)

(Barker, 1971; Hurst, 1979; White, 19568)
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FIGURA 9: RBases pur;nicas




Os Atomos de nitrogénio do anel purinico sXo elétron-—

retiradores, produzinde uma deficiéncia de elétrons nas posigles

2 e & do anel pirimidinico e mais fracamente na posig3o 8 da

porgio imidé:ﬂﬁlica como mostra a figura 6. , '
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FIGURA &: Estrutuwras de ressondncia do anel purinico

Como as pirimidinas, as purinas também exibem tautomerismo

semelhante. {Figura 7).
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FIGURA 7: Tautameros de acido Grico

I1.1.2 Estrutura do DNA
(Wang, 19763 White, 1948; Watson e Crick, 1953§ Lehninger, 1982;

Mahler e Cordes 1971; Chaigaff, 1230)

As longas sequencias especificas das bases adenina, timina,

guanina e citosina no DNA codificam a informagdo genética e




compreendem a estruturra primaria. Elas est¥o unidas entre si por
ligagtes fosfodiéster gque ocorrem no niicleo com a participag¥o da
DNA-polimerase. Ohserva—-se na figura 8 um seguimento da cadeia do

DNA, representado por dois nuclecotldeos,.
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FIGURA B: Segmento de uma fita simples de DNA, formado por dois
nuclectideos

Em adig¥o aos nucleotideos contendo as quatro hases
principais o DNA também contém algumas bases secundarias,
usualmente formas metiladas, hidroximetiladas ou glicosiladas das
bases principais.

Tais bhases alteradas sHo, em muitos CAasos, sinais
especificos que desempenham papéis importantes na programagio ou,

na protegido da informagio genética.




Uma vez aceito o fato de que os elementos herdavels eram
compostos de DNA, poder-se—ia esperar que grandes esforgos seriam
desenvolvidos-.para esclarecer melhor é estrutura do DMA e o seu
papel como malécuig informacional..Dn ponto de vista cientifico,
este & um exemplo ma}cante da importéncia do trabalho tooperativo
e de interag®o entre areas afins.

FPara elucidar a éstrutura tridimensional do DNA,‘foram de
fundamental import&ncia as ﬁescobértgs de Chargaff ‘e
colaboradores (1930}, w#att e de Mirsky (1950). Analisando
cuidadosamente a composigdo guimica do VDNQ _ de aiversda
arganismos, concluiram que a soma das purinas @ igual & soma das
pirimidinas, au seja, a soma das amino bases adenina e citosina &
igual a soma das ceto bases'guanina e timidina. As duasl cadeias
s¥o de polaridades opdastas no sentido de que aé ligaqﬁes
internuclecotidicas em uma fita seguem a ordem C-32e——p 5B,
enquanto gue na autra fita elas seguem a ordem oposta.

De posse de todos os dados fisico~quimitas e de wuma
excelente capacidade de dedugi3o, Watson e Crick ém » 1953
elucidaram a esstrutura tridimensional da molécula de DNA, a gual
consiste de umé fita dupla arranjada na forma de uma hélice
cilindrica em sentido dextrégiro, com as duas cadeias
polinuclentidicas em torno do mesmo eixo e mantidas unidas por
ligagles hidrogénio entre elas. (Figura 9).

Por razles estéricas e frente & necessidade de formag3o de
pontes de hidrogénio o 4nico arranjo possivel seria:

A L~>T; C&—>B, o que & compativel com os dadoé de Chargaf{ para

as proporgdies de bases encontradas no DNA. (Figura 10).




Uma vez sendo a molécula de DNA solduvel em &gua e os grupos
fosfato-pentose apresentando caracteristicas hidrofilicas,
inclusive pela carga residual negativa em pH fisiolégico, dever-—
se—-ia supor que o esquelgto aglicar—fosfato estivesse na regifo
exterior da moléculé, am contatﬁ com a agua. Consequentemente as
bases nitrogenadas, de natureza hidrof&hica, ficariam wvoltadas
para o interior da molécula, perpendiculares ao eixo, criando
oportunidade para se estabelecarem'pantes de hidrogénio entre as

bases de uma Tita & outra.

FIGURA 9: Estrutura secunddria do DNA proposta por Watson e Crick
. em 1933

A ideia original de gue as ligagBes hidrogénioco eram as
nicas responsavelis pela estabilidade da hélice, tem cedido lugar
a0 argumento de gque a grande es£abiliﬁade da hélice do DNA &
mantida por forgas resultantes do empilhamento das bases, ou

seja, ligaglies apolares entre elas, enguanto que as ligagies




hidrogénio rconfeririam éspecificidade no mecanismo de pareamento
das mesmas. Embora esta grande estabilidade da molécula de DNA
lhe confira o papel de portador da informago genétita, esta
claro qgque a dupla hélice n3o & uma estrutura fisxa e rigidé,A a0
contrario e (jinémica, podendo sofrer deformagtes intérnas de uma
maneira continua. Em raz3o diszo formas distintas da molécula 530
conhecidas, diferindo em esséncia na disposigio e inclinagdo dos
pares de base, em relagdo ao eido da dupla hélice, no nameroc  de
pares de base por valta (periado).e no digmetro ao longo da

malécula global.‘
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FIGURA 10: Fareamento das bases no DNA, através de pontes de
hidrogénio

As mais importantes s3o as formas As B e ZI. Ve- se que ha

distorglies em relagl3o ao modelo convencional de Watson e Criék A

forma B corresponde ac modelo ﬁe Watson e Crick para o DNA

cromossomal . A helice & rodada para a direita com 10O residuos de

pares de base por volta, sendo o plano das bases perpendicular ao

eixo principal. A forma A difere em 11 pares de bases por periodo




e o plano das hases & leVemente deslocadn 200 da pekpendicular ao
éixb. E comum em hibridos de DNA-RNA e em RNA dupla-fita. J& na
forma Z a helice & rodada para a esquerda com 12 pares de base
por period&). Encontra—se em regilles especificas do DNA e tém‘ um
possivel papel na regulag3o da expf@ss&o génica; ’

Em raz®o do seu grande tamanho e As deformagBes prmvmcadés
pelo seu manuseio o DNA de muitas fontes n¥o pode ser isolado.tal
como se encontra. Entretanto»estudos com DNAzs de alguné virus; do
mitoctndria e dos cloroplastos mostraram 'que a eetrﬁtura
secundaria pode ser compactada em alguns casos, dando origem ‘é
estruturas terciarias de diferentes tipos.

ONAz de fita simples lineares ou circulares, podem ser
obtidos de virus ou da denaturaglo de DNAs de fita duplé. Dutros
virus ou  DNAs ciclicos de fita dupla, abertas durante o
isolamsnto, ddo origem a DNAs lineares de fita dupla, enguanto
que o0s DNAs ciclicos de fita dupla s3o obtidos de mitocOndrias,
de cloroplastos, de plasmideos e também de certos Qirus.

A figura 11 ilustra algumas estruturas tercilrias.

il

W | me ﬁwf;}

FIGURA 11: Estruturas tercidrias de DNA
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Assim, intraduziu-se o conceito de enovelamento onde o DNA
ﬁodé interagir com proteinas formando estruturas nucleoprot@icas
de maior grau de complexidade. Estas novas informaglies nos fazem
acreditar ﬁLAe a molécula de DNA em si, pela sua dinamica, tem um
papel ativo ma modificagdo da express3o de ssus gene5,’(David50n;

1972) .
I.II. METAROL ISMO DE XENORIOTICOS

0 termo zenobidtico & definideo como gqualguer substﬁhcia que
z@ja exogena ao metabalismo normal do organismo.

E evidente que o sistema atual de metabolismo de dirogas
descende do metabolismc de xenobidticos naturails, como mecanismo
de defesa de herbivoros em resposta zos metabdlitos secundarios
produridos pelas plantas (por exemplo, alcaldides, terpendides,
ferntdis, quinonas etc). {Boxembaun, 1983). 0Os individuos da
sociedade atual, assim como oubtiros animais est3o constantemente
expostos a compostos quimicos naturais  ouw sintéticés, cComo
aditivos alimentares, polusentes g medicamentos. A sliminagic sem
alteragdo bioguimica destas substincias se d& atravées das fezes,
urina, bile, gxpirasioc aoc ar e perspiragio, dependenda da
solubilidade @m  agua. Campsstms lipofilicos presentes nestes
fluidos dos exMcretdrios tendem a difundir nas membranas celulares
(principalmente pele, pulmidio e trato gastrointestinall e sarem
reabsorvidos,, sendo convertidos em metabdlitos mais hidrofilicos.
{Cassarett e Doullg 198&). Assim torna-se ébvia a importéncia das

biotransformaglies na manutengio do equilibrid mavel da vida.
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No campo da farmacoiogia, o efeito terapg&utico de uma droga,
dependerda entre outras coisas, da sua concentraglio no sitio de
aglo 2 na maioria dos casos s3o os metabdlitos gque constituem as
espécies ativas terapeuticamente. Dentro deste contexto, péré sa
tarnar este&é Combostos quimicos mais eficientes e Esﬁecificos,em
suas agles, e imﬁcrtanﬁe se estabelecer aé bases moleculares de
suas interagfies com o sistema bioldgico.

Existem vias metabdalicas que tém é fungHo de ﬁetaxicagéo

para o arganisma, isto &, excrecglo dos compostos inQteis ou

f

tonicos. Us mecaﬁismqs de detoxica;én geralmente compreenden dués
fases. Na Tfase I, ras enzimas do metabolismo Dxidaﬁivn ir3o
catalisar a adig3o ou exposigio de grupos fUncionais da mélécula,
através de oxidagbes, reduglies ou hidrdlises, facilitanao assim

sua exdcregdo direta, ou permitinde as reagles da fase I1I. O

sizstema microssomal atua nesta fase principalmente através do
sistema do citocromo Pgs; ou do sistema amino oxidase de ungAo
mista. J& grupos funcicnais pré-existentes s3o xpostos  por

enzimas hidiroliticas, esterases e amidases. (Cassarett e Doull,
1984; Hodgson e Guthrie, 1980).

Na fase Il as transferases ir3o catalisar ligaglo covalente
destes intermediarios & aceptores endégenos,  tornando-os  mais
energeticos, com a participag¥o do ATF. S0 eles: acido UDP- X-D-
glucurénico, glutationa, adennsina—Ss~fosfatmw5!*fasfossulféto =]
acetilcoenzima A. (Cassarett e Doqll, 1984&) . |

Os produtos da fase Il s3o mais soimveis em agua, permitindo
significante lonizagdo no pH fisiolégico. Estes conjugados sofrem

secreqgdo ou transferéncia através das membranas hepatica, renal e
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intestinal. Neste caso os mecanismos de transporte reconhecem o
residue conjugade. (Cassarett = Doull, 1986).

Embora estes processos sejam normais & defesa do organismo €
certo gue muitos efeitos toxicos de certos compostos resultam da
ativagao metabélicaA de grupamentas indcuos a  intermediarios

witremamente reativas, sendo responsavelis ndo sO pelo seu efeito
terapéutico, como também pelo seu efeito tHuice. (Miller, 1270).
Assim fica clara a estreita relagic gque existe entre os processos
de detoxicagdo e toxicagio e a necessidade da Compreensdo >aD
nivel leecular; dentre eles,. dos mecanismos celulafes dé
carcinogénese quimica.

Dada a grande diversidade de compostos carcinag@nicns
disponiveis ndo s pode definir um Gnico mecanismo de agldo, mas
h&a alguns processos que s3o considerados comuns, como  por

exemplos

(1) os processos de detoxicagio podem levar & metabélitoé téxicos

"in viva'.

{(2) as formas obtidas nestas hiotransformagles podem se ligar
covalentemente a grupos nucleofilicos presentes em biomoléculas

comae proteinas & DNA,

{(ZF) a extens3o de ligag3o a proteinas & quantitativamente maior
que & &cidos nuclé#icos, sendo que 0SS grupos mais suscetlveis s3o
o enxofre da metionina = cisteina, o nitrogénio—1 da histidina e

o carbono—-3% da tirosina.
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{(4) tanto ‘D RNA qguanto o DNA podem‘ser aiquilados, sendo  a
guanina a baée preferencialmente atacada.vﬁ\lém da alquilag®o,
existem evideéncias de Dcorréﬁcia de quebra de fita no DNA e
farmagso de lig‘agt‘ﬁes cruzadas. (Crooke e FPrestavko, 1‘5’80:

Cassarett & Doull, 1984).
I.II11. DERIVADOS DE HIDRAZINA: FENELZINA

Derivados de hidrazina compreendem Lima classe \ gquimica
particularmente impartante visto a frequente acorrencia
naturalmente além do seu uso como combustiveis de foguetes,
antioxidantes, herbicidas e remédios. (Juchau e Horita, 3.972).

Muitas das drogas  atualmente em uso devenm sua atividade
farmacoldgica a presenga  do grupo hidrazinico nas SUAS
estfuturas. Algumas mais comuns =3o: o agente antihipertensiva,
hidralazinag; o agente antituberculose, isoniazida; o agente
anticancer, procarbazida e antidepressivos, inibidores de
monoamino  oxidase, isocarbazida, nialamida e fenelzina. (Esquema
1). (Goodman e Gilman, 1975). |

. . . o
"3°_<->_c .Q——c\ °
° NH-NH-CH,, -@ v NHNH=CHp =C
o)

Isccarbazida Rialomida

‘ 2 N,
@—cwz—CHz-Nn-an C e, ‘—CHZ-NHNH-CH3
.- NeN i

-

7\

Fenalzing Hidralazinag Isoniozida Procarbozida

ESQUEMA 1: Derivados de hidrazina com atividade farmacolégica
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Tadavia & aplicagi3o de derivados ée hidrazina fica
comprometida ﬁelc fato de  serem metabciicamente ativados a
espécies gue promovem  uma série de efeitos toxicos. Alguns
efeitos toxicos associados a o administragio de derivados de
hidrazina com componentes celulares sdo a indug 3o de
metemaglobina, inibigXo de sintese de proteinas e acidos
nucléicos, alquilagio de macromoléculas, alteragﬁb da atividade
de ornitina descarboxilase, acimuleo de lipidens no figado,
teratogénese e inibigdco de sspermatogénese e'mutagénese.\é 10n§o
prazo ssus =feitos resultam na necrose hep&tica e carcinogéness.
{Moloney e Frough, 1983).

A fenel=ina & um inibidor de monoamino oxidase, utilizada em
casos de sstados depressivos moderados e agudos 2m adultos, ouw em
certos estados de ansiedade fébica. Ela atua por inibig¥o da
degradagic de aminas bicgénicas come serctonina, adirenalinag
noradrenalina, dopamina etc.; levando a um aumento de seus niveis
no cérebro, provocando alteragio no humor. Ela é'adminiétrada na
forma de sal de sulfato, em doses diarias de Z0-40mg na primeira
semana ajustéda a 153-79mg depois das duas primeiras semanas.
(Goodman & Gilman, 1973).

Apesar de terem sido registradas propriedades carcincgénicas
em animais experimentais, ndo sende caracterizado em humanos, a
fenelzina comtinua sendo usada terapeuticamente. (Toth, 1974).

As hidr-azinas tem a féormula NHz-NHo e os derivados de

hidrazina sXo compostos em gue um ou mais hidrogénios est3o

substitulidos por grupamentos alguila, arila ou acila. As




alquilidrazimnas tril e tetra substituidas s3o praticamente ndo
Bésicas e =s. mono e di—-algquilidrazinas formam sais com um
équivalente de Acido.{Erueger, 1973). Embora suas propriedades
eletroquimiééas lhes permitam funcionar como Dxidanteé, s3a as
redutoras a=s mails branunciadas, havendo quebra da ligagdo N-N.
{(Moloney e Frough, 1983).

As reaglies de Qxidaggo s30 mais complexas envblveﬁdo 1 ou 2
elétrons. As hidrazinas tri e tetra substituidas sofrem Dxidégao
par 1 elétron formando cations radicalares estaveis. Hidrazinas
1.2 substi tuidas formam o derivado intermedi&rio a%a pela
oxidaglo por 2 'elétréns. JA a oxidagdo por 2 elétrcné de
hidrazinas monassubstituldas leva & formag¥o do diaceno, podendo
Sofrer novo processo oxidativo via 1 ou 2 slétrons. Nesfa etapa
s3Hn formados intermedidrios radicalares e/ou catidnicos (Esquema
-

2, oz qgquais tém sideo considerados come possivels agentes

alguilantes de biomoléculas. (Moloney e Frough, 1983).

. .
R=NsN—> R +N2

28 oy -0
+
. - - : 2 Fy
R-NH-NH., —%&R-NENH > ROH + H
, 4e” _ :
2H &+ N2+H"’
HX
RH

ESQUEMA Z: Reaglies propostas para a éxidag&o de derivados de
hidrazina monossubstituidos
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A feneelzina éompaktilha as propriedades quimicas | dos
derivados de hidrazina monossubstituidos. Apresenta um  certo
carater basico, intermediario entre monoalquilidraczinas e
morcarilidrazinas, com pka= 6,75. (Krueger, 1975). A fenelzina
pode ser xidada‘ facilmente quimicamente e tem carater
nucleafilico, podendo reagir com grupos carboxilicos com formago
de hidrazonas. (Molmne? et. al., 1988). As suas prapriedades
gquimicas, principalmente seu carater nucleofilico e reduﬁnr,
parecem ser QS principais fatores de sua reatividade bioquimica.

Nz efeitos téoxicos dos derivados de hidrazina eéfﬁm, na
maioria das vezes, relacionados com a reatividade do grupo
hidrazinico. Dada sua nuclecgfilicidade & a presenga de grupos
carbonilicos em biomoléculas geralmente ocorrem condaﬁeagﬁes
formando hidraronas derivadas, contendo grupos —C=N-. Este tipo
de reaglo & importante guando se considera a possibilidade de
coanjugacino com  acetil coenzima A, piridoxal-fosfato, piruvato,

K-cetoglutarato e outros compostos. No caso da fenelzina, sua

administragdo tem sido responsabilizada pela indﬁgﬁa de
coanvulsies devido sua associagdc com  piridosal { no caso,
alteragiio do metabolismo de'(tamino—butiratc ou  serotoninal.
(Moloney e Frough, 1983).

Outros efeitos toxicos tém S;do observados para derivados de
hidrazina como por exemplo: pelagra {(deficiéncia de niacina,
inibigXo da guinureninase), neuwrites 'periférica, degradagﬁu
sensorial e de nervos motores, sintomas de intoxicagdo com

histamina (inibig3o de histaminase), hiperamonemia (substituigo

de am@nia no sistema glutamina sintetase) e diminuig¥o nos nivels
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de glutationa, um importante elemento de defesa hos processas dé
detoxicagdo em muitos organismos. (Moloney e Prough, 1983).
Contudo  os derivados ‘de hidrazina =¥-{u! rapidamente
metabolizados no organismo,; € seu metabolismo oxidativo lévé ‘é
formagio de intermedidrios reativos Capazés de alterar

componentes celulares essenciais =so funcionamento normal  do

organismo.
I.1V. RADICAIS LIVRES

Autoxidagio, processos biogquimicos e muitos Dutras'agentes e
processos  s«Ho tanhecidos por gerar radicais livres. Uma grande
variedade de radicais podem ser gerados em biosistemas dévido SUa
complexa composigo.

A contribuig3o de espécies de radicais livres no metabolismo
e agdo citotoxica de muitos xenobidticos tem sido sugerida desde
1940,

A participagio de radicais livres em carcinég@nese, multag 3o
e tranzformagdio tem sido proposta por muitos pesguisadores,
principalmente nos Gltimos dez anos e suwrgiram de estudos de
inibigdo de tumores por antioxidantes, na maioria naturais como
vitamina E (G‘—tocoferol), vitamina € (&cido ascOrbical),
@caroteno, acido arico, GSH (ngtatimna resuzida). Estes
antioxidantes localizados nrormalmente na fragido citosidlica ou
fiuidos extracelulares bem como agueles lacalizados na membrana
lipidica, agem como anticarcinogeénicos em potencial, por

interrompearemn O procasso radicalar responsavel pela
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carcinogénese. Desde muito sabe—-se gue céincer aparece ndo como um
passo simples, mas como uma sequincia de eventos os gquais
progridem propicios é'condigaa maligné; e estudos nos conceitos
de promogao tém provido consideréavel discernimento do prdcéssé
carcinogénico. Entretanto nXo hi evidéncia definitiva de que o
envolyimenta de radicais nestes processos sejar obrigatéria.
(8imic, 1988}.

a envolvimentak de radicais livres em processons
carcinogénicos tem sido mais explorado no caso de oxiradicais, o
Que advém de sua abundéncia natural e papel éentral na Qida dhs
organismos aerébicns; 0 grande progresso obtido nos Gltimos 15
anos nesta érea.faram impulsionados apés um trabalho pioneiro gue
sstaheleceu 2 fungio e import&ncia da enzima sﬁperéxido
dismutase.

Investigagles sistematicas de McCord e Fridovich e muitos
outraos tém contribuldo enormemente no estabelecimento do papel de
radicais de oxigénico na expressiio dos efeitos fisioldgicos de
varios senobidticos. (Augusto, 198%9).

Ja o estudeo de radicais nido centrados no oxigéEnio & bem
menos canh=scida. Estudos de Mason & colaboradores (1984)
forneceram as bases para a compreensdo do papel bioldédgico de
chtions e @&nions radicalares de compostos aromaticos que podem
ser estudados diretamente por espectroscopia de ressondncia
paramagnetica (EFR). i

Radicais intermediarios derivados de xencbidticos s3o muitas
veres popécies transientes e usualmente | nio apresentam

concentragles no estado fundamental maiores que o limite de
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detgcgao do espectrﬁmefro de EFR. Em contfaste com espécies
ativas de oxig®nio, n¥e existe um mecanismo de defesa enzimatico
documentado para estgs radicais e ‘consequentemente progressos
nesta area dependem de‘novos metodos experimentais. Um mé&todo
adeqguado, a técnica de captag¥o de spin, foi introduzida por
volta de 19&8-19469 e aplicada a sistemas biolégicos com  sucesso
aproximadamerte 10 anos depois. Esta técnica contribuiu
grandemente ao estabelecimento de novos conceitos na compreensio
da agl¥o de radicais livres em processos bioguimicos e bioldgicos.
De fato a téonica de captaglo de spin tem sido easenciél paka
progressoas o esclarecimento da natureza dos  intermediarios
reativos farmados na ativagdc mestabdlica de derivados de
hidrazina. Tem-se proposto formagi3o de carbeocations ou ’radicais

livires, sendo e=ste ainda um assunto controverso. {(Augusto, 1989).
1.vV. FOTOQUIMICA DE ACIDOS CAREBOXILICOS

Varios estudos na literatura descrevem o pahel de radicais
livires de carbono nas propriedades genotdxicas dos derivados de
hidrazina. Muités destes derivados foram testados quanto & sua
poténcia de indugic de quebras de fita em DNA, podendo ' até
ectabelecer uma correlagio entre a poténcia carcinogenica e a
indug o de guebras no DNA. (Parodi et. al., 1%81}.

Leite e Augusto (1989) investigaram a formagi3o do radical
2-feniletila através da oxidagio da fenelzina e alguns aspectos
relacionados & interag¥o com o DNA. Dada a iﬁporténcia em  se

conhecer o mecanismo dessa interagdo para s estabhelecsr pontes
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com & carcirwogenicidade.prapusema-ncs, portanto, aVébDrdar este
problema estudando a interag¥o do radical 2-feniletila gerado no
metabolismao da fenelzina, bem comé suaAfDrmagﬁo fotoquimicamente
a partir do &cido 3—fenilpr0piﬁnicé (4cido hidrocinamico) com o
DNA. ’

Um dos radicais mais estudados na literatura & sem duvida a
radical henzila, produzido principalmente através da
fotodescarboxilagido do  Acido Tfenilacético. (Eﬁling' e Lopes,
19703} .

A fotodegcafbax;lagﬁo do écido hidrocindmico, um ho@ﬁlogo do
dcide fenilacético, fol simultaneamente éatudada no  inicio de
197%, através da irradiagio com lur ultraviocleta. (Mittal et. al.
, 1973; Van Eeek et. al., 1973). ‘

a6 formagio do radicél Z~feniletila estéd hem chuhentada no
trabalho de Mittal e cdlaboradorea (i??E) através da fotdlise do
ion S—fenilpropionato.

Intermediirios radicalares também foram propostos em
proCessos de descarbouilag®c. fotolitica de acidos aceticos

—suhstituidos mediados por flavinas (Novak et. al., 1980} e
ainda em processes fotossensibilirados por radicais hidroxila.
{Davies et. al., 1984}.

Mais recentemente Gilbert 2 colaboradaores. (1987i
demonstraram que uma série de radicais céations sio geradaé in
situ nas reaglies de metilbenzego, dcido feniletandico, acido
F-fenilpropi®Gnico e alguns derivados'e anadlogos ciclicos na
presenga de SDZ e OH. Os resultados s3o interpretados em termos

de uma variedade de reagles rapidas, onde para uma sé&rie de
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. s +e - - .
radicais zwiteritnicos Ar(CH2){CO2 (n=1-3) a descarboxilagio
ocorre via transferéncia de elétrons intramolecular, embora em
alguns casos a hipotese de um intermediario N0 possa ser

descartada. (Gilbert et. al., 1987). (Esquema ).

CH,(CH ), COH
1 504 ’ -e”
CH(CH,) 100 CH,{CH,), COH ¢, =0
(b} o
ﬂﬁ-ﬂﬁl
——

+H P, TS
H OH
-0, ~-Ht

©-
I
— &)

CH (CH,), COH () CHal CH,), COL®

©r
©-

ESGUEMA I: Reaglies propostas para a oxidag3o de acidas
carboxilicos fenil substituidos por'OH e S04. (a) via
transferéncia de elétrons direta, (b)) via
intermediario

1.VI. MODIFICAGAQO NO DNA INDUZIDA POR AGENTES ALGUILANTES
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Ha muj;to = conhecelque cﬁncet pode derivar da exposig3o a
umarvariedacka de agentes, e estudos mecanisticos tém revelado gue
compostos quimicos puros podem, eles préprios, induzir ci@ncer. A
pravengdo dé;mmde da extensao das possibilidades de eliminaéab da
exposigsHo endégena. = ambientalv aos agentes carcinogfnicos.
(8affhil et. al., 1985).

égentes alguilantes s3o hébeis a reagir em muitos siticos do
DNA, em particular, no nitrogénic e carbono do anel e'étcmos‘ de
oxigénia wociclicos das bases do DNA. Tem—se dado mails ateng®o
s reagles que ccorrem nas posiglies 7 e 8 da guanina, ag quais
sdo os primcipais éitims de reagio para agentes metilantes e
etilantes. {(Saffhil et. al., 1985). Castro (1984) tem dedicado
uma série de artigos relacionados & produgl3io de um derivado da
guanina e adenina durante ativagdo metabdlica de CClg, onde
radicais CClx s¥o produridos.

Duker e colaboradores (1283) também propliem como produtos
principais derivados ouaninicos e adeninicos fctéalquiladms na
posigdoc 8 guando DNA FM2 superenrolado & submetido & 2 fotoresagio
com isopropanol.

Muitas das observaglies feitas primariaﬁente relacionadas a
alguilagi3o de DNA "in vitro" foram também aplicadas a processos
"in  vivo". E através de muitas dessas descobertas que hoje
podemos explicar as propriedades mutagénicas e carcinogénicas dos
agentes alguilantes em termos de suas reages com o DNA, levando
& modificag@ies na estrutura proposta por Watson e Crick. Tambeém
sHo estudos desse tipo que nos levam a uma maior compreensfo dos

processos  de reparo mediados por proteinas, bem como de remogo
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espontanea. 0 uso de sistemas modelo s3o de wtilidade para
adquirir informaglies as guais poderido ser aplicadas ao estudo de

carcinogénese no homem. (Saffhil et. al., 1983).
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OBJETIVOS

Como ’foi.verificado, o DNA desempenhaAuma fungdio bioldégica
muito importante, Eeja na.pregervagéo das espécies atraveées’ dé
replicagdo, ou  na ‘sintese de proteinas gque "s3o vitais aos
grganismos vivps.

é partir de 1981, principalmente devido a >gplicagﬁn do
método dm- captador de spin em sistemas bicldgicos, estudos
denonstraram a fTaormagdo de ‘radicais de carbono durante o
metabolismo oxidativo de varias drogas, dentre elas derivados de
hidrasina menossubstituidos. (Kalyanaramann e Sivarajahk, 1984).
Alguns efeitos biolédgices como hemGlise e destruiglo do grupo

heme - -de proteinas foram relacionados & formagio de tais espécies.

J

{Augusto et. al., 1982; Leite & Augusitce, 1287:; Hill & Thornallesy,

g papel de radicais livres centrados no carbono nas

tn

propriedads genotoxicas de hidrazinas n3o fora considerado até
recentemente € ainda & pouco conhecido os seus efeitos émbre os
acidos nucléicos. {(Farodi et. al., 1981; Leite e Augusto, 1989).
Sabe—-se., né entanto, gue alguns sistemas em estudo tém
apresentado alteraglies em DNA. A fenelzina, droga amplamente
administrada no tratamento de alteragles do humor, foi ensaiada
Como geradora de radicais de carbono, principalmente no
metabolismo oxidativo dé microssomos de figado de rato e

oxihemoglobina. {Ortiz de Montellano et. al., 1983; Leite e

Augusto, 19892).
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Dentre muitos- estudos que foram feitos tcm sisfemas
gerédores de radicais de carbonD; ainda é ﬁoucu conhecido os
aspectos mecemvisticos da interagdo coﬁ os acidos nucleicos.

Propusénmrﬂos,.portanto, a abardar esse problema éstudando a
interag3co do radical Z-feniletila, gerado no metabolismo da
fenelrina e na irradiagdo do acido hidrocind&mice, com o DNA.

Frimeiro procuramés estabelecer a‘importéncié' db radical
2-feniletila coma produto da fotoirradiagdo  do ééido
hidrocinamico. ﬁ‘ geraqﬁcA do radical fotoguimicamente foi
sscolhida n®o s6 para evitar as complexidades do sistema guimico
de widagdo da fenelziﬁa por ferricianeto, como também verificar
a aplicagdo de sistemas miméticos de oxidagdes biclogicas
caomplexas. Fara os estudaos de geragio do radical waaﬁilétila foi
tambéem necessario sintetizar o peroaxido de ‘dihidrécinamaila,
fotoguimicamente proposto como gerédcr de tais radicais.

Investigamos a poseibilidade do  radical 2-feniletila
interagir com o DNA com o auxilio de métodos espectroscopicos
(fluorescéncia, HFLC) e reaglies quimicas, postulando alteraglies
estruturais induzidas no DMA.

Discutimos ainda alguns aspectos mecanisticos desta
interagio esclarecendo alguns pontos cbscuros da importéancia  doo
estuda de radicais livres de carbono guantc a sua poténcia

carcinogénica.




CARITULDO II

DESENVOLVIMENTO EXFERIMENTAL
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REAGENTES E FROCEDENCIA

Os segtiigtes reagentes faram adquiriddslda Aldrich Chemical
Co.: FOEN, Tempol, ﬁéPIs» cloreto de hidrocinamoila e “acido
hidrocin&mico. DHA de> timo de bezerrao (tipo 1)y, DETAFAC,
2-feniletilidrazina-HpB04 e horseradish peroxidasg (tipo VI)
foram adgquiridos da Siéma Chemical Co.. Formaldeldo e cloreto de
térbic hexahidratade foram obtidos da Fisher Scientific Co. e
Alfa Froducts trespectivamente.

0 plasmiden pBRR 322 e culturas de E.bcoli HE 1d1 foram
gentilmente cedidos pela Frofa. Dra. Adelaide Faljoni-Alario (I1Q-
USF) .

A solugXoc de DAFI fol preparada em agua bidestilaﬁa é sua 7
concentragio dosada pela absorbancia a 224nm (£=23500 M lem™l).

Em todos os experimentos foi utilizada agua bidestilada e/ou
deionizada. Os &emais reagentes utilizados fToram da mais ’alta

pureza encontrada.
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T

II.a. Os teunﬁ&es foram preparados segundo o método de Gomori

(1273).

I1.b. Horseradish peroxidase (HRF) (FM. 400003 £=102000 M~ lcm™1 &

407 nm)Y. ’ - . .

Foi preparada uma solugio estoque de 0,2mM, disscolvendo-se

cuidadosamente 8,0mg em 1,0ml de &gua deionizada.
II.c. Acido Desoxirribonucléico (DNA)Y (E=6700 M lem™! a 2&0nm) .

Freparowu-se 5@1@;&95 gue variavam de 1.0 a 5,0mg/mlk em agua
deionizrada & protegida da luz, na geladeira. Tonou—-se  uma
aligquota de volume conhecido, diluiv-se em 2,0ml de agua
deionizada e leu-se a absorbancia (DO) em 280nm. (Ames e DQbin,
1270). Sabe—se que 1 DO corresponde a una concentragdo de 435

A Mg/mL, portanto calculou-se a concentragio de DMA  do seguinte

modo:
100-———— e 4§ﬁg/mL
A(260nm) ———————————— zﬂg/mL
Tenda-se o wvalor de =z, calculou-se o valor real da

caoncentragio de DNA em/ug/mL.

II.d. Filtro para irradiago.
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Usou—se uma mistura de 2,89mL da Sﬁlugaa A e 1,0m. da solugo
2] péra permitir a incidéncia de irradiagdo de comprimento de onda
éomente na faixa de 265-375nm. (kKopecky e Liska, 1978).

Solu;&o‘ A: 350g NiS04.7H20, 100g Coblh.7H20 em 1,61 de égua

destilada.

Solugio H: 15g CuS04.5H20 em 1,01 de &gua destilada.
Il.e. Freparagido do DNA para complexaglo com térbia(IIl).

0= Dhf&Ays  tratados nos sistemas de reagioc foram diélisadds
par 7Z2h uzando-se o tampio da reagdo. Coleta-se esta so0lusio
aguosa e adiciona-ss Nall O,iM final, para tornar o @meio
isoténiceo. Fosteriormente, agrega-se 2 volumes de Qtanol‘abﬁoluto
para precipitagio do DMNA (Kelmers et. al., 1971}, éeguida de
centrifugagdo & 4YC e 10000rpm por 10 minutos. O sobrenadante &
ent3o desprezado & o DNA seco emn uma corrente leve de nitrogénio.
0 DHA & ressuspenso em S,9mb de tampdo cacodilatarde sthdio Z20mM
{pH=&,0) = 10mM em KC1l, sendo. sua concentragdo verificada pela
ahsorg3io em Z&6Onm. Uma vezr conhecida a concentrag3o de DNA,
acrescenta—-se um volume conhecido de cloreto de terbio tal que a
rai%o da concentragiio molar de DNA por concentrag3o de térbio
seja apraoximadamente o, Segundolﬁinger 2 colahoradares {(1780),
esta & uma condigio necessaria para se obter uma maior
intensidade de fluorescéncia do complexo DNA-TR(III).
Os estudos de Tfluorescéncia foram desenveolvidos em  um
espectrofluorimetro da Perkin-Elmer (MFF-44R). 0 Jaye foi de

290nm.
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11.f. Cloreto de térbio hexahidratado (FM. 453,13).

(&) solugdo esteogue foi de 0,.1M, sendo preparada ‘ peala
dissolugio éhe 45,32mg em 1,0ml de tampXo cacodilato de sadio 20mM
(pH=6,0) e 10mM em KCl. Begundo Prados e colaboradores (1974)

isto previne a formagdo de hidroxidos.
Il.g. Citrato de sddio/Cloreto de sdadio (FM. 294,12/PM; 58.4%).

Freparou-—se uma soluglo estogue de 25mbl, contendo citrato de
shdio 10mM (73,30mg/209mL H-0) e cloreto de shdioc  30mM

(4Z,80mg/25ml. H20). Esta solugdo forneceuw um pH de 8,3,
I1I1.h. Malonaldeldo sadico (FM. 94).

Foi preparado segundo o método modificado descrito por

Innocentini—-Meli (1984).
I11.i. Hidralise aoida de DHA.

A obterngio dos  DNAs pré—-tratados foi feita segundo o
procedimento discutido no item Il.e. Neste caso, as amostras de
DNA  Toram ressuspensas  em VE,OmL de Agua deionizada e suas
concentragies foram medidas em 260nm como estabelecido no item
Il.c. Uma vezr igualada as concentragles das amostras, adicionou-—
se Acido cloridrico concentrado para se obter solugBes de

aproximadameryte 1,0M. A seguir, colocou—-se as mesmas em tubos de
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ensaio, os quais foram selados e submetidos a um banho de agua em
ebuligldc por 45min. Depois de atingir a temperatura ambiente, os
tubos -foram ébertoe e as amostras foram eievadas a pH 7,0 com
NaCH 1.,0N. Seguiu-se a anélise por cromatografia liguida de alta
pressdo  (HFLOC), num HFLC da Varian 8000. A températura da coluna
foi de 28YC e um detector U.V. a 28B0nm foi utilizado. Os picos
foram identificados pér comparagido com amostras auténticas de
guanina, adenina, timidina e citosina. QS razles G6/A foram

calculadas segundo as areas dos picos correspondentes.
I1.i. FReaglico de DNA com formaldeldo.

Ands  tratar e isolar os DMAs , ressuspendeu-—se 02 MESmOs  em
2,0m1 de uma solugdo citrato de sddio/cloreto de sddio (item I1.
g). Depois de ter acertado as concentraglies das amostras pelo
valor de suas absorgbies a 2680nm e ter adicionado formaldelida a

oy 19,

T0%, colocou-se as mesmas em um banho a 60YC. A seguir, leu-se a
variagio de absorbi&ncia & Z260nm, para cada amostra, em intervalos

de tempo regulares e construiv-se um grafico de wvariagio de

abheorbancial{ O A) (a 2460nm)

-~

tempo  (minutas).(pg 45-47) .

o

(Schothorst et. al., 19283).
Il.k. Reagiio de DMNA com 4 .6:—diamidino-2-fenilindol (DAFI).
A extragdo dos DNAs tratados fol feita segundo o item Il.e. A

seqguir ressuspendeu-s= o0os DNAs em Aagua deionizada sendo a

concentragiio verificada pela absorg3o em Z2&6&0nm. Uma vez conhecida
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a concentrag3o do DNA, acrescentou—se um volume conhecido de
solugido estoque de DAFI tal que a razdio da concentragio molar de
DNA por DAFI seja aproximadamente 12. Segundo Manzini e
rolabaradores (1983) nestas condigles todo o DAFI =e compléxé aon
DNA, obtendo—se maior intensidade de fluorescéncia. A complexago
& feita em tampdio TRIS 30mM e 30mM em NaCl pH 7,.4.

O0s estudos de fiuarescéncia foram desenvolvidos em um
espectroflucrimetro da Ferkin-Elmer (MFF-44RB}. O Qeﬁc foi de

F72nm.
11.1. Reaglc de DNA com acido hidrocin&mico.

A mistwura padr3o de feagao utilizade npara os esfudgs de
interagdo de radical 2-feniletila com o DNA  continha
concentragies de DMNA gque variawvam dé O,4mg/mlL a 2,0mg/mlL e de
Acido hidrocinf@mico entre 0,55mM e 5;0mM:. em tampeo cacodilato de
shdio  100mM pH 6.8, num volume final de E,CmL; As solugBes foram
desaeradas utilizando-se fluxo de nitrogénic por 45min. érocedeu—
s@ a idirradiag3o por tempos variados uwtilizandeo-se o filtro
dezscrito no item 11.d e lampada de vapor de mercdric Osram (

Amax=254nm, fluxo=3I,1 W/m<).
I1.m. Reagdio de DNA com fenelzina.
A mistuwra padr3o de reagio continha O,1mM DETAFAC,

concentragiies de fenelzina gue variavam até 3J5,0mM e 2,2

equivalentes de ferricianeto, em tamp3o TRIS 100mM pH 8,0, npum




32

volume final de l,OmL. As misturas de reagio foram desaeradas por
45min. atravées de fluxo de nitrogénio e concentragies de DA
Varianda de O.4mg/ml. & 2,0mg/ml. foram adicionadas. Seguiu-se
incubagio éc3b agitagdao a =7% par Z0min. Solugles éstaqde‘ de
fenelzina, neutralizadas com NaDH,'fDram preparadas imediatamente

antes do us0.

IT.n. Estudos de Ressona@ncia Faramagnética Eletrénica do Acido

hidrocinamico.

A mistura padréﬁ de reagio para acompanhar a formag3e de
radicais liwres durante a irradiagac do &cide hidrocinamico
utilizando-=e filtro {(item II.d) {(volume final de 100 1}.CDntinha
Acide hidrocinamico 0,75mM em tamp3o cacodilato de sédio  100mM,
pH &,8, além do captador de spin 0(—(4—piridi1—1~bxidg)m—tert~
butilnitrona (FOBN)Y  100mM. A solugMo estogue de FOEN  foi
preparada  em acetonitrila a uma concentragio 10 verzes maior. A
irradiagio foi  acompanhada em condiglies proximas & anagrobhiose
(item TI.1). Aliguotas das misturas de reag3o contidas em tubos
parmeiveis & gas, de digmetro interno O,B0nm com espessura de
parede de ©,053mm de Zeus Industrial Fraducts Inc., Raritan, M.
J.. foram amalisadas em espectrﬁmetro de EFR (Bruker ER-2000) a

temperatura ambiente.

11.0. Sintese do peréaxido de dihidrocinamoila.
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Empregou—se. ©o método descrito por Wielandve coiaboradaras
(1934} . A Z0mL de solug3o de hidroperdxido 104 com boa
refrigeragdo e agitagau constante, foram adicionados gota a gota
19m1 de hidréoxido de saodio 4;DN e 8,5g de cloreto de
hidrocinamoi la. Segundo Wieland e colaburadores'(1934) s o0 melio
de reagdo permanecer alcalino 52>per6xido separa  em forma
cristalina. Depois de acabada a adigi3io, agitou-se por mais 2-3
minutos, TFiltrou-se 2 lavou-se primeiro com SDIUQED' de soda,
depnis com agua destilada. & cristalizagio Toi feita 1ngn em

seguida com pouco alcool, aguecendo—se 2 colocando—se em banho de

agua—gelo rapidamente. Obtéve-se placas brilhantes comApontD de

fusdno entre =70-z50¢c,

I1.p. Estudo=s de Ressunéhcia Faramagnética Eletrénica do perdxida

de dihidrocinamoila.

A mistura de reaglic continha peréxido de dihidrocinamoila
&H,0mM {(volume final de lOGMl) =m tamp3o cacodilat§ de sddio 100mM
pH &,0, além do captador de spin FOBN 100mM. &4 dirradiagio foi
acompanhada em condigles proximas & anaerochiose, borbulhando—-se
nitrog®nio por 45min. e utilizando-se lampada de vapor de
mercirio Osram (%méx=254nm, fluxo=3,1 W/m<).

Aliguotas das misturas de reag3do contidas em tubos
permeiAveis & gas, de did&metro interno O,8nm com espessura de
parede de (,03mm da Zeus Industrial Froducts Inc., Raritan, M.
J.. Tforam analisadas em espectriometro de EFR (Bruker ER-Z2000) A

temperatura ambiente. A concentragi3o do radical foli calculada
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cohparando—s&e a altﬁra do pico central a campo baixo do Espéctro
de EFR da | mistura de reéqéa com é altura do pico central de
pspectros de EPR de soluglies de conceﬁtragao conhecida de TEMPOL.
Un Ffator de 3,7, determinado experimentalménte CDh éolu;&o‘ dg
concentragdo cmnheﬁida‘ do radical aduto 2-FTeniletila-FOEN
purificado 'fqi utilizado para normalizar as diferengas em ndamaro
e largura das 1inha5.dms espectiros de EFR do radipalv adutc e

TEMPOL. .
Il.q. Obteng®o de DNA de plasmideo

IT.g.1. Transformagio de bactérias cmm’ DNA  da plasmideo

carregando marcadores genéticos de resisténcia & antibidticos.

Inoculou-se 3,0mlk de meic LB liguido(pg 34&) com u&ab
colénia de bactérias E. coli HEi1Ol e incubou-se a 379C avernight
sob  forte aSgiteg¥o (280rpm). Diluiu-—se a pré—cultuwra 17100 em
10ml. de meic LB e incubou-sa a‘37oC, sob agitag8o até atingir-se

-

uma  ODgoonm™@:S (fase logaritmica de crescimento). Transferiu-se
a cultura para o gelo 2 coletou-se as bactérias por centrifugago
a 4000rpm por  Smin. Ressuspendeu—se o saedimento em  5S5,0ml. de
tampiio . acetato de s0dio Z20mM e 0.1M Calle, pH 6,3. Incubou-se no
gelo por 20min. Coletou-se as bactérias (4000rpm, Smin.) e
ressuspendeu—se em 3,0ml. do mesma tamp3o. Apds Shrs no gelo,
estas bactérias competentes podem ser transformadas.

Fara a transformaglio, distribuiu-ze O,1mlL/tubo da suspensio

de bactérias competentes em outros dois tubos. Adicionou-se o DNA
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trénsformant&e (O,S/&g de DNA de pBR 322, em 10}l de tampo 'TRIS
10mM, pH7,3 e 1,0mM EDTA) a um dos tubos. 0 ocutro foli usado como
controle. Inngou—se em gelo por 20min. antes do chogue térmica
(4z2%C por exatamente Emin.). Adicioﬁou—se 1,0ml./tubo de meio LR e
incubou—se = 370C, éem agitagdo. em banho-maria por lhr. Diluqu
se as suspensies de bactérias dewﬁada tubo 1/10 & 17100 em 2,0mbL
de meic pB. Usgndo—se.espalhador de vidro plaqueoufse‘ﬁﬂﬁbl de
suspensido original 2 de cada diluigo em p}acas de agér~LB e LB~
A, cuidado=zamente marcadaé. Incubou-se na estufa a 379C overnight
ﬁara Tazer a avaliagdo dos resultados ( théve—sg de 50\ a 100

colénias de transfarméntea na diluigdo 1/100),
11.g.2. Freparagidoc de DNA de plasmideos.

Iﬁaculmh—se 200 ou 400ml. de meio seletivo LE-A(pg 3I6)
com uma colénia de bactéria transformante. Incubou-se overnight a
z79C soh forte agitagHo (250rpm). Centrifugou-se em garrafa
plastica (5000rpm, 1Omin.). Removeu—se o sobrenadante décantando
a maior parte 2 utilizando—-se pipeta FPasteur para o restante.
Adicionou—se 4 né préapria garrafta, 4,0mk de boiling(pg 3I&6).
Ressuspendeu—se todo o precipitado cuidadosamente com ponta de
pipeta de i0Oml até desfazer—se teodos os grumos e transferiu-se
para tubo de centrifuga. Adicionou-se 0,.5ml de boiling, onde fodi
dissolvido 13mg de 1isozima e deixou-se reagir por 10min.
alternandoQge gelo e temperatura ambiente. Gdicionou-se 2,0mL de
EDTA 0,3M pH 8.0 &, a seqgquir, 2,0mL de boiling; Centrifugou-se a

17000rpm por 3I0min. Transferiu-se o sobrenadante para tubo corex
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{(volume do sabrenadante de aproximadamente 7,3ml) e precipitou-se
com 1,0 volume de isopropanal a temperaturarambiente e 0,2M de
NaCl final par 20min. Centrifugou—se a B800Orpm por 10min. e
descartou-se 0 sobrenadante. RESEQSpendeu~se em 2,0mL de ' TE e
aplicou-se 2m gradiénte de césio, Foram adicionados 8,0g de CsCl

j& gque s3o requeridms 1.,0g de CsCl para cada volume de TE.

1T.g.5. Verificag3o da eficiéncia da transformagio préviamente A

aplicagldo em gradiente de (CsCl.

Separou-se éprmﬁimadamente 1,0ml dos 400ml de cultura em
Eppendarf e extraiu-se o DNA s=sgqundo o procedimento _descrito
acima. Aplicou-se em minigel de agarose O,7%, utilizandb~se TBE -
nH 8,0 como tampiEo de cmfr;da. Aplicou-se as amostras de DNA (20

pl), previamente preparadas da seguinfe maneira. A cada 2,0 de
DNA  sio adicionados 15%4 de tampSoc TRE pH 8,0 e 53,0 1 de corante
azul de bromofenol. Utilizou—se &0V de voltagem constante na
fonte de eletroforese. Transferiu—se o gel para uma placa de
Faetri e cobriu-se com o tampdo de corriﬁa. Corou-se ocom
aproximadamente EQMA de brometo de etideo (53,0mg/mbl para corar o
gel). Apées Z0min. removeu-se a solugdo contendo brometo de etideo
cuidadosamente e lavou—se com tampSo de corrida para remover o
excesso de brometo de etideo e observou—-se o gel sob luz U.V.. O
resul tado fToi comparado com os padriies marcadores de peso
molecular (DNA de fago7\digerid§ com QIND I11, fornecendo seis

fragmentos visivels de pesos moleculares 283 103 7,43 2.2 e ZKb).
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I1.g.4. Centrifugag¥o com cloreto de cesio. -

Freparou—se uma solugi3o de brometo de etideo 20mg/ml  em
dgua deionizada. Adicionou-se ao.tubc j& contendo CsCl1 e  DNA
aproximadamente 0,4mL. Adicionou-se nujol cuidadosamente ate
encher o tubo e retirou-se todas asﬁbolhas, protegendo—o da luz.
Centrifugou—se por 24hf5 a 43000rpm. Removeu—se os tubos em sala
escura a iluminou-se com luz U.V.. Extraiu-se a handa
fluorescente {contendo o plasmideo} perpendicularmente ao  tubo
com agulha 30/8, diluindo-se o césio remanescente com TE em tubo
de centrifuga. Adicionou~se igual volume de Alcool iscamilico
deixando-se decantar apts breve agitagi®o. Removeu-se a fase
superior (orgénical). O brometo de etideo-fica na fTase orgénica e
a opesragXo foi  repetida até a solugdo aguosa ficar limpida.
Transferiu~se para  tubo corex e adicimnmu*se 2,9 volunes de
etanol abzocluto gelado. fgitou-se mantendo—-o no Treazer
overnight. Em seguida centrifugou-se a 8000rpm por 13min. e
ressuspendeu—ve no menor volume de TE. A medida da concentragdo

foi feita segundo o item Il.c.

Meig LE: A& 1,01 de &gua bidestilada foram adicionados 10g de

triptona, 5g de levedura e 10g de NaCl. O pH foi ajustado em 7,4.
Meio LE-A: Contém SQAg/mL de ampicilina.

Boiling: 8% sacarose, 0,35% triton X-100 em 30mM EDTA, 10mM Tris—

HC1 (pH 8,0).




11.r. Eletroforese de DNA de plasmideo em gel de agarose.

Esta técnica se baseia nés propriedades estruturais do DNA
de plasmidecsf 0 DNA de plasmidec nativo se encontra na forma
enavelada (I), passando para a forma circular aberta {11} ao
sofrer uma quebra de fita simples. Ao sofrer duas qguebras
proximas (até dez pares de base) ou uma guebra de fita dupla, o
plasmidec passa para a forma linear (II1}. (Esquema 4). Devido as
diferengas egtruturéis, estas trés formas apresentam mobilidades

diferentes qguande submetidas & eletroforese em gel de agarose.

Feta técnica & muito sensivel para a analise de alteragles

induridas no DNA, uma ver gque apenas umna quebra por plasmideo & o

suficiente para ser detectado.

_ 'Enoveladu
! Q}QQ
)

timular Aberte

ESGUEMA 4: Formas do DNA de plasmideo
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Numa prﬁJnéira fase irradiou-—se Z,QWg/mL derplasmideo pBR 322
com diferentes concentraglies de acido hidrocinamico (Q,55mM;
1,0mM; 2,0mPM e E,DmM) segundo o protocolo do item II.1. O volume
final foi de 1,GmL.‘Ds DNAs fofam precipitados com 3 volumes de
etanol absocluto overnight, numa-EDEQQSbAO,EM déwacetatolde}amﬁnio
final. Apos a preciptég&o os DNAs de plasmidec foram lavados 3
vezes com ehtanol 70%. N3o foram Qbservadas alteragdes no DNA
induridaszs pela precipitagio.

Incubou—sa E,D/Mg/ml de pBﬁ 322 com fenelzina Eﬁﬂmﬂ\ e 2,5
equivalentes de ferricianeto 5égundovdescrito no item IT.m.

0s DhAs precipitados foram ressuspensos em agua bidestilada
2 adicionou—se azul de bromofenol O,1%4. As amostrés faram
mantidas em - gelo até aplicagdc em gel de agarose 0,8%
(15%1%x0,8cm) , em tampdo TRE para uha eletroforese horizontal
carrida no mesne tampdo a 28V, a temperatura ambiente. Terminada
a eletroforese, o gel Tol corado com l,QMgme de brometo de
etideo por Z0min. e fotografado com transiluminagdo por iux U.V.,
atraves de um Tiltro laranja.

Muma segunda fase, submetsu—se 9,%Mg/mL de DNA de plasmideo
ao tratamento com acideo hidrocinamico O,35mM, a diferentes tempas
de irradiags&io (13; 30; 40 e 3J0min). Utilizou-se condigties
descritas no item II.1. Os DNAs foram precipitados e submetidos &
eletroforese como descrito anteriormente.

Numa terceira etapa irradimu~se'o DMNA de plasmideo (9,2

Ng/mL) com écido hidrc;inémicm 1.0mM wtilizando—-se vidro pirex

como filtro (7&rr}300nm) e comparou-se os resultados.
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As condigles empregadas nas reages estio descritas nas

figuras.
1I.5. Calculos Tebdricos.

0= ca&alculos tedricos foram efetuados pelo método MNDO
{Modified NMNeglect Differential Gvérlap). {Dewar e.Thiel, 1977,
1985%), com otimizaglco parcial da geometria e mantendo-se fixa a
planaridade dos aneis. Utilizou-se o método UHF (Unrestricted
Hartree-Fock) para as espécies radicalares. 0Os indices de
franteira foram caiculados ssegundo o método descrito por Fukudl
{1975%)., 0O pfograma utilizado foi o MOPAL (Melecular Pacgage), um -
programa semiemplirico para Gfbitais moleculares. (Stewart, izg3).

A confianga do método esta representada por um erro  médio
nos valores de entalpia, para composfoz, rontendo C, N, H, O de

3.8 kcal/mol. (Dewar e Thiel, 1983).
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I11.I1. Formacdo de radicais livres na fotoirradiag3o do acido

hidrocindmico e perdxido de dihidrocinamoila em anaerobiose.

Fara o objetivaos deste trabalho foi importante desenvalver
wn  método de geragéﬁ de radicais 2-feniletila sob condigBes em
Gque a foﬁnagﬁo de produtos secundarios fosse minimizada. Deste
modo a anaerobiose do sistema comporta-se coﬁp um fator
determinante na escolha do método, Jj& qu a geragio de radiéais
centrados no oxigénio ou @esmo o trapeamento dos radicais de
carbono gerados em nossos sistemas pelo O traria dificuldades ha
analise dos efeitos caﬁsadmﬁ ao Acide desoxirribonucléico.

& formagio de radicais livres durante a fotoirradiagio do
Acido  hidrocingmico  foi inﬁestigada utilizando-se o método do
captador de spin, uma ver gque este foi empregadc por  Metto e
colaboradores (1987): e Leite e Augugtm (1989} na xidagHo de
hidrarzinas monossubstituidas.,

Sob as condigles indicadas no espectro de EFR, na figura 12,
a irradiag3o do acido hidrocinimico, em presenga do captador de
spin, FOBN, demonstra a formagldo de um radical aduto estavel
(aN=15,82; aH=25748), apts 1lh de irradiago. Tais pardmetros
sugerem gue o0 radical captado & o radical 2Z-feniletila, por
comparagdo ©om —DS parametros do radical aduto detectado na
oxidag3o da fenelzina, tanto guimica quanto catalisada por
aoxihemoglobina (aleﬁ,BI; aH:2,7SG). {Leite & Augusto, 1989).
Devido certas limitagles do procedimento de irradiagio, outros
processos fotolificas que n3o s3o observados podem estar

ocorrendo.
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FIGURA 12: Espectro de EPR do radical aduto 2-feniletila-FPOEN
abtido apéts lh de irradiacpo do &cido hidrocin@mico
0,35mM, FOBN 100mM em tamplo cacodilato de sédio 20mM, -
pH 46,.8. Condigles do espectrometro de EPR: poténcia de
microonda, 20mW;: amplitude de madulagdo, 1,06;
constante de tempo, O,1s; velocidade de varredura,

O,267/s
Entretanto, os  resultados experimentais publicados por

Mittal =] colaboradores (1%73) demonstram gque o processo
fotolitico indicado no esquema 3 & mais efetivo, principalmente
quando comparado & ruptura da ligago PhCHg—CHgCGD;; Neste caso

um  rendimento quintico 2,73 veres maior foi calculado para a

fotoionizagdo do ion 3-fenilpropionato.

PhCH,CH,COO0™ PhCH,CH,e 4 e”aq -+ CO,

PH=6,6

s

ESQUEMA 5: Reaglio principal do ion 3—fenilpropionato

A Tormagdo de radicais Z~-feniletila na reaglo de oxidag3o da
fenelzina estda bem documentada por Leite e Augusto (198%9). Neste
caso, a verificagMo da geragdo do radical foi realizada na
presenca do captador dé spin tert—-nitroscbutanc (t~-NE). Este
captador de spin fornece informagdes adicionais sobre a estrutura
do radical captadD; uma vez que o radical adiciona-se diretamente

ao nitrogénio do captador, levando & fmrmagﬁo\de um radical aduto
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que apresenta os desdobramentos hiperfinos do radical é ser
identificado « |

Nio nos  fol  possivel fTazer o c&lculo Ado rendimento de
radicais geradas na fotqreagan, mas podemos estimar gque  fodl
obtido em peguenas quantidadeé. Todavia, para os objetivos do
trabalho e considerande os resultados obtidos em experimentos com
o aAcidao ciesoxirriboﬁucléico, a gquantidade de radicais
Z2-feniletila foi suficiente. A dificuldade em se estimar o
rendimento de radical aduto 2-feniletila~FOEN também se verifica
no csistema quimico de Qxidagﬁd da fenelzina por ferritianetb,
devido & influéncia db meio de reagdo no sinal de EFPR. Neste caso
o =inal de EFR obtido apés Z0min. de incubagdo n3do & estavel e a
intensidade aumenta gradativamente apds 2 h de aeragio. HMesmo
quando a reafi3o ndo & submetida & desasraglio, este efeito e
ohssrvado. (l.eite e fAugusto, 12891}, Pbdemms estimar que na reagdo
da fenelzina 5HSmM com 2,5 squivalentes de ferricianeto fToram
produridos aprosimadamente 1:15mM de radical aduta 2-feniletila
em anasrobio=e. (Leite e Augusto, 1989).

A confirmagido de gque o radical de carbono gerade em nosso
sistema fotoguimico &€ o0 radical Z-feniletila foi obtida seguindo-
se paralelamente & formaglo de radicais livries a partir da
irradiagido do peroxido de dihidrocinamoila. A formag3o do radical
2~feniletila neste sistema fol primeiro demonstrada por Krusic e
Kochi em 1269.

N&s obtivemos, apds 10min. ae irrédiagao de uma solugido de
peroxido de dihidrocinamoila &,0mM contendo FOEBN, 15,72/LM de

radical aduto (aN=15,88; aH=2,758). (Figura 13).
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A fohﬁlise de perdﬁidos de diacila, perésteres e compostos
correlatos, como démonstrado por kKrusic e Kochi (1969), constitui
um método conveniente de geragdo de radicais algquila especificos
2m s0lUugHEO o onde procedimentos ‘alternativms dependentés‘ da
abstragido de hidrogéniec de hidrocarbonetos .parenteé n3o sdo

aplicaveis.

FIGURA 13%: Espectro de EFR do radical aduto 2~feniletila—POEN
obtido apéds 10min de irradiac¥o do peréxido de
dihidrocinamoila &6,0mM, FOEN 100mM. Condigbes do
espectrdmetro de EFR: pot#ncia de microonda, 20mid 3
amplitude de modulag¥o, 1,063 constante de tempo,
0353 velocidade de varredura, 0,26/s

ITI1.1I. Estudos com o DNA,.

II1.11.1. Reagdo com formaldeido.

A fim de investigar os efeitos no DNA submetido ao radical
2-feniletila, nds utilizamos um método quimico envolvendo a
reagdo com farmaldeido.

Segundo Lewin(1966), os A&tomos de hidrogénio dos grupos

amino  (—NH2} que n3do sdo requeridos para formar a ligag3o de
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Watson—Crick (poﬁtes de hidrogénio) entre os pares de bases, sdo
caparzes de reagir com formaldeido para formar metilol, de acordo

com o esguema b.

- ' ' N e eat _
)>C=o.--H-—N-—)+HCH02‘—">—— )/C'“Q"H"‘h‘l )
v o o H-C-H

. . _ _ !

OH

I

ESQUEMA 4: Reag3o de DNA com formaldeido

Fara que a reaééa s processe & necessario que os  grupos
reagentes do DNA seiam previamente expostos ou deslacadqs,v para -
ague o contato deles com o formaldeldo seja facilitado.

Azsim, quanto mais expostos ou deslocados os grupos
reagentes mais facilitado sera o contéto com o formaldeido 2 mais
rapida a reagdo ird s processar.

Obhservando-se as figuras 14, 15 e 1&4(resultado de trés
medidas experimentais) notamos que os DNAs guando submetidos aog
radical 2-feniletila gerado em nossos sistemas, reagiram mais
rapidamente com formaldeido em relag3o acs DNAs n3o  tratados
desta maneira. Durante a primeira hora, em particular, os DNAs
tratados com o radical 2Z-feniletila reagem com Tformaldeldo
rapidamente, resultando em um aumento pronunciade do coeficiente
de exting3o a 260nm.

Rezsultado semelhante foi Dbfido Do Scothorst e
colaboradores (19283), en que o DA submetido aco produto da

fotodegradacXo de clorpromazina pelo 0> apresentou uma velocidade
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Variagio da absorb&#ncia do DNA a 260 nm, apos
incubagdo com formaldeido 3I0% a &0PC em um meio
constituideo pela mistura de citrato de sodico 10mM e
cloreto de sdéddio 30mM, pH B8,3:

GhNA nativenrQ

DNA pré—irradiado por 1h, pH 6,8 (2é5<qirr{375nm)émﬁ

DNA pré—-irradiado por 1h com Acido hidrocindmico

O ,55mM, pH 6,8 (26542, <375nm) 0-0 :
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FIGURA 15: Variag3Ho da ahosorbiancia do DNA a 260 nm, apths
incubago com formaldeido 30%4 a &OVC em um meio
constituido pela mistura de citrato de sadio 10mM e
cloreto de sédio ZI0mM, pH 8,3:

{a) DNA nativeo OO0 )

(b) DNA pré-irradiado por 2h, pH 6.8 (265{Qirr{375nm)ﬂrb

(c) DNA pré—-irradiado por 2h com Aacido hidrocind&mico
0,55mM, pH 6.8 (263<A;,<375nm) 0-0
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FIGURA 1&: Variagdo da absorb&ncia do DNA a 260 nm, apbs

incubagio com formaldeido 304 a &09C em um meio
constituido pela mistura de citrato de sédio 10mM e
cloreto de sédio Z0mM, pH 8,3:

(a) DNA native OO0

(b) DNA pré-incubado com fenelzina 0,35mM e 2,5

equivalentes de ferricianeto a Z7YC por Z0min, pH 8,00-0
Os reagentes incubados com o DNA separadamente tiveram
efeito tal qual o DNA nativo
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de hidrolise maior, com formaldeido, em relagdo ao n¥c tratado.
Embora se saiba que trés das bases que constifuem o DNA possuam O
grupa —NH- (g;uaniha, adenina e citaosina), o metodo ndo pspecifica
gqual delas, ou, se todas elas, estioc sofrendo maior ou ‘ménmr
interagi3o. Mesmo assim isto sugére gue os efeitos causados no DNA
pela agdo do radical 2-feniletila fém uma infldéncié Adisruptiva
da integridade local da.estrutura do DNA, proporciconando um maior
contato entre os grupos amino das bases e o formaldeldo.

Mas figuras 1% e 1& observamos uma denaturag3o do DNA menos
pronunciada gquando  tratadaos, em relagido ao DNA nativo. Assim
nossos experimentos démonstram; a principio, gque lesdes primarias
na DMA, onde a variag3io da gquantidade de regifies denaturadas
’indicam a disponibilidade dos grupos. amino a rea@%o com
formaldelido, levam a variagdes na velocidade de hidrédlise. De
fato, nossos experimentos revelam que‘com 2h de irradiag3o o dano
causada ao DNA pela luz U.V. & mais severo que com 1lh de
irradiagdo, e pademos concluir que, =0ob circunstidncias
anaerobicas, o aumento do dane ao DNA n3o & causado por geragio
de uma espécie ativa vde oxigénio, visto gque no sistema
representada  na figura 16 n3o ha participagiio de tais especiaes.

{Leite & Augusta, 1989).

ITI.I1.2. Complexagdo e fluorescéncia do complexo  DNA—

térbio(Ill).

Informagdes fundamentais relacionadas as caracteristicas

gerais da conformag3o de biomoléculas podem ser obtidas, em
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particular, por técnicas de cristaleografia de raio~x,
espectroscopia RMN e outros métodos-fisicos; coma por exempla,'
dicroismo circglar.

Entretanto, gstas técnicas‘ apresentam um nGmero  de
limitaglies, Jja guea téis metodos ndo fornecem informaglo sobre uma
pequena regiaoida biopolimero, cujas propriedades estruturais s3o
diferentes daquelas do.regto da macromalécula. (Ringer et. al.,
1280) .

Recentes avangos na tecnologia do DMA recombinante levou A
possibilidade de utiliraglio de hibridag3o de a&cidos ﬁﬁcléicbs
coma uwm método em lafga escala, n3o apenas em bioclogia molecular
mas também em diagndésticos clinicas {(Topal e Fresco, 1980); nEo
ocbstante menhum destes procaedimentos competém com
radiomarcadores em termos de simplicidade e sensibilidade.

Em comparagdo a dois outros métodos de detecgln @ de
alteragles no  DNA, térbio(llIl) oferece algumas vantagens.
Relativo & sonda especifica de regifles de fita simples 8y
nuclease o ion TB(IIIl} n3o requer incubaglo e subsequente
fracionamente da amostra, sendo tecnicamente mais simples e
rapido, requereﬁdo menos amostra de DNA, além de n3o consumi-—lia
durante a andalise. Em comparag3o com brometo de etideo, uma sonda
bem estudada para regilies de dupla—-fita do DNA, Tbh(Ill) possue a
vantagem de ser um quelante principalmente de regibdtes de fita-—
simples. DNAs, cujas formaglies de fita-simples s3o pequenas, s3ao
mais prontamente avaliados com aumento de fluorescéncia do
Th(III) do que diminuigido de flucorescéncia do ﬁrometo de etideao.

Uma diferenga de 3 veres em sensibilidade faz com que Th(III)
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seja aplicach: em amostras para identificar regilles de %ita~
simples n3o detectéaveis por brometo de etideé. (Topal e Fresco,
1980} .

Exste lantanideo trivalenteb exibe um baixo nivel = de
fluorescéncia intrinseca em solugl3o agquosa gque ¢ grandemente
aumentada quando quelado a 1igante5'b;génicoéré§is cComo 05 aneis
arométicos- cdas bases dés Acidos nuﬁléicos, farmandolcohplexos de
transferéncia de energia. Particularmente‘o residuoc  guanosina
induz forte aumento e verificou-se, recentemente,bque a sonda de
Tb(III) fluorescente foi aplicada, com suceéso, na anaiise de
bases aquanina presentes em regilies de dupla-fita distorcidas do
DNA; onde apenas o empilhamento vertical dos pares de bases foi
alterado. {(Balcarova & Brabec, 198%9).

Nossa ateng3o durantg este trabalho foi dirigida A interagaon
do ién Th(IIIl) com Acidos nucléicos, preferencialmente com . o
residuc guanosina do DMA.

Trabalhos como os de Ringer e colabmradareé(lqeﬁ, 1785),
Tapal e Fresco (1980), dentre outros, concordam qﬁe-a guénina e a
base diretamente envolvida. Em wum trabalho de Rudman =]
colaboradores (i?BS) sobre a natureza da emissdo dos complexos
DNA-TR{III) eles admitem que a geometria do complexxo & muito
importante na transferé&ncia de energia das bases para este lon.

Com base em trabalhos gue relatam a propriedade do residuo
guanosina do DNA complexado ao ion térbio para sondar alteraglies
na estrutura duplex do DNA, resolvemos investigar o comportamento
da emissilio dos complexos DNA-Tb(III) gquando o DNA foi previamente

tratado nos sistemas fotodindmicos, bem como no sistema guimico
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de metabolizagio da fenelzina. .

Dado os inumeros trabalhos (Saffhill et.\al., 19853 Castro,
1984; Duker et. al., 1985; Leite e Augusto, 1989) que concordam
em que‘guaanﬂa e adenina =30 as bases preferencialmente atacadas
por  agentes alguilantes, nosso‘interesse foi o de verificar se o
radical 2Z2-feniletila, gerado em nossos sistemas, interagia de
fato com os iesiduos guénosina de DNA.

As figwuras 17-20 ilustram os resultados de fluorescéncia
dos complexos DMA-Th{IIl) em que o Acido nucleico foi previamente
submetido aos  seguintes sistemas geradores de \radical‘
Z-feniletilaz: |
—&cido hidrocindmico irradiado em anaercbiose por 1lh a pH &,8 -
(265X pp 37 50m) 3
~mesmnas condigles anteriores, exceto irradiagdo por Ehj
~fotossensibilizagic por NaMOz a pH 3;0 (9ﬁrr}300nm) =]

—fenelzina 2,0mM catalisada por 2,9 eguivalentes de ferricianeto
a pH 8,0 por 3I0min. a 37°C, em anaerobiose.

Como poademos verificar pelos resultados, a fluoreaﬁéncia do
conplexo aumenta quando o DMA e tratado com o radical
2~feniletila. Lembrando as edperiéncias de Ringer e colaboradores
(1980, 1983) e Justo e colaboradores (1990) acreditamos que este
efeito deva contribﬁir para o aumento de residuos guancosina
livres que estio disponiveis para complexagido com Tb(III).

0 aumento da emissico se da, provavelmente, devido ao
aparecimentc de regilies de fita—éimpleé no DNA (Leite e Augusto,
1989), embora ni3o possamos descartar a hipdotese de formag3do de

sitios A&Alcali-labeis que devem alterar a estrutura sescundiria do
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FIGURA 17: Intensidade rslativa de fluorescéncia de Tb (111) em
tampin cacodilato de sédio 20mM e 10mM em KC1, pH &6,0---- 3
(a) na presenga de DMA nativo ----
{(b) na presenga de DMA pré-irradiado por 1h, pH 6,8
(2H5CA] ppaB750m) ——
(c) na presenga de DNA pré-irradiado por 1h com &cido
hidrocinamico 0,553mM, pH 6,8 (2684 -<375nm) —0—0—
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FIGURA 18: Intensidade relativa de fluorescéncia de Tb (III) em
tampo cacodilato de sadic 20mM e 10mM em KC1, pH G0 om0k
(a) na presenga de DMA nativo ----
(b) na presenga de DNA pré—irradiado por 2Zh, pH 4,8
(26522 b e3750m)
(c) na presenga de DNA pré—irradiado por Zh com &acido
hidrocinamico 0,35mM, pH &,8 (265<%irr{375nm)—4y«r—
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FIGURA 19: Intensidade relativa de fluoresceéncia de Tbh (III) em
tamp¥e cacodilato de sadio 20 oM e 10mM em KC1, pH 6,0+---32
(a) na presenga de DNA nativo «-~-- :
(b) na presenga de DNA pré-irradiado por 1ih, pH 3,0
(Aiprr300nm)
(c) na presenga de DNA pré—-irradiado por 1h com NaNQO-
O 6mM, PH 3,0 (A - 3300nm) —ex—
(d) na presenga de DNA pre—irradiado por 1h com acido
hidrocinamico 0,6mM fotossensibilizado por NaNO-> O, &mM,
pH 3,0 (A4, ,->300nm) ~o—o—
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FIGURA 20: Intensidade relativa de fluorescéncia de Th (III) emn
tamp3o cacodilato de sadio 20mM e 10mM em KCl, pH &,0-:--

{(a) na presenga de DMA nativo ———-—
(b) na presenga de DNA pré-incubado com fenelzina 2,0mM e
2,9 equivalentes de ferricianeto a z7°C por “Umln.

pH 8,0 00—

Nenhum dos reagentes isolados exerceram efeito sobre o DNA
controle




"

S7

DNA com destruigdc de pontes de hidrogénic e a formagio de
regiﬁes de fita-simples, sendo consistente com as observagbes de
Ringer e colaboradaores (1983), Topal e Fresco (1980), Leite e

Augusto (1989) e Justo e colaboradores {(1990).
I11.I1.3 Complexagi3io e fluorescéncia do complexo DNA-DAPI.

DAFI (Figura 21) & uma molécula que apresenta um grénde
aumento no rendimento quéntiem de Tluorescéncia como resultado da
interagdo com moléculas tais como os écidcsAnucléicms. (Hanzihi
at. al., 1283). Este anentD e ainda acentuado em regilies ricas
em pares A-T, para DMAs de fita-dupla. (Kapuscinski e Skocvlas,

19773 .

NH,
0 4
\
H

NH,

FIGURA 21: Estrutura da molécula de DAFI

530 estas propriedades qgue fazem com gque DAFI seja atil ~em
investigagles citoguimicas, como um marcador em eletroforese de
DNA e 2m estudos de interagdo entre DMA e proteinas. (Brunk e
James, 1988).

Estudos de dicroismo circular mostraram que DAFI se liga ao
DNA em dois sitios espectroscopicamente distintos. Especulagbes
acerca da estrutura do complexo DNA-DAFI foram feitas com base em
comparaglies com OQtFDS agentes intercalantes. (Manzini et. al.,

1983; Kubista et. al., 1987).
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Kubista e colaboradores (1987) repetiram. as medidas de
dicroismo circular de Manzini e colaboradaores (1983) e puderém
confirmar a existeéncia de dois sitios, com razdes de ligag3o
intermedidrias, nos  sulcos menar.e maior do DNA. DAFI ‘férma
ligagbes hicfrogéﬁio com as bases do DNA e com uma atragao'
eletrostatica entre o©s grupos amidinardo DAPI e oz fosfatos dc
DNA., Entretanto, informaglies estruturais das medidas
espectroscopicas s3o limitadas devido a estrutura 'eletrﬂhica
desconhecida da molécula de DQFI e.mais trabalho nesta &rea é
necessario para‘uma ;Gmpreensgnlcmmpleta da interag3o entre DA#I
2 DNA.

Estudos relacionados & natureza do dano causado aoc DNA pelo
radical Z-feniletila foram feitos, ja& que o método ﬁa%ece ser
mais sensivel do que outrmé previamente publicados, além de DAFI
exibir uma preferéncia pbr continuos ﬁares de base A-T.

Fara awvaliar a aplicabilidade deste método aoc  DNA pos—
tratadeo, decidiu-se primeiramente investigar o efeito qqandu DNA
foi tratado em um sistema gerador de 162. Trabalhos realizados em
nassé laboratdrio demonstraram que a degradagdo enzimatica de
malonaldeido leva a uma diminuiglo dos residucs guanosina, ja gus=
a bhase guanina reage com tais espécies singlete. Meste casg, os
conplexos de DNA-DAPI apresentaram um aumento de fluorescéncia
superiar duas vezes ao aumento observado para o DNA nativo.- (30
para o DNA tratado com malnnaldeidp ¥ 18 para o DNA nativo).

Do mesmo modo uma intensificagdo da fluorescéncia, quando o
DNA foi submetido ao ataque do radical 2-feniletila, foi

observada. A solugio de DAPI n2o mostrou significante
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fluoresceéncia nestas condigles experimentais. (Tabela 1).

Qs regLiltados apresentados agui, os quais =¥a) cansisténtes
cam agqueles observadas para o tratamento com malonaldeldo,
indicam que  a ogidag&o_ quimica‘ da fenelzina e a reaglo
fotogquimica miméticé procedem através de uma alteragdo na dupla

héelice gue favorece a complexagdo com DAFI.

TAEELA 1: % de Fluorescéncia Relativa do Complexo DNA-DAFI

DNA ' ' % Fluorescéncia
nativo . 21
pré—irradiado por 1h, pH 4,8 (Eéﬁiﬁirr5375nm) 26
pré—-irradiado por 1h com Acido hidrocinamico :
2,25mM, pH & .8 (26544 -<3750m) 31
pre-incubado . pH 8,0, com fenelzina 3,0mM e 2,9
equivalentes de ferricianeto a 37YC por 30min 24

5 contreoles para os sistemas de reaglo com fenelzina apresenta-—
ram %L de fluoresceéncia relativa proximos ao indicado para o DNA
nativo.

I11.11.4. Interagiec do radical 2-feniletila com DNA de plasmideao.

As alteragles induzidas no DNA de plasmideo foram analisadas
por eletroforese em gel deAagarose. sta técnica se bhaseia nas
propriedades conformacionais do DNA de plasmideo. 0 plasmideo
nativo se encontira na Torma enavélada éI); ao sofrer uma guebra
de fita simples, este passa para a forma circular aberta (II); e

ocorrendo dwuas quebras proximas ol uma guebra de fita dupla o
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plasmideo passa para & fTorma linear (IT1). (Esguema 4).

Apesar de terem basicamente o mesmo pesé molecular, devido
as suas djxfefengas estruturais, estas trés »formas apresentam
mobilidades diferentes.quanda submetidas & eletrofofese em gel de
agarose. Esta e Qma técnica muito sénsivel para anallise de
alteraglies induzidas em DMA, uma vez que apenas uma guebra por
plasmideon, isto &, em 4@@0 pares de hase, =s=eria o 5inciente Rara
ser detectédcn

Fenelzina incubada com Dxihemoglobina‘au ferricianeto indusz
quehras de fita no DNA de plasmideo pRR 322 enbvelado,
convertendo—o a forma circular aberta. (Augusto ef. al., 1984).
Ista foi previamente determinado por Augusto e colaboradores
(1984) sugerindc que o radical de carbono metabolicamente gerado
& capar de escapar do sitio ativo e induzir quebra - de fita no
DA | |

Nossas exparimentos foram conduzidos com  intenglo de,
inicialmente, obter as melhores condigles de tratamento levando-
se aos melhores resultados na e;etrgfureaa.

Com isso verificou-se que com 1h de irradiaglo, uwtilizando-—
se filtro (2&5{?&rri375nm) e anasrobiose a extensiio de guebras de
fita no DNA de plasmideo pER 322 aumentou com o aumento da
concentragdo de acido hidrocina&mico. (Figura 22).

Nestas condigles a irradiaglo do plasmideo na auséncia do
Acido hidrocinimico induziu uma peguena guantidade de quebras no
DNA  (Figura 22, linha <), provavelmente devido o efeito da lusz

U.V. sobre o DHNA.
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abcde f 9 h

FIGURA 22: Efeito da concentragio de acido hidrocinamico na

irradiagio por 1lh de plasmideo pBR 322
(RABLA] =37 3nm) 2

(a) fago

{(h) pRR 222 nativo

A mistura de reaglo contendo E,C%@/ml de pER 3ZZ en tampo

cacodilato de sédio 100mP, pH &,8 foi irradiada com:

{(c) nenhuma adig3o

(d) Acido hidrocinamico 1,0mM

{e) Acido hidrocin@mico 2,0mM

(f) &cido hidrocin&mico 3,0mM

(g) pBR 322 incubado com fenelzina 2,0mM e 2,5 equivalentes
de ferricianeto a =70¢ par EQmuQ pH 8,0

(h) pBR 322 incubado com fenelzina 3,0mM e 2,3 equivalentes

de ferricianeto a Z79C por 3Iomin, pH 8,0
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FIGURA 23: Efeito do tempo de irradiagém;(zéséﬂirr{375nm) na

presenga de Acido hidrocin&mico sobre plasmideo
pRR 322:

{a) Tago

{(b) pBER 322 nativo

A mistura de reagdo contendo 7.2Mg/ml de pER 322 e O, B5mH

de acido hidrocin#&mico em tamp3o cacodilato 100mM, pH 6,8

foi irradiada com os seguintes tempos:

(c) 15min

(d) ZOmin

{e) 40min

(f) BOmin
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Expérhnentos controle mostraram gque o DNA de plaémideo ﬁao &
alterado quando €& incubadeo com a mistura de réagéo pré—incubada e
apds a precipiéagao com etanol.

Uma avaliagEDA do tempo dé réagao mostrou uma correlag¥o
clara com a formagao‘de guebras induzidas no DMAL (Figura Z23).

Mesmo © plasmideo apresentando Qmavfraéaé de faorma circular
aberta guando irradiéda na auséncia do 5ub5tratné pudemos

observar uma diminuig3o significativa de DNA enovelado nas

2|

1) .

4

condiglbes do tratamento. tFiguras 22 e 2

Fara =e estabelecer mais claramente D‘papel da 1ﬁz u.v.
sobre o DRNA, o rendimento do radical 2Z-feniletila, usando-se
filtro pirex na irradiagio (%irr}EOOnm), foi estudado. {(Dados ni3do
mostrados). Fete experimento teve pouco efeito na _indug%o de
quebras no DMNA, devido a diminuig3o na velocidade de formagdo do
radicél. Isto era esperado j& gque o comprimento de onda maximo de
absorg3c do Aacido hidrocinamico se encontra em Z58nm. (Sadtler,
1960) .

Os resultados obtidos demonstrando a conversdio paf:ial do
plasmidec enovelado para a forma circular aberta & mais uma
indicagdo da capecidade do radical de carbono em induzir quebfas

de fita simples em DNA.
111.11.5. C&lculos tedricos efetuados pelo método MNDO.

A habilidade de radicais livres centrados no carbono em

alguilar DNA vem sendo discutida extensivamente a muitos anos.
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Agentes alquiianteé s¥Ho capazes de reagir com muitos gitios
do bDNA, em particular, nos dtomos N-7 e C~87d0 anel das bases
purinicas. (Duker et. al., 198%; Leite e Augustﬁ, 1?89; Maeda et.
al., 1974: Zady e Wong, 1977). |

Em  um trabalhb.de Duker e colaboradores (198%),  estudos
foram feitos para confirmar gquais bases do DNA estavam envolvidas
na fotoalguilagio ﬁeio izopropanol. . Muitos outrcsk- auntores
consideraram, tteis modelos para ilustrér gste ponto.'(Haedaiet.
al., 19274; MNakayama et. al.,l1984; Diaz Gomez e Castro, 1981).

A possivel relevéncia do radical 2~feniletila ﬁrmmovér
alguilagdo no  DNA foi previamente discutida por  experimentos
utilizando-se fenelzina tritiada e fosforo 32 como marcadores de
fragmentos de DNA (Leite e Aggusto, 19893 .

Com base em cdlculos tedricos efetuados com D»métmdé MNDO,
pudemos  Ccomprovar que g residuos guanina e adenina s3o  ambos
preferencialmente atacados. 0s resultados haseados nos indices de
reatividade (Tabelas 2 e I} sugerem gue a posngQFS destas bhases
& pirrivilegiada, cmndizendo com os resultados dezc;itos na
literatura nor Duker e colaboradores (1983), Maeda 2
colaboradores  (1974), e Simic (i988) para alguilag¥o de DNA. De
fato, a posigido 8B &, dentre as posiglies 2,4 e 8 aquela gue
apresenta maior densidade de carga, devendo ser preferencialmente
atacada por eletrdfilos.

A Tabela 4 ilustra os célculos de entalpia de reag3o ( DHD)

para os seguintes tipos de reaglo a serem considerados:
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a) Feag3o radicalar ou reagic de acoplamento, onde ambas as

espécies envo lvidas (base e substrato) estido na forma radicalar.

EFe + Be —————- produto

b) Reaglo de substituiglo eletrofilica aromatica, onde apenas o
subhstrato estada na forma radicalar. Este mecanismo foi proposto
para substituiigHo da cafeina pelo radical metila por Zady e Wong

(1277) .
EF. + B- ~~~~~~ produto + H

c) FReagio de substituigdo onde ambas as espécies estdo na forma

newktra.

EF + B ——mm produto

TARELA Z2: Indices de Reatividade para Buanina

posigHo {u.e.) fr(E) fr (M) fr(R)
1 -0, 4O02 0, 0292 0, 1330 0,0811
2 043996 0, 1053 0,6784 G, 3708
= ~0, Z301 Q,29467 0,0439 0,1713
4 0,14618 0,2844 0,4621 0,3584
5 -0 ,2271 a,5588 0,25870 0,5079
& O, 4657 00,0108 00,0091 00,0089
7 -0, 1436 00,0922 O,0006 Q,0464
a 0, 0435 0, 4002 0,1149 00,2576
? ~0, 233 00,0036 0,0179 0,0916
N—-2 -0 FAHES Q1172 . 0L.1118 00,1144
a-& -0, 3192 0,1337 Q,0076 Q,0704
M= 5,64689 DD

&
B, 3622 eV
11,4482 FKcal/mol



b6

TARELA 3

: Indices de Reatividade para Adenina
posigido Qiu.e.) fr(E) fr (N) fr(R)
1 -0 IBOA QO,0897 0,003 ,0314
2 0.1974 0,1418 0,533 0,3376
3 ~ , Z051 (,25395 Q, 1737 0,2173
4 ,1582 0, 1329 00,0518 Q0924
5 ~0, 2147 044667 0,1952 0, 3309
& 0,346 0,1201 0,4525 0,2864 -
7 -, 1863 0,1370 00,0660 D,1013
.8 0, 0873 0,3087 0 R289 O,3173
7 ~0, 2559 0,0265 0,0991 0,0628
N—& ~0 3262 0, 3471 00,0972 0,222

p= 2,0340 Db
Tpo= 8,8546 eV

AHi= 54,5639 Kcal/mol

TABELA 4: Entalpias de Reagdo {AHO) (kcal/mol)

reagdo radicalar subst. slet. arom. subst.
G-+EF. (8] -2, 0773 28,0150 32,6817
G- +EF- (7) -7 ,8749 2.,6873 18,3240
A-FEF (8) ~P3  &EB00 27,3971 I,033
AHEF (7)) -41,0479 45,1308 20,7673
Co+EF {T) —105,0017 33,8140 7.4527
Ce+EF. (1) -72,8802 31,6481 7,2848
C.+EF. (3) 294094 52,411% 28,0480
T +EF (1) ~-3%,56158 47 ,QEZ4 22,6701
T +EF: (4} -81,9994 32,7925 11,4292

Os numeros entre parénteses representam as posigies nos aneis das
hbases. '
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a célculc:das entalﬁias de formagio dos produtos e das bases
e subhstratos radicalares e neutrbs est¥o indicados nd apéndice 1.

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstraram haver
uma preferéncia por uma reagio de acoplamento em relagio a Feé;&o
de substituigdo pletrofilica aromiatica, embora tal processzo n3o
possa sSer excluido mediante as observagies wperimentais
descritas na literatura.{(Steenken, 198%9). 0Os valores de AHC para
tais reaglies s3o positivos comparados aos vaiaresl negativos
obtidos para a reagdo radicalar.

Mo caso a termodinémica geral para a reaglo de Subﬁiituigﬁn
eletrofilica aromatica implica em se considerarem as reagles de
terminagdo do processo, mas a etapa endotérmica principal
inviabiliza o processo geral.

AC  Ccompararmos o afaque nas posigles 7 e 8 para‘guanina e
adenina podemos propor ﬁue o atague ée dé&, prefersncialmente, na
posigloc B da porgdio imidazélica dos anéis purinicos. (Tabela 4).
fnalizando—-se cuidadosamente a tabela 4, verifica-se que oS5
calculos tedricos indicam a base citesina como preferencial ao
ataque radicalar, apresentando um valor de ~105,0017 Fcal/mol
para o HO, Entretanto, devemos considerar cllculos tedricos sio
limitados em considerar as establlidades das bases. No caso, a
citosina deve ser pouca estavel em sua forma radicalar,
restabelecendeo facilmente a forma neutra. Com base nps valores
para as entalpias de Tformagdo dos produtos (tabela 10) e
entalpias de formagdo das bases (tabelé ?) a alguilagdo deveria
Dcorref preferencialmente na timidina. Novamente, tal como a base

citosina, a timidina deve ser altamente reativa na sua forma
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radicélar podendo 1evaf a formagio de dimeros ﬁar exemplo. Tal
Hipétese & confirmada no trabalho de Nakayama e colaboradores
f1984), onde apenas a base guanina radicalar & estavel para =11
detectada airetamente por EFR. As varias limitagdes dos métﬁdos

tedricos devem ser consideradas  também para se analisar os

valores dass indices de reatividade, j& que as reagties
experimentais envolvem uma molécula de DNA altamente complexa,

com estrutura din&mica, com pontes de hidrogénio é liga¢ﬁ35
M—-glicosidicas ¢ fosfodidsteres.

Estando as bases desaoxirribonuclectidicas ligadas ao anél
ribose através da posigido 9 da porgdo imidézélica, decidiu~se
verificar o comportamento da entalpia de reaglo para as vreag&es
de acoplamento de guanina & adenina, impedidas estericamente em
tal POSigHO, caom o radical 2-feniletila.- Os resultados
apresentados na Tabela 35 demonstram gue nestas condigdes de

reagio a posigio 8 de ambas as bases &y, de fato,

preferencialmente atacada pelo radical.

TARELA 5: Entalpias de Reaglo (M0 {Kcal/mol) para as bases
guanina e adenina substituidas na posigi3o 9 por metila

reag o _AHJ para a reagdo radicalar
MG +EF (8) ~8&68,2712
MG +EF (7)) —44, 7024
MA. +EF (8) -1 ,0207
MA- +EF. (7)) 50,4580

Os numeros entre parénteses representam as posigles nos andis das
bases.

ITI.I1.6. Estudos por cromatografia liquida de alta press3o.
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MNa inteng3o de isclar e caracterizar os produtos da reaglo

DNA com o radical Z2-feniletila; decidiu-se utilizar um método

de separagdo que fosse direto e simples. Dadas as condigies

cperimentais de trabalho, optou-se pela hidrédlise completa do

DNA obtendo—se as bases gque puderam ser facilmente separadas

cromatograticamente utilizando-se acetonitrila 8% em &gua como

eluente (1, 0ml/min) e uma coluna de fase reversa C—-18.

Nioc foram detectados produtos para a reaglo utilizando-se

detector U.V. embora este resultado nio seja conclusivo guanto a

formagdo de tais adutos, wvisto gque as concentragles s3o,.

provavelmente, inferiores ao limite de detecgdo do aparelho. Um

detector elestroquinmico seria talvez mais conveniente, permitindo

=

caracterizagio dos produtos finais de interagio da fenelzina

caom o DNA.

Entretanto pudemos estabelecer relagles entre a guanina e a

adenina {(razdo G6/A) nos sistemas de reaglio para a Tenelzsina e

Acide hidrocinamiceo, averiguando-se alteraglies na composicio das

bhases. {Tabela &).

DNA G/A
nativo Q0,746
pré—irradiado por 1h, pH 6,8 (2654 ,p-<375nm) 0,78
pré—-irradiado por 1h com acido hidrocin&mico

0,55mM, pH 6,8 (263<A -<37%nm) : 0,465

pré—incubado com fenelzina 2,0mM e 2,5 equiva-
lentes de ferricianeto a 37YC por Z0min, pH 8,0 0,56
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Observou—se que com os tratamentos a razao diminuiu, uma ves
demonstrado que a guanina & a base preferencialmente atacada.
(Leite e Augusto, 1989). Resultadp por nos confirmado.

0 valor inferior detectado para o sistema de Dxidag§n‘ cda
fenelzina inmcorre da maior concentrag3o de radical ‘gerado na
metabolizagdo da diroga por fer%icianetm. Estes resul tadas

confirmam & hipdtese de atague & base guanina verificada atraveés

de calculeos tedricos mostrados na seg3o anterior.




CAFITULDO IV

DISCUSSARO
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0 agente antidepressivo, fenelzinpa, quando administrado em
ratos & extensivamente metabolizado ja que ménos gque B4 da droga
inalterada e .excretada num perliodo de 8 horas. (Caddy et. al.,
1978). Uma serie dg sistemas enzimaticos estdo envolvidos no sen
metabolismo oxidativn. Guando o composto & incubado com
monoaminooxidase, a fenelzina & metabolizada e convertida para a
hidrazaona. (Tripton e Sﬁires, 1972). |

"In vitra" o composto foi também metabolizado guando
incubade com a fragdo citosdlica de flgado de rato e Tfigado
humana. (Tilstone et. al., 1979).

Ortiz de Montellano e Watanabe (1987) demonétraram que a
oxidag¥o microssomal da fenelzina gerava o radical 2-feniletila
comn” intermedidrio na formaéao de etilbenzeno. Este fadical foi -
isclado e caracterizado por espectrometria de massa. (Ortiz de
Montellano & Kerr, 1783). |

Leite e Augusto (198%) sugeriram gue oxihemoglobina promove
a oxidaz¥o da fenelzina, bem como a reag3o mimética catalisada
por ferricianeto, através do radical Z2-feniletila. "In vivo” foi
descrita a captagio de um radical derivado da hemoglobina em
ratos injestados &Om fenilidrazina ou fenelzina (Mason, 1784).

Recentemente foi sugerido gue mieloperoxidase de
neutrofilos, induzem formag3o de radical 2-feniletila podendo ter
um papel importante na correlagdo entre sitios inflamatérios
cronicos e a indugdEo de certos tumefes. (Leite, 1921).

Assim & conversiio metabdlica de derivados de hidrazina a
radicais centrados no carbono pode ser | catalisada por

hemoproteinas, citocromo Fasas horseradish peroxidase,
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hemoglobina e prostaglandina sintetase entre outros.
Nossos estudos decorrem da import@ncia em se estabelecer o
~y

mecanismo de participagio do radical Z2-feniletila na indugdo de

alteraglies mno DNA levando a indugdo de tumores. Nos sistemas

~

estudados, consistentemente obtivemos o radical 2-feniletila.

Os experimentos de ressondncia paramagnéti;a eletrdnica
demonstram que a fotdlise do acido hidrocinamico leva a formagdo
do radical 2-feniletila. 0O espectro de EPR do radical aduto
obtido quando a reaglo & realizada na presenga do captador de
épin, FOBN , (Figura 1?), apresanta parémetros esﬁectrais
idénticos ao radical aduto Z—-feniletila-FOEBN, obtido previamente
na oxidagHo ﬂa fenelzina catalisada por ferricianeto e
oxihemoglobina (Leite & Augusto, 1989). 0 mesmo radical édutc foi
isclado e caracterizadd_na oxidagzdo microssomal da ‘fenelzina.
(Ortiz de Montellano e Kerr, 1983).

Segundo  Mittal e colaboradores (1973) o principal processo
envolvido ocorre através da liberagio de um elétron em solugdo
(e“aq) detectado pelos autores a 720nm (Esquema 55. Nenhgma ocutra
absargdo para o E_aq fol antes publicada.

Uma conclus3e similar de formag3o do radical 2Z-feniletila
foi obtida por Davies e colaboradores (1984) e Gilbert e
colaboradores (1987) através da oxidagio da cadeia lateral de
dcidos carboxilicos substituidos por OH e 804{ (Esquema 3).
Nestes casos a altos valores de pH, a protonagido leva a um
caminho de descarboxilagi3o devendo envolver transferéncia

eletronica direta, em lugar de um intermediario$ . Este processo

iniciado pelos radicais 'OH e SDZ foi utilizado em experimentos
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com o DNA g comparado & interagio com o radical E—fenilétila
gerado na Tfotoirradiagdo do acido hidrncinéﬁico 2 na oxidag3Ho
quimica da fEﬁelzina.

A confirmagio da identidade do radical de carbono formado em
nosso sistema foi obtida ‘irradiando-se & peraxido de
dihidrocinamoila. Sabe—se gque na primeira regiﬁa de abscrgio de
peroxidos de alquilé e arila (aproximadamegte 280nm} a
fotodissociagdo primaria procede via ruptura da ligag3o RO-OR»
fraca. Segundo Krusic e FKochi (1949) a formagdo do radical
2—feniletila gcarre através da vatéliaer da peréﬁidm de
dihidrocinamoila. De fata, os parametros aobtidos dos especitros de
EFR  para tais’eapé:iea s3o consistentes com os valores obtidos
para o radical Z-feniletila na oxidagio quimica da feneliina = na’
fotoirradiagdo do acido h;drocinémico.’(Figura 1=).

‘Uma ves estabelecido que ¢ radical 2Z-feniletila & um
importante oproduto da oxidag¥o da fenelzina e também da fotdlise
do  Aacido hidrocinamico, partimos para explorar a sua possivel
importancia na indugio de processos carcinog@nicos pravctados por
este derivado.”

Considerando—-se que foi estabelecida uma correlagio entre a
poténcia carcinogénica de induglo de qguebras em DMA de derivados
de hidrazina {(Farodi et. al., 1981}, bem como aspectos
relacicnados a interagdo do radical 2-feniletila, gesrado atraves
da oxidagSo da Tfenelzina, com o DNA (Leite & Augusto, 1989,
investigamos a capacidade do radical de carbono gerado em nossos

sistemas em interagir sitio-especificamente com o DNA.
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A especificidade conformacional da variago da fluorescéncia
do fon térbio como sonda; tem amplas aplicagies para
investigagﬁesa_ de alteraglies em &cidos nucleéicos. O efeito e
observado » tanto para residuas desoxirribonucleotidicos como
ribonucleotidicos. (éalcarnvé e Brabec, 1989). ’ -

Una das explicagles para a variag3o da fluorescéncia deriva
da perturbag&o da estrﬁtura eletronica das bases com rélag%o as
pontes de hidrogénio. (Adams et. al., 1?67)7

0Os dados da literatura suportam duas conclusiies gerais 3o
aumenta da fluorescéncia do ion térbio. Este fenﬁmeno imblica em
ser uma sonda valida ﬁara:

a} detectar residuos guanina em Acidos nucleéicoss
b} detectar a extensio né aqual os residuos guaniha foram
modificados pela reagio :qm carcinogénicos.

A utilidade do aumento da fluorezcéncia do Th(III)}) como
ferranenta para a detecgdo e investigagio da estrutura e fungdo
de Acidos nucléicos, em parte, depende de uma adeqguada
compreensiio das caracteristicas dos acidos nucléicas, as  guais
permitem tal aumento. Neste contexto, alguns aspectos do aumento
da fluorescéncié do Tbh(Ill) pelo RMA ou DNA  foram revelados
atiraves gde estudos a nivel de nucleotideos por Ringer e
colaboradores (1978) & Formoso (1973).

Sabe-se que o aumento da fluorescéncia do ion Tb(III) pelo
DNA &, primariamente, uma propriedade dos residuos guanosina do
DNA, principalmente em regilies de fita-simples, embora a variaglfo
da fluorescéncia n3do esteja relacicnada éé diferengas na

estrutura primaria do polimereo. (Ringer et. al., 1985).
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Nossos sistemas revelaram que quando o DNA foi submetido ao
radical 2-feniletila. a complexagio resulfcu em aumento da
fluorescénciJa,. relativa ao DNA nativo. Este agmento pode derivar
da ruptura tjé regiﬁes.de fita—dupla do DNA. A fTormagio de sitios
Alcali-labeis como praposto pdrlLeite 2 Augusto- {198%) alterando
a estrutura ‘secundéria do DMNA com deatfuiﬁan das pontes de
hidroéénio e alteragﬁes no  empilhamento nnrmai das bases,
favorece a.ccmnplexagég com Th{(IIl).

Segundo Ringer e colaboradores (19?8) modificaglies nas
posigles 1z N-2; 7 ou B dos nucleotideos guaninicos resultam em
decréscimo da fluorescéncia do Th{III). d efeito.é derivado de

alteragbe

i

no estado eletrfénico do .anel contribuindo para as
mudangas obsarvadas na fluorescéncia. De fato, térbio &
importante na detecgl3o de interagiBes de carcinogénicos com DNA =
RHA. Um conceito chave na indugdic de céncer seria  a Iiéagao
covalente do carcincgénico, ou de um metabdlito ativado a
macromoléculas funcionais intracelulares. (Kriek, 1974).

Em investigagies de carc;nmgénicoa aspecificos quéntm ans
sitios de ligagd¥o covalente aos Acidos nucléicos, demonstra-—-se
que a guanina @ o principal alvo de atague, especificamente nas
posiges 7 e B da porgio imidazdlica. Recentemente Augusto e
colaboradores (1990) demonstraram a formag¥o de 8-metilguanina
como resultado da alguilag3o de DNA por radicais metila gerados
durante a oxidag3o de metilidrazina catalisada por horseradish
peroxidase. Duker e colaboradores (1983) também proplem um
derivado fotoalquilado na posiglo 8,‘na intefag&o de DMNA de

plasmideo com isopropanol.
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Derivados alquilados "in vivo" foram detectados com reiagaa
A4 hepatotoxicidade de hidrazinas e trabalhos "in vive" foram
realizados recentemente por Augusto (1971) a fim de detectar o
derivado al{quilado>na posigao 8 da'guanina tratada com hidrazina
monossubstituida.’ | | . ‘ .

A hipértese de Tormagio de um aduto guaninico alguilado na
posiglic 8 oguando o DNé foi submetido ao radical szeniletila &
suportada pe=los resultados apresentados por Leite e Augusto
{(1989). Experimentos sem SUCESSO foram conduzidos a fim de se
detectar tal especie e este ffacaseo primario n3o ﬂescakta tal
possibilidade. Assi@, de encontro & nossos resultados, seria
razoavel SSperar que =e tais adutos @ fossem fmrmados»y 2
fluorsscéncia com  térbio deveria diminudr, camcordando‘ com  0Os
resul tados publicades para o DNA submetido & 1U§:no'éi5tema de
axidazdo do malonaldeido (Justo et. élu, 1990). Mas experimentos
demonstram qgue perturbagles na conformagioc de DNA dupla-fita
ocorrem  praximas a regifies de fita-simples. (Brabec e Falecehk,
19720 Mingaot et. al., 1978). Balcarovd e Brabec (198%9)
reinterpretaram a fluorescéncia dos complexos ENA-TB(III)
investigando o efeito de drogas antitumorais sobhre o DNA. As
figuras 17-20 demonstram gue mudangas na dupla hélice do  DNA,
resultando ém wm namero maior de residuos guanina capazes de
interagir com Tb(III), aumentam a fluorescéncia do lantanideo.
Nossos  resul tados refletem que tal modificag3o no DNA  podem
derivar de daois Tendmenos com éfeitaé opostos na  variagdo de
fluorescencia do lantanideoz a Tormagdo de regilies de Tita-—

simples, resultando em um aumento proporcional de residuos
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guanosina assessiveis a reagdo com ion terbio, levando a um
aumento na fivorescéncia relativa e por outro lado, o
deslocamento do ion térbio dos sitios guaninicos alterados pela
ligagdo da droga; resultando em inibhig¥o da fluorescéncia do ion,
Em outras palavras a agdo do rédical Z2-feniletila & dupla hélice
do DNA deve resultar em fDrmagéo.dé ségmenéés denaturados 'que
fazem com ue térbimvseja habil a reagir com a base guanina,
elevandao a intensidade de fluorescéncia, concordando com 0S
resultadons de Balcarava e Brabec (1989).

Fica claro, portanto, ' que o fotoproduto de acido
hidrocinamico com Dﬂﬁ, formado durante a irradiag¥o, bem como o
derivadn radicalar proveniente da oxidagdo da fenel;ina por
ferricianetos tem uma influgncia disruptiva na integridade lacal
da gstrutura do DHA. Tais espécies alteram o espagamento
internuclectidico, rompem as ligaqaeavhidrggénio normais e causam
perda do empilhamento das bases.

Nossos experimentos de  hidrélise de DNA  promovida pela
reagidoe  com formaldeido (Figuras 14-16) confirmam as observaglies

com o ion térbic. Regiltes previamente denaturadas na molécula de

DNA podem reagliyr  prontamente com  formaldeido. As regifies
denaturadas aumentam em tamanho com a perda das ligegfes
hidrogénio e empilhamento das bases, facilitando a reagdo

adicional com formaldeido. Segundeo Rahn (1973) a velocidade de
reagio,. por exemplo, de DNA previamente irradiado com formaldeido
pode também ser usada como uma medida quantitativa de alteraglles

em DNA.
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Oz experimentos com formaldeido demonstraram uma diferenga
entre as egnostras submetidas ao ra&ical 2-feniletila e aguelas
n3o tratadas . Begundo Schothorst e colaboradores (1983) os grupos
amino das bases livres reagem com formaldeido a 259C. As  hases

s ligadas por pontes de hidrogénic e a reagdac  procede

lentamente. Entretanto, em temperaturas elevadas wizste wuma
"respiraglo® da hé&lice do DMA; e a s09C a reagiio leva a completa

denaturagio em poucas horas.

A figura 14 mostra que a absorbiancia dos DNAs  aumentam
rapidamante principalmente na pfimeira hora, indicando, \Segundo
Schothorst e colahdradores (1283%), gue o dano causado deva ser
restrito a &reas de tamanho pequeno da dupla-fita do DNA. -

4s—-hH~diamidino-2-fenilindol .2HC1 (DAFT) >é un  corante
fluorescente, tripanccida, gue apressnta a estrutura indicada na
figura 21.

Ele se liga reversivelmente A4s cadeias do DMA, mostrando um
marcado aumento no rendimento gquantico de fTluorescédncia.

0 mecanismo molecular de interagio entre DAFI e DNA & ainda
ohscuro, apssar do grandeAuso da droga em biocguimica e citelogia.
0 aumento de fluorescéncia asscociado A ligagdo de DAFI apenas a
palimeros contendo 'clusters" A-T sugerem uma interag3o forte.
{(Manzini et. al., 1983). De fato, estudos de dicrolismo circular
claramente evidenciaram gue DAFI interage de duas maneiras
distintas com polidesoxirribonucleotideos independentemente do
conteddo de suas bases e Eequéncié. A ﬂﬁica diferenga consiste ha
forga de interagdo: para um maior conteddo de "ciuaters" A-Ts uma

maior constante intrinseca & exibida. (Hubista et. al., 1987).
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Coma indicado pelo conportamento exibido no aumento dé
concentragio =salina, ambos os sitios de ligagdo ndo sFo puramenté
eletrostaticos, sendo o sitio 1 menos influenciado pela forga
idnica. For analog;a com outras drogas que interagem com o DNA,
netropsina por 2uempla, e soh‘argumentms estéricos, - Manzini e
colaboradores (1983) propuseram que o 5i£io 1 estd localizado no
sulco secundario da héiice do DA, caracterizado prinﬁipalmente
por duas ligaglies hidrogénio. Fares A-T localizados no sulco
spcundario 1ligam—se por pontes de hidrogénio entre o N-3 do anel
purinico e 0-2 do anel pirimidinico. Ligaglies hidrogénim-entre'o
nitrogenio indélico-é as bases do DNA no sitio 2 (provavelmente
localizada no sulco primé&rio) s3o menos favoraveis, dada a maior
sensihilidade & fTorga i9nica, sendo menos estaveis. (Hahzini et.
al., 1283%).

Uma baixa forga de interaglo e é maior sensibilidade a sais
demonstraram a auséncia de ligaglies hidroggnio satisfatdrias com

res de hass C-05. Ainda nio se estudou satisfatoriamente a

o]
i

il

strutura eletrionica da molécula de DAFI e kKuhista e
colaboradores (1787} evidgnciaram aque pode haver interagfes entre
moléculas de DAFI ligadas em dois sitios prasimos.

Em ambos os sitios a molécula de DAFID mostrou ligar—ses ao
DNA de wuma mansira néd intercalativa com o ei¥ principal,
ligando—-se aproximadamente paralelo aos sulcos da hélice do DNA.

Com isto em mente tentamos checar a aplicagdo de DAFI  como
sonda de alteragles induzidas no éNA. Néssos resultados mostraram
um aumenta  na fluorgscéncia relativa da molécula de DARI

complexada a0 DNA, apdbs tratamento. (Tabela 1). Frever qualquer
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resultado teelevante & interago de DAFI com os DNAs tratados
seria dificil. Segundo Manzini e colaboradores (1983) a longa
molécula de DAFI ni3o pode farzer ligagles hidrogé&nio dentro do
mesmo  par A-T sem ruptura da estrutura polimerica, mas poade se
acomodar no sulco éecundérim e estabelecer ligagles " hidrogénio
caom pares A—T adjacentes. MNio se sabe se issc @ possivel sem uma
pequena mudéingav conformacional do polimero, visto gue n&o  héa
evideéncia referente a uma molécula de DAFI planar ou com certo
grau de rotagdo na ligagdo entre os anéis fernil e indol. Estudos
de dicrolisma  circular poderiaﬁ fornecer informagdies adicionais
relevante as interagﬁés de DAFI com o DMNA, inclusive esclarecendo
o efeito do radical 2-feniletila & dupla—-hélice do DNA.

ssaciado & complexidade da interaglo de DAFI ao ENQ sabemos
gue apsnas suposiglies acerca da ligag¥3o do radical Z-feniletila
ao residuc Quanosina do  DNA fDram- estabelecidas. Segundo o©O
resultado apresentado para a complexagio de DAFI com DMNA tratado
com malonaldeido, onde & base guanina reage com 1025 sabemos que
o conteldo de residuos guanoaina diminui {(Justo et. al., 1990) e
gquando comparado ao resultado obtido guando DNA & tratado nos
sistemas geradores do radical de carbono podemos inferir gue
ainda ¢é dificil se estabelecer modelos equivalentes para analise
com  DAFI. Seria necessério maior esclarecimento relevante a
interagiic de DAFI com DNA e tal complexidade nos leva & prdpor,
com base em nossos resultados, que apenas alteragies na dupla
hélice estda ocorrendo, favorecendo é complexagi3oc com DAFI.
Informagles acerca das regilies A-T so dificeis de serem obtidas

para seguéncias de base diferentes de polimeros A-T.
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Considerando-se gue foi estabelecida uma correlac3o enﬁre a
poténcia cascinogenica e a potencia de indugéo de gquebras em DNA
de derivados de hidrazina (Parodi et. al., 1981), investigamos a
capacidade <o iadical de carbono geradn em nosses sistemas em
induzir gquebras em DNA de plasmideo. .

A convarsdo do nlasmideo na forma eﬁoveléﬂa para a Torma
circular aberta, Qbseréada quando sste & incubado &pm d sistema
gerador do radical de carbono e submetido a eletréfnrése em gel
da agarose,; indicam que esta espécie & capaz de induzir guebras
de fita em DMA., A capacidade dao radical em danificar o DNA foi
pztabelecida £m amﬁcs o sistemas, fotoirradiagio com  Acido
hidrocingmico e oxidagdo guimica da fenelzina. (Figura 22)y. Bob
as condigies observadas, obteve-se uma boa corrslag¥o entre o
rendimento do radical Z-feniletila e a extensio de quebra no DMNA.
(Figwra 23). A fotoirradiagdo do écido hidrocind&mico, bem como a
oxidago da Tenelzina por ferricianeto, sob atmosfera de
nitrogénio, =30 importantes para determinar-a reatividade do
radical 2-feniletila em relaglo ao DNA; nestes casons, o Fadical e
gerado sob haixas CDHCEﬁtragﬁeg de oxig®énioc, evitande assim A
formagio de epécies ativas de oxigenio (05. e bH Yo inclusive a
formagio do radical peroxila, derivado da reagiio do  radical
Z-feniletila com oxigénio molecular. Esta Gltima especie tem sido
responsabilizada  por uma série de efeitos induzidos por radicais
de carbano. {(Brattin et. al., 1983).

A participagdo de outras eséécies'na indugio do processo de
quebra obssirvado no DNA n¥3o pode ser totalmente eliminada, mas

nossas resul tados mostram gue estes 3o processos secundarios. Um
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pquEno efeito deAindugﬁo de quebras no DNA, nbsérvado ‘quando
este @ incubado somente com fenelziﬁa {Leite é Augusto, 1989} foi
atribuido & formagHo do radical por éutmaxidag%o. 0 mesmeo efeito
foi abserwvado qgando o DNA & irradiado livre do  Acido
hidrocinamico am nossés sistemas. Neste caso o efeito da luz U.V.
sobrea o DMMA  esta  bem caracterizado nos resultados com o
plasmideo. |

Concordando  com ‘eﬁtes resultados, edperimentos utilizén&o
oxihemoglobhina como cataliﬁédor na oxidaglo da fenslzina levam a
foarmagdo do radical 2—-feniletila e & indugdo de quebras ém DNA,
{Augusto e=et. al., l?@@). Em conjunto, estes dados estabelecem
claramente que o radical Z2-feniletila &  a principal espécie
responsavel pela indugdio de guebras de fita em DNQuﬂrradical de
carbono & capaz de induzir diretamente a guebra de fita no DNAj
no entanto, segundo Leite e Augusto (1?89) & mais eficiente na
indugdio de sitios alcali-labeis. Estes compreendem alteragibes no
CDNA ques nd3o provocam diretamente a guebra da cadeia de fosftato,
mas quando este @ submetido a um meio alcalino, a quebré de fita
& dnduzida. Certos processos de alguilaglo s¥o considerados como
geradores de sitios dlcali-lébeis (Maxam e Gilbert, 17803 Vadi e
Reed, 1983). Leite e Augusto, (1989) ocbservaram gue gquando o DMNA
de plasmideo & submetido & concentragies mais elevadas do radical
2—-feniletila, o processo de alquilagdo se torna evidente e o
tiratamento alcalino do DNA com piperidina provoca a fragmentag#o
completa do DMNA. Tal processo de fTormaglo de sitios &lcali-labeis
nic foi estudado' em nosso sistema de irradiag¥do embora n3o

possamos excluir a indugd3io de tal dano.
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Ligagdo covélenté de carcinogénicos guimicos a
macfcmolémJlas_ celulares especialménte o DNA, & um passo critico
na iniciago de processos Carcinogénicos. Muitos requerem prévia
ativagdo métabblica a intermedi&rios eletrofilicos antes de
reagirem com 0s nucleﬁfilos celulares. Geralmente os derivados de
hidrazina sofrem transformaglies A metabdlitos catidgnicos
radicalares; =] espéciés radicalares centradas no carbono s8o
menos consideradas. (Augusto et. al., 1990).

Alquilagdo de DNA bmr-radicais metilicos em meio aAcido ou
gerados fotoquimicamente atacam guanina =) adeniha por
substituigo na posi@ﬁo 8 do anel purinico. Recentemente ngusto
e colaboradores (1950) demonstraram a formagio de 8-—metilguanina
como  resultado do atague aé DMA por radicais metili;os' gerados
durante oxidagdo de metilidrazina: e estudos vem sendo conduzidos
na deterninagdo "in vivo"” de C-8 metilagi3o na guanina do DNA de
ratos (Augusto, 1991).

Entretanteo a compreensio dos mecanismos de reagdo gque levam
ds alguilagfies permanece ainda obscuro.

Mossos resultados tedricos dempnstraram claramente a
prefergncia de ataque, principalmente, pelas posigiies 7 e 8 da
guanina e adenina confirmando os resultados apresentadcs. na
literatura como as de Augusto e colaboradores (19920), Leite e
Augusto (198%), Diaz Gomez e Castro (1981), Duker e colaboradores
(19858) e M. Maeda e colaboradores (1974).

Os dados de entalpia de reag3o obtidos sugerem dois
mecanismos possivéis para a alquilag3on. Um deles estid baseado no

mecanismo de substituigio eletrofilica aromatica da cafeina por
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radical metila, proposto bar Zady e Wong (1977).(Esquema 7)
CHy o CH;. CH,

~ N | N i+ '
e INX: o TX:

N
N
H

s
N

\ %R HX

N

ESQUEMA 7: Mecanismo de substituigdo eletrofilica aromatica da
cafelna por radical metila '

Tais mecanismos envolvendo formaglo de radicals cations
foram recentements, revisados e discutidos por Steenken (1939). O
autor proplie tanto reaglo preferencial com a posigdo 8 como com a

posig3o 7 das bases guanina e adenina.

i

Mossa hipotese de reagio radicalar esta bhaseada

principalments no trabalho de Nakayama e colaboradores {1984) gue
detectaram radicais livres por EFR para a base guanina,
pucleotideo e polinucleotideo, na interagio de peroxido de
metilinolenato.

s valores para a entalpia de reaglo radicalar obtidos s¥o
negativos em relagdo aos valores positivos obtidos para a reagdo
de substituiglo eletrofilica aromatica. Fodemos concluir que ha
grande possibilidéde de occorréncia de tal mecanismo radicalar na

promogdo de alguilagBes em DNA, levando a pfcceasos deletérios.
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Esfa tese certamenté contribui para esclerecér alguns pontos do
envolvimento de radicails de carbonoicom biomoléculas e certamente
reforga a necessidade de seraprofﬁndar os eztudos sobre as
interaghes entre tais especies em processos carcinogénicos.\
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CONCLUSAD E FERSPECTIVAS

Nossos reéultados deﬁonstram que o rédica} 2-feniletila & um
produto impoftante da‘fotairradiagam do &cido hidrocindmico, bemn
como da oxidagdo quihica‘da fenelzina. : -

Quando o DNA de timo de bezerkh'estevé ﬁ?eéente‘nos éistemasn
de gerago do rédiéal 2-feniletila, ele aoffgu | mudangas
Conformaciénais atribuidas as espécies radicalares foréadas.»CQm
base nas experiéncias réalizadas, sugerimés gque  sua estrutura
secundaria tenha sido afetada, proyavelmenté devido & perda de
ligagies hidrogenio entre as bases, por alterag&&a.das MESMAS .«

A formagic de regiltes de fita-simples deve ocorrer, de
acordo com o aumento de fluqrescéncia do complexo DNA-TR(III) e
do complexo formado com o tripanocida DAFI. Certamente estudos
envolvendo dicroismo circular forneceriam maiores informagles com
relagXo as alteragiies conformacionais induzidas no DNA.

Mnssos  resultados comprovam a hipotesze de Leite e Augusto
(1982) de gue o radical E"feni;etilaEI gerado durante a ‘Dxidaggo
da fenelzina pela ﬁihemoglabina, & capaz de escapar do sitio
ativo da proteiné e induzir a formagdo de guebras de fita no DNA,
ccnsiderando que pouca atengi3o tem sido dada as interaglies entre
radicais de carbono e biomoléculas. Estes resultados reforgam a
necessidade de se aprofundar os estudos sobre estas  interagles,
para estabelecer o envolvimento de radicais de carbono em
processos deleterios, inclusive na carcinogénese.

A preferéncia dos radicais de carbono por étaque as guaninas

em conjungo com a hipbtese destes serem capazes de alquilar o
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DNA, levanta a quesfgo sobre a estrutura dosladutos fcrmadéé. A
carécterizag%&y destes adutos seré fundamental para estabelecer o
papel destas espéecies na indugdo de pfocessos ;arcinogénicos.

Em SLUNA, dentro do ﬁontéxto da investigagﬁn“ Tdos
intermediidrios rea{ivos envalvidos na  indugdo de processos
carcinogénicx:s' por derivados de hidrazina, esta tese esclarece
alguns pontos do mecénigmo pelo qual esses radiégis‘ poderiam

promover esta indugio.
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SUMARIO -

A fotoirradiag3o do Acido hidracinémico, bem como do
perdaxido de dihidrocinamoila, gefam eficientemente >D radical
P-feniletila, como Vdemonstrado pdr experimentos de captagido de
spin.

Ma oxidag¥io do anti-depressive . fenelzina  (Z-feniletil
idrazina), promovida ‘par ferricianeto, aﬁformag&o do radical
2-feniletila demonstrada recentemente por outros pesquisadores
comprovam nosses resultados. Estudos recentes demonstrafém que o
radical 2-feniletila témbém e um importante produto da vidagdo
da fenelrina catalisada por aoxihemoglobina, microssomos de'figadg
de rato e neutrafilos.

A possivel relevéncia de radicais de carbono na indugldo de
processos carcinogénicos por derivados de hidrazina fol explorada
por estudos de interaglo entre o radical 2-feniletila, gerado nos
sistemas quimico e fotoquimico, e na presenga do DMNA. U radical
de carbono gerado em nossas reagies induz gquebras de fitéwsimplea
em DNA de plasmideo pBR 2Z2. Experimentos envolvendo complexagio
de DNA de timo de bezervro com Th(III) = DAPI (4s,és-diamidino-2-
fenilindol), bem CDmD'hidrblisa com formaldeido comprovam tal
afirmagdo. A hipotese de uma baa correlagio entre a extensio de
quebras no plasmidec e a formagi3o do radical 2-feniletila deriva
destes euperimentos.

Dv radical tem preferéncia por atague a residuos de guanina,
como observado por experimentos de cromatografia liguida de alta

pressino e céalculos tebdricos efetuados pelo método MNDO (modified
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neglect difﬁferential oVérlap). s resultados indicam que O©
ﬁadical 2—feniletila &, além de produto da oxidagio da fenelzina,
tamhém resul tado impértante da irradiag¥o do acido hidrocind@mico
sob anaerobi&:se 2 gque esta espécie bode danificar o DNQ.

Fste trabalho complementa dois aspectogs que ~ devem ser
consideradaos para se analisar a relevancia da ocorréncia de
espécies radicalares de carbono em processos bioldgicos. Um deles
esth relacicnado com as conseguincias QUE tais espécies CaQSam
nas células. referente ans danos xidativeos. O outro esté
relaciconado com o papel funcional destes radicéis nos éistemés
hinlégicos como iniciasdores dos mecanismos de carcinog@#nese, nos

quais poderiam estar envalvidos processos mutagénicos.
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SUMMARY ~ .
»
The photoirradiation aof the hydrocynnamic acid {3~
phenylprmpibnic acidl, iikewise' dibydrocynnamoil ‘ peroxide,

efficiently generatéé the Z-phenvylethyl radical, as demonstrated
by spin—trapping experiments.

In the QxidationA of the anti-depressant, pﬁeneizine {2~
phenylethylhydrazine), promoted by ferricianide the fOrmatiDﬁ of
the carbon centered radicél was also demonstrated by other
researchers that confirmed our results.

Recent results ﬁhdwed that the Z2-phenylethyl fadical is’alsm
an important product of the microssomal oxidation and in the
catalysis by oxyhemoglobin.

The relevance of carbon-centered radicals in induced
carcinogenesis is explored by studiss of interaction befween the
2-phenylethyl radical and the DMA. The carbon—centersad radical,
generated in  our reactions, induces DNA strand scission in pBER
22, Compledation of the DNA with Tbh(III) and DAFI thudiES,
likewise hydrolise with formaldehyde have a clear correlation
hetween the 2-phenvylethyl radical formation and the strand
scission activity.

The carbon-centered radical has a selectivity for attacking
guanine residues as established by liquid chromatography and
teoretical calculations (MNDO method).

The results indicate that the Z-phenylethyl radical is an
important producf in the photochemical system and that this

species can directly damage DNA.




1

This work Ehoﬁs two aspects that might be considered to
anaiyae the relevance of radical 5§ecies in biological PrOcCess s
the conseguences regarding oxidative-damages af cellular levels
and their role .in hiological systems as initiatoré " of

carcinogenic mecanisms, including mutagenic process. -




92

BIBLIOGRAFIA

AL, Lindahl, T. e Fresco, d. R.. Froc. Natl. Acad. Gci.

Adams .
57, 1684 (1967).

LiBA,

Ames, B. N. e Dubin, T., J. Biol. Chem., 235, 769 (1970).

Augusto, 0., Kunze, K. E. e Ortiz de Montellano, P. R., J. Biol.
Chem.. ZB7,. &2Z31 {(1982). : , . .

Auguste, 0O0.. Faljoni-Alario, A., Leite, L. C, C. e Nobrega, F.
G.. Carcinogenesis, 3, 781 (1984).

Augusto, 0., DuFlessis, L. R. e Weingrill, C. L. V., FHiochem.
Biophys. Res. Commun., 124, 833 (1983). :

Augusto, 0. "Handhook of Riomedicine of Free KRadicals and
Antiaoxidantes®”, J.Miguel ed., CRC Fress, N.Y., VYol. III, 123
(1989). : X .

Augusto, Q. s Cavalieri; E. L., Rogan, E. G., Ramakrishna, dN. V.
5. =2 Kolar, C., J. Biol. Chem., 265, 22093 (1990). )

fugusto, 0., 5BRg, Resumos da XX Reunifo Ahual, Caxambd, MG, 11
(1971). '

Balcarové&, Z. & Brabec, V., Hiophys. Chem., 323, 35 (1939).

Rarker, R., "0Urganic Chemistry of Biclogical Compounds", Lowell
Hager e Finn Wold eds; Frentice-Hall, M.J., 2Bl (1971).

Rirboim, H. C. e Doly, Jd., Nucleic Acids Res., 7, 1313 (1979).

Borg, D. C., "Free Radicals in Biolegy", W. A. Pryor ed, Academic
FPress, MNM.Y., Vol. I, &9-147 (1972).

Boxembaun, H. . Drug Metab. Rev., 14, 1037 (1983).

Brabec, V. & Palecek, E., Biopolvymers, 1l, 2577 (1972).

Brattin, W. J.x Glende dr., E. A. & Recknagel; R. D., J. Free
Rad. Biol. Med., 1, 27 (1983).

Brunk, C. F. & James, T. W., Abst. 7th ann. Meeting Am. Soc. Cell
Hiol., 136a, CR&18 (1988).

Caddy. H., Stead, A. ‘H. e Jobnstone, E. C.; Br. J. Clin.
Fharmacol., &. 183 (1978).

Cassarett 2 Doull, J., "Toxicology, The BRasic Science of
Faisons", €. Klaasen, M. Amdur e J. Doull eds, Macmillan Fub.
Comp., N.Y., 39 ed., 33-98 (1986).




93

Caétro, J . AT Prbceedings of the IUFHAR 9th  International
Congress of Fharmacolegy, Macmillan Fress Ltda, Vol II, 248
({1984).

Chalfont, G. Re.es Ferkins, M. J. e Hbrafield, A., J. Am. Chem.
Soc., 20, 7141 (1968). :

Charga¥tf, E. . Experientia, &, 201 (1950).
Costa, 8. O. F. {(ed), "Genética Molecular e de HMicroorganismos,
Oz Fundamentos da Engenharia Genética", Editora Mancle Lida, S8.F.

1-38 e 117-1354 (1987).

Crooke, 5. T. e FPrestayko, A. W. {eds), "Cancer and
Chemnotherapy " . Academic Press, M.Y., Vol I-II11 (1980). '

Diaz GoOmez. M. I. e Castro; J. A., Res. Commun. Chem. Fathol.
Fharmacaol., 2. 147 (1981).

Davidson, J. N. (ed}, "The Riochemistry of Nucleic Acids®, Cox &
Wyman, G.B., 23 e 29 (1972). V

Davies, M. J., Gilbert, B. C., McCleland, C. W., Thomas, C. H. e
Youngs B.: J. Chem. Soc., Chem. Commun., &6 (1984).

Dewar, M., J. 8. e Thigl, W., J. Am. Chem. Soc.. 29, 4899 (1977).
Dewar, M. J. 5. & Thiel, W., J. Am. Chem. Bocu,'§25‘2145 (1785%) .

Duker, N. J., Jdensen, D, E. & Hart, D. M.; Rad. Res., 103, 114
{1735) .

Epiing, G. A. & Lopes, f., J. Am. Chem. Soc., 29, 2700 (1970).

Evans, C. A.. Aldrichimica fcta, 12, 23 (1979).

Formoso, C.. Riochem. Biophys. Res. Commun., R3I, 1084 (1973).

Fukui, Koaw "Theory of Orientation and 8Stereoselection”, K.
Hafner, €. W. Rees, B. M. Trost, J-M. Lehn,; F. von R. Schlever e
Ha. Zahradnik eds, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg, N.Y.
(1975).

Gilbert, H. C.. Scarrat, C. J., Thomas, C. RBR. e Young, J., J.
Chem. Soc. Ferkin Tranms. 1, 371 (1987).

Gomari, G., Methods Enzymol., 1. 967 (1975).

Goodman, L. 8. e Gilman, A. (eds), "The Fharmacological Rases of
Therapeutics, Macmillan Fublishing Co., M.Y., 5th ad. (1975).

Hill, H. A. 0. e Thornally, F. J.; Biochim. Ricphys. Acta, 7&2.
44 (1983). h -




?4

Hodgson., E. e Guthrie, F. E. (eds), "Intraduétimn.tc Biochemical
Toxicology", Elsevier, N.Y. (1980). ’

Hurst, D. T. (ed), "Chemistry and Biochemistry of Fyrimidines,
Furines and Fteridines", John Wiley & Sons Ltd, G.B., 1% (1979).

Innccentini—-iMei, L. H., Tese de Doutorado, UNICAMF, 59 (17986).

Janzen, E. G. e Blackburn, E. J., J. Am. Chem. Soc., 90, 5909
(12488).

Janzen, E. G. . "Free Radicals in Biglagy“, W, A. Fryor ed,
Academic Presms, N.Y., Vol IV, 115-151 (1980).

Janzen, E. G, StranksgiH. J.. Dubose, C. M., Fover, J. L. e
MacCay, F. B.,; Env. Health Fers. &4, 131 (1983).

Jope, C., James, T. W. e Wildman, 5. G., Abstracts 70 Ann.
Meeting Am. Soc. for Cell Riol., 304a, MC413 (1983).

Juchau, M. R. & Horita, A.; Drug Metab. Rev., 1, 7i (1972} .

Justo, G. Z. - Innocentini-Mei, L. H. & Duran, N., An. Acad. Bras.
Ciu, 62, 31 (1990).

Kalvanaraman . R. & Sivarajah, K., "Free Radicals in Biclogy", W.
A. Prvor ed, Academic Press, N.Y., Val Vi (1984). '

Kapuscinski, J. e Bkocylas, B., Anal. Bicchem., 83. 282 (1977}).

Kelmers, A. D., Hancher, C. W.; Fhares, E. 9. & NMovelli, G. D.,
Methods Enzvmol., 20, 3 (1971).

Kilgour, G. L. (ed), "Fundamentals of Biochemistry”, D. Van
Mostrand Co.. N.Y., cap. 18 e 19 (1981).

Kopecky, J. = Lizska, F., Chem. Listy., 72, 377 (1978).

Kriek, E., Biochim. Biophys. fActa, 335, 177 (1974).

Frueger, F. J., "The Chemistry of Hydrazo, Azo and Azoxy Groups”,
5. Fatai ed, John Wiley & Sons, M.Y., par. I, 159-167 (1973).

Krusic, F. Jd. e Kochi, J. K., J. Am. Chem. Soc., 91, 3940 (1969).

Kubista, M.s Akerman, B. & Mordén, B., Biochemistry, 26, 43548
(1987).

Lehninger, . L., "Frinciples of RBicochemistry”, 5. Anderson e J.
Fox eds, Worth Fublishes Inc., N.Y. (1982).

Leite, L. C. C. 2 Augusto, 0., Arch. Biochem. Hiophys., 270, 560
(1989) . -




95

lteite, L. C. C., SRBg, Resumos da XX ReuniXo Anual, Caxamba, MG,
227 (1991). . : )

Lewin, S., Arwﬁp Biochem. Riophys., 1132, 384 (19&46).
Maeda, M., Nushi, K. E.Kawdzoe, Y., Tetrahedron, 30, 2677 (1974).

Mahler, H. R. e Cordes, E. H. {eds),  "BEiological Chemistry“,
Harper & Row Fubl., 194 (1971). . .

Manzini, G.. BRarcellona, M. L., Avitabile, M. e GQuadrifoglio, F.,
Mucleic Acids Res., 1l, 8841 (1983).

Mason., R. . F., "Spin Labelling in Pharmatmlogy", J. L. Holtzman
ed, Academic Fress, N.Y., 87-129 (1984). :

Maxam, A. M. e Bilbert, W., Methods Enzymol., 65, 499 (1980).

Meselson, M., Stohl, F. W. e Vinograd, J., Froc. Natl. Acad. Sci;
usa, 43, 381 (19737). ‘ .

Miller, J. A., Cancer Res., 30, 387 (1970).

Mingot, F., dJorcano, J. L. e Davila, C. A., Riochim. Riophys.
Acta, 520, 1 (1978). :

Mittal, L. J.y, Mittal, Jd. FP. e Hayon, E.; J. FPhys. Chem., 77,
22467 (1973) . .

Moloney, S. J. e Frough, K. A.; "Reviews in Bipleogical
Taxicology"., E. Hodgson, J. K. Bend e R. M. Fhilpot ads,
Elsevier, N.Y., Vol V, 313-348 (1983).

Moloney, 5. J;, Weibkin, P., Cummings, 8. W. e Prbugh,, R. Aa,
Carcinogenesis, &, 3797 (1983). ‘

Makayama, T., kKodama, M. e Nagata, C., fgric. Bici. Chem.,; 48,
571 (1984).

NMetto, L. E. 8. Leite, L. C. €. e Augusto, 0., Brazil. J. Med.
Riol. Res., 20, 8&5 (1987).

Movak, M., Miller, A., Bruice, T. & Tollin, G., J. Am. Chem. Soc.
102, 14465 (1980).

Ortiz de Montellano, F. R.. Auguato, 0., Viola, F. e Kunze, K.
L., J. Biol. Chem., 258, 84623 (1983).

Ortiz de HMontellano, F. R. e Kerr, F. R.y J. Binl. Chem., 283,
10358 (1983).

Ortiz de Montellano, F. R. e Watanabe, M. D.,; Molec. Fharmacol.,
3l, 2137 (1987).




‘96?

Farodi, S.. De Flora, 5., Carvanna, M., Pino; A, RmbbianD;’ L.y
Bennicelli, €. e Brambilla, G., Cancer Res., 41, 1469 (1981).

#erkins, M. J.y¢ Adv. Fhys. Org. Chem., 17, 1 (1980)

Frados, R, Stadthen, L. G., Donatato, H. e Martin, R. B., J.
Inorg. Nucl. Chem., Z&. 689 (1974). » :

Rahn, R.., "Photophyéidlogy VIiIiY, A. C. Greses ed, Academic Fress,
M.Y., 231 (1273).

Ringer; D. F.., Burchett, 8. e Kizer, D. E.; Hiochemistry, ;Z,
4818 (1978) . o :

" Ringer, D. F., Howell, B. A. & Kizer, D. R., Anal. Riochem., 103,
337 (1980).

Ringer,; D. F.. Etheridge, J. L. & Kizer, D. E.. J. Inmrg.
Biochem., 24. 137 (19835). ’ .

Rudman, HA.s Faoletti, 8. & HBrittain, H. G.,,Inorg. Chem., 24.
128% (17685).

Sadtler, 8., "The Sadtler", 2270 UV (1%40).

Saffhii, R., Margison, 6. F. e O0sConnor, F. J., Biochem. Biophys.
Acta, 823, 11 (19835). ~

Schothorst, A. A., Buurmond, D. & Schouten, R., Fhotochem.
Fhotobial., =8, 659 (1983).

Simic, M. B., Mut. Res., 202, 277 (1988).
Steenken, 5. Chem. Rev., 89, 203 (1989).

Stewart, J. Jd. F., MOFAC, A  semiempirical Molecular Orbital
Frogramm, QCFE, 433 (1983). o

C Tilstone, W. ) Margot, P. & Johnstone, E. Cey
Faeycopharmacology, &0, 2481 (1979).

Tapal, M. D. e Fresco, J. R., Biochemistry, 1%2. 5331 (1980).
Toth, B., Cancer Res., 24, 217 (1974).

Tripton, kK. F. e 8Spires, I. P, C., Biochem. Fharmacol., 21, 268
(1972).

Vadi, H. V. e Reed, D. J., Chem. Biol. Interactions, 4&, &7
(1983). . ‘ '

Van Beek, H. C. A.; Heertijes, F. M. e Schaafisma, K., Recueil,
92, 1189 (1973). ’ ~




‘97;’

Yamazaki, I ., "Free Radicals in Biglmgy",. W. A. Fryor ed;
Academic Fress, N.Y., Vol III, 183-193 (1977).

Qang, 8. Y. (ed), "Photochemistry and Fhotobiclogy of Nucleic
Acids", Academic Fress, N.Y., VYol II, 2 (197&).

Watson, J. P. e Crick, F. H. C., Nature, 171, 964 (1934).

White, A., "Frinciples of Biochemistry";_P. Handler 2 E. L. Smith
eds, McGrow—Hill, ath ed., 181 (19468). ’

Wieland, H.. Schapiro, S. e Metzger,: H.. Ann}, a1s, 9

i

(1934) .

Zady, M. F. @ Wong, J. L., J. Am. Chem. Boc., 72, 3076 (1977}).




98

AFENDICE 1

Tabela 7: Indices de Reatividade para Timidina

eoare oot S 40 S S S Gt e A ST Ot LTS S SOk Yot St S TS St M Sk S AL ek o e S et v et b S et it ALbh Sk o T Sk S b e e Teten Padmn e e i S et P M AALS Shnoh St Mo Seeds Aids S400a foves onee bentn eend

posigio Q{u.e.) fr(E) Tr(N) Tr(R)
1 —0, 40465 Q0000 00,0302 0,0151.
2 0,4847 00,0019 00,0163 00,0091
3 -0, 3549 0,240%5 (,0475 _0,1440
4 0,1798 0,15895 04849 03222
5 —0,2615 0, 4269 Q,2464 0, 3568
6 00,4185 0, 0003 0,0870 0.,0438

0-4 —Q,3298 00,0612 00,1130 ©,0881
0-2 — 0, ZHFE 00,0535 0,0098 0,0%16

CH=z—5 0, 1038 0,012 0, 0006 L 0,0064

M= 4,0901 Db

Ipg= 9.78B12 eV

AHfz ~71.9735 Kcal/mol

Tabela 8: Indices de Reatividade para Citosina

posigdo Gi{u.e.) TrE) fr(N) Tr{R)
1 -0, B4 0,1652 00,1129 S0, 1391
2 0,43568 0,00132 00,0049 00,0031
3 —01, 2435 00,1971 0,0980 00,1474
4 O, 1857 00,1021 01,4287 0,24854
5 — (3 2738 0,3832 00,1226 0, 2379
b 0,3278 0,0018 04,1874 00,0944

0-2 —~ 1, 3427 00,1782 0,040 00,0911

MN—& -0, 3427 Q0013 0.,0416 : 0,0214

M= 6, 0228 Db
Ipg= 9.4087 eV,
AHf= ~10,4775 Kcal/mol

Tabela 9: Entalpia de Formag3o para as bases nas fTormas neutra e
radicalar (AH;) (Kcal/mol)

vt e e b rs b it B i S0408 P bt A eSS e e s ey $5088 18 Mot S48 Sy s reat 4 frvik ES4v8 008 St 498 St s etra e Foer ams Sabbe dmben Shvan haim e Feied Bem Svem Sem o o i i $ram B e SRS e et T M4 e BOMS S00 Srits Tease

base forma neutra farma radicalar

citosina (D) —10,4778 {(D)Y7&6,2382 (4)31,3488 (3)19,2912
timidina (3) =71,9735 {(Z)-445,6776 (4)-6,2838 (1)-20,4263
adenina (8) 96,7714 (8)Y125,7165% (7)90,8481

guanina () 11,7044 (8)79{&947 (7140,1844

Os Nnimeros entre parénteses representam as posigdes nos aneis das
bases.




Tabela 10: Entalpia de Formagio de Frodutos (AHf) (Kcal/mol)}

érnduto AH¢ 7

ptilfenilcitosina (5) 77,7322 (4) S,584% (3)2&,3275
etilfeniltimidina (1)-40,3464 (4)-51,7873% ’ :
etilfeniladernina {8) &£8,3622 (7) 86,2959
gtilfeniloguanina (8) 24,1131 - (7)Y 38,7854 .

Os nameros emntre parénteses representam as posiglies nos anels das
hases. :

produto posigio AH ¢
etilfenilmetiladenina (8) 70,1223 ¢
_ (7y 110,48%0
etilfenilmetilguanina; (83} : 23,2187
(7) . 2. 7867

Tabela 17: Emntalpia de Formag3o de Frodutos nas formas radicalar
e neutra (AHf) (Kcal/mol) ‘

praduto forma radicalar forma neutra
etilfenil 26,4957 8,7370
-metiladenima 124, 6473

F-metilguanina 72,9918
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APENDICE 2 -
0 Método do Captador de Spin

A detecgio difeta de radicais livres foi possivel  apébs o
surgimento da ressonancia paramagnética életrﬁhica, atraves das
propriedades dos elétréns desemparel hados. Entretantn,.devidn a
alta reatividade dos radicais livres, eleg apresentam um chtD
tempo de wvida em fTase éanaensada dificultanda a obtengdao de
concentragiies satisfatdrias para detecgldn no estado estaéignérib.

Fara detecgdo pér EFR & necessario obter uma concentragio
maior gue lﬂ"aﬁ, 2 de 100 a 1000 veres este valor para uma
resalugio razcavel do eapéctra do radical. 0 tempm‘ dé medida
minimo est& na ordem de décimos de segundo, enguanto ﬁue o tempo
de wida dos radicais em solugdo em geral s3o bem menores que 1v
milissegundo; com isto, as concentragles de estado estacionario
se mantem,. em geral, ahaixo de 1077M.

Algumas técnicas, como radidlise in situ  de auhentn de
energia, fotdlise de alta intensidade, resfriamento e técnicas de
Flux continuo, foram utilizedas, mas estas em geral =30
dispendiosas e de aplicabilidade limitada em sistemas biolbgicos.
{(Yamazaki, 1977; Baorg, 1972).

Assim a detecgdo por EFR em sistemas bialégicos aera restrita
aps radicais mais estaveis. A técnica da captagio de spin  foi
intrﬁduzida em 1968 (Janzen e Blackburn, 1968; Chalfont et. al.,
1968? pussibiliténda uwin desenvolvimento extensivo no estudo  do

envolvimento de radicais livres no metabolismo de muitos
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xenobidticos . | : : ‘ .

A técnica de captag3o de spin consiste em  empregar - um
camposto diamagnéficm, 0o captador devspin (I)_ﬁue ag reagir com
um radical livre .instével (I1) leva ao actmulo de Qm radical
aduto secundaria, reiétivamente estavel (I111), detectavel por EPR

em fase liguida e & temperatura ambiente. (Esguema B).

CAPTADOR DESPIN + RADICAL ———3p RA&CAL ADUTO

(L) . : (1I1) - C (11X)
R . kf '
NITRONA: —HC=N — + R —p  —HC ~— N—
| ‘ I
o ) ~ B R 0O
NITROSQ: — N=0 + R —_—>» —N—R
. Io
0

Esquema 8: Reagdo de captagdo de spin por nitronas e nitroso

derivados

Os captadores de epin ao reagirem com wm  radical livre
produzem um radical aduto nitréxido de estabilidade conhecida. Os
nitraxidos contém um elétron desemparelhado, deslocalizado entre
o nitrogénio e o odigénio conferindo sua estabilidade. Seu
espechtro de EPR apresenta  pelo menos frés linhas, um
desdohramento hipesrfino devido ao momento magnético do nitrogénio
{I=1). Nacleos co& momentos magnéticos nos substituintes ligados

ao nitrogénio do nitrédxido podem produzir outros desdobramentos
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hiﬁerfinos, | o .

Os caﬁtadores de spin empregaaos contém, na sua maioria, os
grupos funcionais nitrona ou nitraso; (Evans,_i?79) (Esguema 8).
s captadores de spin da claése das nitronas sempre> terdo um
hidrogenio r1é Carband—d; e portanto, o radical aduto derivado de
gualguer radical captado terév& iinhar_-;:l au 4 linhas quandq as
constantes de desdmbraﬁentos hipeffinms_coincidiremf Neste caso,
a diferenga entre os radicais adutos derivados de diferentes
tradicais primérims COHn uh méEmo captadof, estara nos valores das
caonztantes de desdobramentos hiperfinos do nitrogenio (éM) e do
hidrogénio (aH), o qué ndo & suficiente para uma identifi;agao
inequiveoca da estrutura do radical captado.. (danzen, 198C§ Janzen
et. al., 1985).

0= captadores pertencentes & classe dos nitrmso' derivados
oferecem mais informaglies sobhre a egttutura do radical captado,
uma vez que esse se liga diretamente ao nitrogénio do captador e
os  desdobram=ntas hiperfinos devidos ao radical priméaric s3o
ohservaveis. No entanto. nitrdso derivados s3o téfmica 2
fotoguimicamente instavelis, formando dimeros inertes. Além disto,
sstes compostos tem baixa solubilidade em &gua, o gue dificulta a
sua utilizag¥o em sistemas bioldagicos. (Ferkins, 1980).

Uma abordagem que fol utilizada com sucesso na identificaglo
do radical primario, foi no metabolismo microssomal da fenelzina,
onde o radical Z-feniletila-FOBM fol purificado e caracterizado
por espectrometria  de massa. Outra abordagem € a2 substituigio
isotdapica no CDmpoéto precursor do radical, no elemento onde sera

localizado o elétron desemparelhado, o que provoca o aparecimento
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deAdesdDbranuentos hiﬁerfihos adicionais no espectro de EPR.

0 uso desta técnica esta se farnando bastante difundido,
dada sua | simplicidade requerendo- pequenas‘ quantidades de
material, eélém de_ser a unica paré detectar radicaisi altamente
transientes em faseéAcondensadas.'Entretanto, o método apresenta
varios problemas inerentes principalmente a sistemas bioldagicos
complexos. (Janzen, 1985; Janzen et. al., 198%5; ﬁugustD; 1984).

Assim, deve—ze émnsiderar a escolﬁa do captador adeqﬁada
guanto a velocidade de }eaééo de captagdo e a estabilidade do
radical aduto formado no meio de reagdc. Em geral, as reéq&es de
captagiio podem compétir com outras reagiies radicalares, gquando
utilizadas altas concentragpes de captador.

A esstabilidade dos rédicais adutos & menos estudada. Os
processos mais comuns  de decaimento dos nitréxidms sda  por

redugdio ou por oxidaglio (Esguema ?), anulando o sinal de EFR.

Esquema ?: Processos mais comuns de Decaimento de Nitrdxidos
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Levando—se em consideragio estes fatores, os captadores de
Spih mais utilizados s23o FEN, FOEN e t—-NR; e DMFO, para radicais

de carbono e de oxigénio respectivamente. (Esgquema 10Q}).

3 tert-HITROSOBUTARD (t-iB) S e
o - ‘

( H3C)kC-N=0 (HsC)C-N-R

Oo.‘

5,5 ~DIMETILPIRROLIHA~N~0XID0 (DKPG)

H3C:! l R 7 HsC:[ [(R L : i
HsC N/ H . ,H3C Aw %4 o T _

o- L o
FERIL- tcri—BUTILHH‘mnA (PBN) _
@rovictom Qyny-con
i .

o- o

P

C(~(4-P!RHHL-ﬂ-UXlDU)H”&!i—BUT!LﬂlTRUHA(POBH)

”O-—’NO)-CH-I\I*C(CH:QSB“ ) ‘\!O; C N C(CHs)s

o- RO

Ezsquema 10: Captadores de spin mais utilizados

A guantificag¥do de radicais formados & mais complexa, uma
vez que a formagdo do radical aduto &, em geral, menor do gue a
formagso do radical primdério. Todavia, manipulagles do sistema
podem sesr usadas bara estudar os fatores relevantes na formagio

do radical e para fazer correlaglies, Jja gque a intensidade
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integrada do sinal de EFR é proporcional a concentraggé do
radical. (Janmzen et. al., 1985; Augusto et. ai,, 198%8).

Apesar (jog problemas inerentes aarmétodo,va técnica,;  quando
criteriosamente aplicada, e Qm instrumento poderoso- para »a
investigagdo .de aspéctoé.macanisticos de processos fisialégicos'
envalvendo‘ x’adicais livres. Com sua apiicagﬁa & possivel n¥o  s6
detectar a TormagHo deAradicais liQres e até sua estrufuras CoOmo

também estabelecer seu envolvimento em alteragiBes de um alvo

hioldégico.



