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Divulgacao

DNA DAMAGE INDUCED BY THE AUTOXIDATION OF S(IV) IN THE PRESENCE OF TRANSITION METAL IONS. The
oxidation of sulfite catalyzed by transition metal ions produces reactive oxysulfur species that can damage plasmid and isolated

DNA in vitro. Among the four DNA bases, guanine is the most sensitive to one-electron oxidation promoted by the species formed
in the autoxidation of sulfite (HSOS’, HOr, SO3", SO ) and SOS”) due to its low reduction potential and ability to bind transition
metal ions capable to catalyze oxidative processes. Some oxidative DNA lesions are promutagenic and oxidative DNA damage is
proposed to play a crucial role in certain human pathologies, including cancer.
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INTRODUCAO

O baixo custo, a eficiéncia e a versatilidade fazem com que o
diéxido de enxofre seja largamente utilizado com finalidades in-
dustriais. S(IV) (SO,*, HSO, e H,SO,) € usado como antioxidante
em industrias farmacéuticas e alimenticias'. Sulfito ¢ adicionado
ao vinho, em concentracdes de até de 6 mM, devido a sua acdo anti-
séptica e antioxidante. O didxido de enxofre € adicionado durante a
etapa de clarificacdo do melado da cana de coloracio escura e da
polpa de celulose em indistrias de celulose e papel. Também tem
sido empregado para diminui¢do da concentragdo do oxigénio dis-
solvido em dgua destinada a geracdo de vapor e no tratamento de
minérios de sulfeto.

Do ponto de vista ambiental, SO, € um importante poluente
atmosférico, oriundo principalmente da combustdo de combusti-
veis fésseis®. O diéxido de enxofre, bem como os 6xidos de nitro-
génio, sdo os principais precursores da chuva acida, sendo também
responsavel pela formagdo de sulfatos secunddrios que contribuem
para formagao do material particulado na atmosfera.

O aumento da exposi¢cdo humana ao S(IV) faz com que seus
efeitos toxicos sejam alvo de preocupagdo crescente por 6rgaos de
controles ligados ao cuidado da saide humana. Segundo o FDA
(“Food and Drug Administration”), uma em cada 100 pessoas e 4 a
8% dos pacientes asmaticos sdo sensiveis a S(IV)®. A exposicdo a
S(V), embora segura para a maioria da populagio, pode provocar
em pessoas hipersensiveis dificuldades respiratdrias, choque
anafildtico e urticéria®.

No Brasil, a Resolu¢do - RDC n°® 34 da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria), de 9 de marco de 2001, estabe-
lece os limites maximos de S(IV) e outros aditivos em alimentos a
fim de minimizar os riscos a populacdo. O limite mdximo permiti-
do de sulfito total (expresso em SO,) €: 0,035 ¢/100 mL, 0,002 g/
100 g e 0,020 g/100 mL para vinhos, aguicar refinado e sucos de
frutas (exceto suco de caju, cujo limite maximo € de 0,3 g/100
mL), respectivamente.

A literatura descreve possiveis efeitos genéticos adversos do
S(IV), atuando como agente mutagénico, comutagénico ou
carcinogénico™®. O fon sulfito ¢ responsdvel por alguns dos efeitos
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nocivos as proteinas e dcidos nucléicos, como deaminacio da
citosina e adigdo de bisulfito a timina e uracila®. Os mecanismos
envolvidos na toxicidade do sulfito ndo estdo completamente es-
clarecidos, mas vdrios estudos t€ém sugerido que os radicais de Oxi-
dos de enxofre (SO,", SO, ou SO,™) oxidam biomoléculas, inclu-
indo lipidios, proteinas e DNA™. Alguns fons metélicos de transi-
¢3o tém um papel importante na formacdo desses radicais, uma
vez que catalisam a oxidagdo de sulfito pelo oxigénio!®!.

Autoxidacao de S(IV) catalisada por ions metalicos de
transiciao

A oxidagdo de S(IV) por O,, também chamada de autoxidagdo,
é um processo termodinamicamente favordvel; no entanto, esta re-
acdo ¢ extremamente lenta, sendo que alguns fons metdlicos de
transicdo, ou seus complexos, apresentam efeito catalitico.

A autoxidagio de S(IV) catalisada por fons metalicos de tran-
si¢do em meio aquoso tem sido tema de um grande nimero de
estudos'**’; a maioria sugere um mecanismo radicalar conforme pro-
posto inicialmente por Backstrom em 1934,

Obteve-se um grande avango na compreensdo do efeito catalitico
de alguns fons metdlicos de transicdo em estudos envolvendo fons
metdlicos complexados, nos quais foi possivel acompanhar a vari-
acdo do estado de valéncia do fon metdlico. Estudos envolvendo os
sistemas Fe(IIl)/tris 1,10-fenantrolina®, Co(IT)/Co(IIT)/tris>***, Co(I1)/
Co(III)/NH,*, Fe(ID)/Fe(Il)/EDTA, Fe(Il), Mn(II), Co(II), Ni(II),
Cu(Il) e V(IV) com ftalocianinas®, Mn(III)/CDTA*, Co(II)/Co(III)/
N, 2%, Mn(II)/Mn(IIT)/Ac”', Mn(II)/Mn(III)/N,*, Ni(I)/Ni(I1I)/
cyclam®*, Ni(OH),/Ni(OH)_ *, Cu(I)/Cu(IIT)***' e Ni(I)/Ni(IIT)**
com tetraglicina em meio aquoso, indicam que o mecanismo da
autoxidag@o de S(IV) envolve um ciclo de oxidorredugdo dos fons
metdlicos, que depende do balango da concentragio de O, e S(IV)*.

Mecanismo da autoxidagdo de S(1V) catalisada por ions
metdlicos de transigcdo

O processo catalitico € iniciado pelo fon metdlico no estado de
valéncia 3+, M(II). Se o fon metdlico estiver presente na forma
bivalente M(II), a geracdo de M(III) pode ocorrer pela oxidacdo
com o oxigénio dissolvido (Esquema 1, Equacdo 1). No caso de
Cu(Il) complexado com tetraglicina, Anast e Margerum® sugeri-
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ram uma reacdo de desproporcionamento (Equacio 2). Estudos adi-
cionais realizados por Coichev e colaboradores®®“2, mostraram um
efeito sinérgico com o fon Ni(Il). Dependendo da natureza do fon
metdlico e do ligante coordenado, pode ocorrer ainda a formacao de
complexos mistos (Equacdo 3)5342,

Uma outra possibilidade que deve ser considerada ¢ o ion Fe(I1I),
como iniciador, presente na forma de impureza nos reagentes e na
dgua deionizada (10 a 10 M)314647,

No inicio do processo de autocatdlise hd a redugio de M(III) por
S(IV), gerando o radical SO,™ (Equagio 4), que rapidamente reage

Inicio (na auséncia de M(lll) adicionado)

M(l) + Oy — M(lll) + O, (1)
2M(Il) = M(l) + Ml 2)
M() + SO == M(ID) (SOs)——= M(ll) (SOs) ®)
t  Cidoredox |
Autocatalise
M(Ill) + SO05> —> M(ll) + SO lenta (4)
SO + 0, —— SOs™ (5)
M) + SOs™ = M(lll) + SOs* (6)
SOs* + H' === HSOs (7)
M(Il) + HSOs — M(lll) + SOZ + HO' (8)
ou M(l) + HSOs — M(lll) + SO, + OH 9)
M(Il) + SO~ —— M(lll) + SO (10)

Propagacéo da Cadeia

SO~ + S0 —> S0s> + SO05™ (11)
SO~ + S0 —> S0,2 + S04~ (12)
SOs™ + HSO; — HSOs + SO5™ (13)
SOs™ + SO~ — 250, + O, (14)
S0, + SO —— SO + SO;” (15)
SO, + HSO; — S0~ + SO~ + H' (16)

Formagao dos Produtos / Término da Cadeia

HSOs™ + SO~ —— 280/ + H' (17)
HSOs + HSO; —— 2S04 + 2H* (18)
SO~ + SO — S04 (19)
SO, + SO, — S04 (20)
SO~ + SO~ — S04 + O, (21)
SO~ + SO7 — S04 + 0O, (22)
SOs™ + 07 —> SO + O (23)
0" + H' == HO; (24)
0" + HO,Y —— HO, + O (25)
HO,”  + H* <= H0, (26)
HSO05/S0s* + H,0, —> HS0, /SO + H,0 (27)

M = Co(ll)/Co(lllYris™, Co(l1)/Co(IY/N;*®, Mn(Il)/Mn(lll/AC™™",
Mn(I1)/Mn(lI)/N,*, Ni(Il/Ni(lll)/cyclam®*, Ni(OH),/Ni(OH),*, Cu(ll)/Cu(lll)**'
e Ni(ll)/Ni(1l1)**** com tetraglicina em meio aquoso.

Esquema 1. Mecanismo da autoxidag¢do de S(IV) catalisada por ions
metdlicos de transigdo
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com o oxigénio para produzir fortes oxidantes como o radical SO~
(Equag@o 5) e o anion HSO," (Equagdo 7). Estas espécies, por sua
vez, oxidam o fon metédlico (Equagdes 6, 8-10) formando SO, e
HO'. Apés estas reagdes, seguem etapas de propagacdo em cadeia
nas quais alguns dos produtos finais sdo SO,*, S,0,> e S,0,> (Equa-
¢des 11-27)*%,

LESAO EM DNA INDUZIDA PELA AUTOXIDACAO DE
SULFITO NA PRESENCA DE iONS METALICOS DE
TRANSICAO

Alguns estudos mostram que o fon sulfito pode provocar lesdo
no DNA, com baixo rendimento. Diversos estudos in vitro® indicam
que os radicais SO, e SO, reagem com &cidos nucl€icos produ-
zindo 8-0x0-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodGuo), quebra das
fitas do DNA* ¢ da ligac@o proteina — DNA.

Segundo alguns autores, a guanina seria um alvo preferencial
para sofrer oxidagdo devido a seu baixo potencial de redugdo (Ta-
bela 1) e a sua habilidade para se ligar a fons metdlicos de transi¢cido
capazes de catalisarem processos oxidativos*-’.

Entretanto, os radicais formados na autoxidag¢do de S(IV) po-
dem provocar lesdes em outras biomoléculas e estruturas celulares
dependendo da reatividade, proximidade de geracdo com a molé-
cula alvo e presenca de antioxidantes. Tais lesdes, se ndo repara-
das, podem comprometer o funcionamento da célula.

A seguir sdo apresentados os estudos especificos de lesdo no
DNA pelas possiveis espécies formadas (HSO,, HO", SO,", SO,
e SO,") na autoxidagdo de sulfito (Esquema 1).

Tabela 1. Potencial de redug@o de alguns 6xidos de enxofre (vs
E.N.H.)!"!

Par redox E° (V) pH
SO,~ /SO 0,63 — 0,89 > 7,0
SO,~ /80> 0,84 3,6
SO,~/S0,* 2,43 - 3,08 -
SO /S0O” -0,93 -
SO,/ H,SO0, 0,172 -
SO~/ HSO, 1,1 7,0
HSO, / HSO, 1,81 - 1,842 -
HSO, /SO 1,75 3-9
SO> /SO 1,22 > 10
HO"/H,0 2,31 7
G*/G 1,29 7
A" A 1,42 7
Cc+/C 1,60 7
/T 1,70 7
8-0x0G™ / 8-0x0G 0,58 8
8-0x0dA™ / 8-oxodA 0,92 8

O radical sulfito (SO,~) pode ser gerado nas c€lulas pela oxida-
¢do de SO,* mediada por enzimas ou por oxidagdo pelo oxigénio™*.
Tem sido relatado que metionina é oxidada a seu sulféxido corres-
pondente, em pH neutro, durante a oxidagdo aerdébica de SO,*. O
radical sulfito também provoca a oxidac@o de 3-caroteno, triptofano®>
e forma compostos de adigdo a dupla ligagdo em alcenos™.

Experimentos realizados por Shi e Mao* mostram que a incu-
bacdo de solugdo de sulfito com DNA por 4 h causa rendimento
baixo de produgdo de lesdio, no entanto, na presenca de Cr(VI) sdo
observados niveis maiores de quebra da dupla fita do DNA. Segun-
do esses autores, a oxidagdo de sulfito na presenca de Cr(VI) gera
somente o radical SO,™, ndo sendo detectada a formagéo do radical
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HO'. Desta maneira, foi sugerido que o radical SO, pode ser o
responsével pela lesio no DNA®. No entanto, na presenca desses
reagentes deve haver a formacdo de outros radicais capazes de cau-
sarem a quebra observada da dupla fita do DNA e oxidagdo da 2’-
deoxiguanosina (dGuo).

O mecanismo proposto por Shi e Mao* para a formacéo de 8-
hidroxi-2’-deoxiguanosina (8 OHdGuo) envolvendo radicais SO,
estd representado nas Equagdes 28 - 30. Este mecanismo mostra a
formacdo dos intermedidrios dGuo™ e dGuoHO", os quais também
podem reagir com dgua ou outros solventes, como por ex. dlcoois.

dGuo + SO,~ — dGuo™ + SO (28)
dGuo™* + H,0 — dGuoHO" + SO + H* 29)
dGuoHO' + SO, — dGuoO (8-OHdGuo) + SO.> + H*  (30)

Kawanishi et al.* observaram uma modificacdo especifica na
dupla hélice do DNA, centrada na guanina, na presenga de CoCl,,
sulfito (1-2 mM) e oxigénio. Essa modificagdo foi atribuida a for-
magdo de SO,". No entanto, quando o fon metédlico empregado foi
Cu(Il), uma clivagem aleatéria maior no DNA foi sugerida a partir
da oxidacdo de DNA por SO,".

Alguns autores sugerem que SO,™, e ndo SO,", € o responsdvel
pela lesdo observada no DNA em meio contendo [NiKGH-CONHz]*
(KGH = lisilglicil-histidina) e sulfito’. No entanto, outras espécies,
como peroxomonosulfato (SO,*), necessitam também ser conside-
radas’. Desta forma, foram realizados estudos com [NiCR]* (CR =
2,12-dimetil-3,7,11,17-tetraazabiciclo[11,3,1]-heptadecano-
1(17),2,11,13,15-pentaeno) e [NiIKGH-CONH,]* para verificar a
participagdo de SO, com base nas equagdes postuladas por Coichev
e van Eldik (Esquema 1, Equagdes. 4 -10) para as etapas de inicio e
propagacio da cadeia®.

Considerando os potenciais de reducido, ambos complexos
[Ni"KGH-CONH_]** (0,9 V vs. EN.H.) e [Ni""CR]* (1,3 V vs.
E.N.H.)7 podem oxidar SO, a SO, (E'SO,~/ SO, ~ 0,63 V vs.
E.N.H., Equagdo. 4) °. O SO, formado reage rapidamente com O,
para formar SO, (Equagio 5). Assim, o SO, formado (E'SO,~ /
SO/ ~ 1,1 V vs. E.NN.H.) pode oxidar o complexo [Ni"KGH-
CONH,_]* (Equacdo 6) gerando [Ni"KGH-NH,]* e SO.>. HSO,
também pode oxidar [Ni"KGH-NH,]* (Equagdes 8 ¢ 9). No entan-
to, a oxidagdo do complexo de [Ni"CR]* por SO, (Equagdo 6) nio
¢ favoravel (deduzido a partir dos potenciais de redugdo), havendo
conseqiientemente a reagdo de dimerizagdo do SO~ para produzir
SO,~ e O, (Equagdo 14)*°. O radical SO,~, que pode também ser
formado como na Equagdo 9, possui um potencial de redugdo sufi-
cientemente alto (2,43 — 3,08 V vs E.N.H.) para oxidar os dois com-
plexos de Ni(II). ’

Muller e colaboradores’, em estudos de lesdes no DNA induzidas
pela autoxidacao de sulfito catalisada por alguns complexos de Ni(Il),
discutiram a reatividade dos diferentes radicais. O radical SO,", pro-
duto inicial (Equagdo 4), seria um agente improvdvel para lesar o
DNA, devido ao tempo de vida curto na presenga de oxigénio (Equa-
¢do 5), além disso, seu potencial de redugdo (E"so; 1sox~ 0,63V vs
E.N.H.) é baixo para a oxidagdo de um elétron da guanina, cujo
potencial de reducdo é E°gg = 1,14 - 1,24 V vs EN.H.

As propriedades do radical SO, ndo sdo bem conhecidas, no
entanto, a sua reatividade alta a reacfio de dimerizac@o leva a forma-
¢do de SO, (Equagdo 14). Por outro lado, seu potencial de redugdo
baixo (E°so; /HSO, ~ 1,1 V vs. EN.H.) comparado com a guanina e
sua reatividade baixa com etanol (k < 10° M s'') mostraram que este
radical € o agente lesivo ao DNA menos vidvel®.

SO, ou HSO,, os oxidantes mais potentes, podem oxidar os
quatro nucleosideos no DNA. No entanto, no caso de Ni(II) comple-
xado com peptideos ([NiIKGH-NH_]*, [NiCR]*) ° foi observada uma
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alta seletividade na oxidag¢@o da guanina, em comparagdo com 0s
outros nucleosideos.

Segundo Burrows e Muller’', a identificacdo dos radicais (SO,~
, SO, e HSOy, gerados a partir da autoxidag@o de sulfito na pre-
senca de fons metdlicos de transi¢do) envolvidos na oxidagdo dos
dcidos nucléicos ¢ dificil.

A reag@o do SO, com nucleosideos € desconhecida, mas a
reagdo dos complexos de Cu(Il) e Ni(Il) com HSO, pode produzir
SO, e HO" (Equacdes 8 e 9)**, este dltimo um forte oxidante,
capaz de lesar diversas biomoléculas.

Na literatura, encontram-se varios estudos da lesdo causada no
DNA pela autoxidagdo de sulfito na presenga de complexos de
Mn(I1)%-2, Cr(VI)®63, Fe(II1)59:0064  Co(I1)*5%65, Ni(I[)74%60.6468 ¢
Cu(I)*%, Foi sugerido que ocorre oxidacg@o especifica da base
da guanina, pela geragdo de SO,~".

Estudos sistemadticos de ligantes macrociclicos coordenados ao
Ni(II), mostraram a importancia do tamanho do anel, grau de
insaturacdo, efeito estérico e potencial de oxidorreducido, na capa-
cidade de ligacdo ao DNA afetando sua reatividade®.

Coichev e colaboradores™ investigaram a lesdo oxidativa no DNA
na presenca de sulfito e complexos de Cu(II)/Cu(Ill)/tetraglicina. Estes
estudos combinados com um estudo cinético detalhado e a elucidacio
do mecanismo da reagdo contribuiram para evidenciar que uma parte
do Cu(Ill)/tetraglicina formado permanece em solugdo contendo o
DNA. Estudos por EPR”' permitiram verificar a formacio dos radi-
cais SO,” e HO durante a reagdo estudada. Embora os radicais SO,
e SO, ndo tenham sido detectados, a participagdo destas espécies,
no mecanismo de lesdo no DNA, ndo pode ser descartada. O captador
de spin usado (DMPO = 5,5 dimetil-1-pirrolina-N-6xido), presente
em excesso suficiente quando a reacdo foi iniciada, possivelmente
deve ter captado todo o radical sulfito assim que este se formou, ndo
permitindo a subseqiiente formag@o dos outros radicais.

Lesao no DNA por HSO,

Experimentos nos quais a espécie de enxofre foi adicionada na
forma de S(VIII), (HSO;, SO*), um forte oxidante (Tabela 1), na
presenca de fons complexos também foram realizados.

Foi proposto que na reacdo de HSO_ com [Co(H,0),]* hd a
formagdo de SO, (Equagdes 31 - 36) e na presenca de DNA ha
uma lesdo oxidativa na dupla fita do DNA, preferencialmente na
guanina*®. Qutros ligantes coordenados ao ion cobalto foram uti-
lizados para verificar a lesdo no DNA. Observou-se que a intensi-
dade da lesdo obedece a ordem: [Co(H,0),]Cl, >> [Co(NH,).CI]CI,
> [Co(cyclam)CL,]CI > [Co(bipy),](ClO,), > [Co(NH,)](CIO,),. As
espécies de Co(Ill) possuem um potencial de redug@o alto, o qual €
crucial na decomposi¢do de HSO,, sendo o HSO, oxidado a radi-
cal peroxomonosulfato, SO,~*. O potencial de redugdo de SO, /
HSO, foi estimado em 1,1 V (vs. EN.H.), enquanto que os com-
plexos de cobalto (IIT) citados possuem potenciais de reducéo (Co"/
Co") << 1,0 V (vs. ENN.H.)*. Desta maneira, foi sugerido que a
espécie gerada, SO, pela reagdo dos complexos Co(I)/(II) e HSO, €
a responsavel pela oxidagdo da guanina®.

Co" + H,0 CoOH* + H* 31)
CoOH* + HSO, —» Co"0* + H,0 + SO, 32)
ColO* + 2H* Co' + H,0 33)
Co' + HSO, — Co" + H* + SO~ (34)
250, === ‘0,S0000S0* (35)
0,S000080* — 0O, + 250, (36)

(Obs: Nas Equagdes 31 — 36, fons de cobalto estdo complexados
com os ligantes citados no pardgrafo anterior)™.
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A partir da reagdo de HSO,” com o complexo de [Ni(cyclam)]**
(cyclam = 1,4,8,11-tetraazociclotetradecano) foi proposto um me-
canismo que envolve a oxidagdo direta de [Ni(cyclam)]** por
HSOy, para formar SO,~ e OH’, bem como espécies intermedidrias
nas quais o metal central é Ni(Ill) (Equagdo 37). O Ni(Illl) com a
configuracdo eletronica d’ tende a formar complexos com estrutu-
ra tetragonal hexa-coordenada. Assim, na presenca de DNA, os
autores sugeriram que o nitrogénio N7 da guanina possivelmente
se coordena ao Ni(IIT) em um mecanismo de esfera interna®.

HSO, + [Nicyclam]** —s [Nicyclam[** + SO,~ + OH 37

Estudos adicionais de HSO, na presenga de {on brometo mos-
traram a ocorréncia de uma halogenagio das pirimidinas. O inte-
resse nesses estudos refere-se as propriedades bioquimicas e
bioffsicas que os nucleotideos halogenados t¢ém mostrado, tais como
efeitos inibidores no crescimento de bactérias e tumores’™.

Burrows e colaboradores™ nos estudos da oxidagdo de DNA,
mediados por fons metdlicos de transi¢do, mostraram que uma re-
acdo especifica para citosina pode acontecer utilizando {on brometo
e HSOy, mistura essa que lesa o DNA apds tratamento com
piperidina. O mecanismo sugerido para esta reagdo procede via
geragdo de Br, in situ, com posterior adigdo de Br e OH a dupla
ligagdo 5, 6 respectivamente.

O radical sulfato (SO,"), um oxidante extremamente for-
te#30.9.656674 & capaz de oxidar guanosina e modificar a dupla hé-
lice do DNA com preferéncia pela guanina®®. A constante de
velocidade para a reagdo de SO, com dGuo (2,3 x 10° M s™)€é 10
vezes maior que com algum outro deoxinucleosideo® e aproxima-
damente 100 vezes maior que a oxidagdo do agucar (D-ribose, 3,8
x 10" M s). Assim, o radical sulfato formado pela decomposicdo
catalitica de HSO,” por Co(II)****%* poderia supostamente oxidar
predominantemente residuos guanina no DNA®. Estes resultados
foram comparados com outros estudos nos quais a producio de
radicais sulfato foi realizada via fotdlise de persulfato (S,0,%)",
onde se observou que a clivagem padrdo (seguida por tratamento
com piperidina) foi essencialmente igual aquela obtida com o siste-
ma Co(II)/KHSO, e com modificagio especifica na guanina®. Estes
resultados apdiam a id€ia de que o radical SO, € produzido a partir
da reacdo de sulfito com oxigénio na presenca de Co(Il) e causa a
alteragdo na guanina®®.

Em comparag@o com radicais hidroxila (que causam clivagem
na fita do DNA preferencialmente nas posi¢des guanina e timina)®,
os radicais sulfato t&ém menor tendéncia para reagir com as duplas
ligacdes da timina”. Nakayama e colaboradores™ relataram que o
orbital molecular ocupado de nivel de energia maior da guanina € o
mais energético entre as bases dos dcidos nucléicos, sendo portanto
oxidada mais facilmente. A predominancia da alteragdo da guanina
pela reagdo de Co(I)/KHSO, pode ser atribuida ao SO,", que € o
agente oxidante efetivo de transferéncia de elétrons” .

Lesao em DNA provocada por alguns radicais de 6xidos de
enxofre em meio alcodlico

Foram realizados estudos em meio alcodlico, com finalidade de
evidenciar a formago de radicais SO, e também investigar 0 pos-
sivel envolvimento de SO, e SO. na lesdo no DNA®?46.30565,

Foi sugerido que SO, reage facilmente com etanol, enquanto
SO, e SO, reagem 10 mil vezes mais lentamente®*®. Além disso,
o alcool t-butanol reage cerca de 1000 vezes mais rapido com radi-
cal hidroxila que com os radicais de sulfito®*%. Estudos de Muller
e colaboradores® revelaram que o radical HO" reage com élcoois
(etanol e t-butanol), e o radical SO, € seqilestrado somente por
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etanol e reage 100 vezes mais lentamente com t-butanol. Surpre-
endentemente, a adi¢do de etanol ou t-butanol permitiu um aumen-
to na reatividade do DNA (50 e 7%, respectivamente)>>’.

A adi¢o de 25 mM de etanol a uma reagdo de CoCl,, HSO, e
oligodeoxinucleotideos, d(ATATCAGATCTAGACTAT) (Tabela 2),
leva a uma inibigdo de cerca de 89% em relacdo a incubacdo na
auséncia de dlcool®. Concentracdes maiores de etanol, 50 ou 100
mM, reduzem em 95% a ocorréncia de quebra em fita de DNA.
Entretanto, em experimentos andlogos utilizando o t-butanol ndo
foi observada inibicdo da lesdo. Outros resultados obtidos com
[NiCRJ** e [NiIKGH-CONH,_]+ estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Variagdes na % de quebra da fita de DNA®* em meio
alcodlico.Reproduzida da ref. 50 com permissdo da “The Ameri-
can Chemical Society”

Reagentes Alcool Variacdo da clivagem
ao DNA (%)"*

Fotdlise de K,S,0, 25 mM etanol -80

50 mM etanol -84

100 mM etanol -90

25 mM t-butanol +21

50 mM t-butanol +17

100 mM t-butanol -08
CoClf + KHSO,* 25 mM etanol -89

50 mM etanol -97

100 mM etanol -95

25 mM t-butanol +05

50 mM t-butanol +05

100 mM t-butanol -01
NiCR® + KHSO,* 25 mM etanol -12

50 mM etanol -24

100 mM etanol -48

25 mM t-butanol +09

50 mM t-butanol +03

100 mM t-butanol +03

* Oligodeoxinucleotideo, d(ATATCAGATCTAGACTAT) 3 uM.
® Erro estimado em + 10%. ¢ [NiCR] e [CoCl,] = 3 uM. ¢ [KHSO,]
=50 mM.* variacdo da clivagem ao DNA = diferenca da clivagem
com e sem dlcool.

Experiéncias em meio de 25 mM de etanol ou t-butanol, com
produgdo fotolitica de radical sulfato, mostraram uma redugdo de
80% e um aumento de 21%, respectivamente, nas quebras da fita
de DNA mediada por radical sulfato®.

Estas observagdes para a modificagdo de DNA a partir de CoCl,
e HSO, parecem ser consistentes com a producdo maior de radical
sulfato (SO,”) que a dos radicais peroxomonosulfato (SO,") e
hidroxila (HO").

No entanto, outros resultados obtidos com NiCR e HSO, fo-
ram diferentes®. Quando 25 mM de etanol foi adicionado ao DNA
na presenca de NiCR e HSO; a diferenga na propor¢do da quebra
da fita, na presenga de dlcool, diminuiu somente em 12%, enquan-
to a adi¢do de 100 mM de etanol resultou em uma redugio de 48%.
Esses dados podem sugerir que enquanto a reagao envolvendo CoCl,
produz uma quantidade alta de radical sulfato, reacdes empregan-
do NiCR podem envolver um intermedidrio no qual o complexo de
niquel (IIT) liga-se a SO, produzindo efetivamente um complexo
misto com o radical sulfato, o qual pode ser formado desde a sua
geracdo na presenca de etanol (Equagdes 38 e 39).

[Co"(H,0),LI* + HSO, —» [Co"(H,0),(OH)LI* + SO, + 2H* (38)
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L = H,0 ou G N7 do DNA
[Ni"CR]* + HSO; —» [Ni""CR(L)(SO,)]** + OH (39)
L = G N7 de DNA

PRODUTOS RESULTANTES DA OXIDACAO DO DNA

Como mencionado anteriormente, dentre as espécies formadas a
partir da autoxidagdo do sulfito (SO,", SO,", SO, HO" e HSO,), o
radical sulfato € a espécie mais reativa devido ao maior potencial de
reducdo (Tabela 1) e € apontada como a espécie mais provavel de
promover lesdo no DNA, reagindo com a base de menor potencial de
redugio, a guanina®' (Tabela 1). No entanto, um dos seus produtos de
oxidagdo, 8-0xodG, também pode ser oxidado, sendo o seu potencial
de redug@o menor ainda, 0,58 V316480 (yvg EN.H., Tabela 1).

A maioria dos oxidantes reage com a guanina por mecanismo
de um elétron, levando a formagdo do cation radical G™* que, apds
sofrer hidratacdo seguida de oxidagdo por um elétron, forma a 8-
oxodG (Figura 1, composto A). Por outro lado, o cation radical da
guanina desprotonado (G-H)" ndo sofre hidratacdo, entretanto, adi-
¢oes de O, no radical centrado no C, levam a uma seqii€ncia de
reagdes que conduz a formagdo de imidazolona (Figura 1, composto
E) e oxazolona®'® (Figura 1, composto F).

10 ix L)
HN N T HN

et dR ‘

o H
|
N

>
LIy
HN\N \

xt\\ 02 ﬁi\\*%j <L

(G-HY’

M E F

Figura 1. Produtos secunddrios formados a partir do cdtion radical guanina.
(A) 8-0x0dG; (M) forma ressonante de (G-H); (E) Imidazolona e (F)
Oxazolona. dR: desoxirribose. Reproduzida da ref. 51 com permissdo da
“The American Chemical Society”

Estudos sugerem que os niveis bases de 8-oxodGuo em células
humanas séo de 0,3 - 4,2 8-oxodGuo por 10° G *2. Portanto, a quimi-
ca relacionada a 8-0xodG € de interesse particular. 8-0xodG ou a
sua forma tautomérica, 7,8-diidro-8-hidroxoguanina, podem ser for-
madas até por 4 reagdes diferentes (Figura 2). Assim, C, parece ser
susceptivel a adi¢ao de radical HO*', como € indicado na Figura 2
(reacdo 1).

Finalmente, uma outra reacdo de oxidacdo da guanina seria
possivel a partir de espécies oxo metdlicas capazes de transferir
atomos de oxigénio® (Figura 2, reagdo 4).

LESAO NO DNA POR HO'

Tem sido demonstrado que o produto principal da oxidacdo da
dGuo por HO® em solug@o aquosa aerada € o 2,2-diamino-4-[(2-
deoxi-B-D-eritro-pentofuranosil) amino]-5 (2H)-oxazolona (dZ),
juntamente com seu precursor 14bil, o 2-amino-5-[(2-deoxi-B-D-
eritro-pentofuranosil) amino]-4H-Imidazo-4-ona (Figura 3).

O radical HO® produzido pela autoxidacdo de S(IV) também
deve ser considerado como um possivel agente de lesdo no DNA,
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Figura 2. Mecanismos de reagdo para a formagdo da 8-oxodG a partir da
guanina. (A) 8-oxodG (7,8-diidro-8-hidroxoguanina); (N) 8-
hidroperoxiguanina; (P) intermedidrio de guanina e complexo de Ruténio
(IV). R: ribose. Reproduzida da ref. 51 com permissdo da “The American
Chemical Society”
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Figura 3. Produto principal da oxida¢do da dGuo por HO em solugdo aquosa
aerada. dZ: 2, 2-diamino-4-[(2-deoxi-f-D-eritro-pentofuranosil) amino]-
5(2H)-oxazolona. dR: desoxirribose; dIZ: nucleosideo Imidazolona.

Reproduzida da ref. 81 com permissdo da Elsevier

conforme mecanismo apresentado no Esquema I. Por ex., segun-
do Shi et al.** a autoxidacdo de SO,* gera ndo s6 radicais SO,~
como também HO", sendo ambos detectados por EPR. Esses radl—
cais causam oxida¢@o da dGuo, gerando 8-oxodGuo e quebras da
dupla fita do DNA.

Reacfio de purinas com HO’

Informagdes importantes sobre a formagao de lesdes oxidativas
na guanina tém sido obtidas em diversos estudos sobre os efeitos do
HO' em dGuo, oligonucleotidos ¢ DNA isolado®.

O radical HO' interage com a guanina pela adicdo preferenci-
almente nas posi¢des C(8) e C(4) do anel para formar radicais 1 e
5, respectivamente® (Figuras 4 ¢ 5).

Com dGuo, as geragdes dos radicais 1 e 5 sdo 17 e 50-60%,
respectivamente, considerando que o radical 1 tem propriedades
redutoras e o radical 5, propriedades oxidantes, a adi¢do de HO" a
C(5) da guanina é um processo menos provavel®. Na auséncia de
oxigénio, no radical 1 ocorre abertura do anel do radical com uma
constante de velocidade de 2,0 x 107 s gerando o radical 2 (Figu-
ra 4). Na presenca de agentes redutores, o radical 2 € convertido
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no nucleosideo 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina
(FapyG, Figura 4). Na presenca de oxigénio ou agentes oxidantes,
o radical 1 € convertido no produto persistente, 8-oxodGuo (Fi-
gura 4), usado como marcador biolégico de estresse oxidativo®®¥.
O radical 5 sofre uma reagdo de desidratacdo com uma constante
de velocidade de 6,0 x 10° s! em pH 7 para dar o radical oxidado
6 ou 7, dependendo do pH (Figura 5) com um valor de pK, de 3,9
para a dGuo %%, O radical 6, em pH neutro, reage lentamente
com o oxigénio® (k < 10° M s) para produzir a oxazolona®’
(Figura 5). No entanto, no DNA, o radical guanina oxidado tem
carater idnico parcial em um pH neutro, devido a transferéncia
parcial de um préton pela sua base complementar, a citosina®.

P P
Aﬁfa — 1 I

2. dR

‘ oxid ‘ red,

0 o
”j: P!
i NL HN ‘fN\(o
H N)\\N | Tﬁo HzN)%N/ \T "

4. 8-ox0dGuo 3. FapyG
Figura 4. Produtos formados a partir da reagdo do radical HO com a
guanina. (1) e (2) radicais de guanina; (3) FapyG (2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina); (4) 8-oxodGuo (8-oxo-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina).
dR: desoxirribose. Reproduzida da ref. 85 com permissdo da Elsevier
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Figura 5. Produtos formados a partir da reagdo do radical HO com a
guanina. (5), (6) e (7) radicais da guanina; (1) radical intermedidrio; (4) 8-
oxodGuo (8-oxo-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina) e (8) produto oxazolona. dR:
desoxirribose. Reproduzida da ref. 85 com permissdo da Elsevier

Outro caminho de reagdo para o radical 7 (Figura 5) € a hidratagio
(k ~ 17 s para gerar radical 1%, que em presenca de oxidantes é
convertido, entre outros produtos, a 8-oxodG (4). A 8-0xodG € o
produto principal obtido a partir da oxidacdo de DNA¥. O radical
HO'® também interage com adenina por adicdo preferencialmente
nas posi¢des C(4) e C(8) do anel para dar os radicais 9 e 12, respec-
tivamente* (Figuras 6 e 7).

Com adenosina, as geragdes dos radicais 9 e 12 (Figuras 6 e 7)
sdo 30-35 e 37%, respectivamente, relativos ao radical HO". O radi-
cal 12 sofre uma reac@o de anel aberto na auséncia de oxigénio para
gerar o radical 13 (Figura 7). Este dltimo radical, na presenga de
agentes redutores, € convertido ao produto estdvel Fapy A (14) (Fi-
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gura 7). Na presenca de oxigénio ou agentes oxidantes, o radical 12
¢é convertido finalmente a 8-oxodA, produto 15 (Figura 7).

O radical 9 sofre uma reac@o de desidratagdo com uma constan-
te de velocidade de 2 x 10* s! para gerar o radical oxidado 10 (Figura
6), que tem um pK_< 1 ®. Portanto, o radical 10 ndo deveria ter
cardter catidnico em DNA a pH neutro, ndo sendo esperado que se
hidrate, produzindo finalmente 8-oxodA (15). O radical 10 reage
com agentes redutores para regenerar adenina®®. Se a guanina se en-
contra na cadeia adjacente ao radical 10, apés uma rdpida transferén-
cia intramolecular de elétrons, resulta na produgio do radical oxida-
do de guanina (11) (Figura 6). Esta reacao foi revelada unicamente
em oligonucleotideos”. A reacdo ¢ termodinamicamente favoravel,
sendo os potenciais de reducdo de radicais oxidados de guanosina
(radical 6 / guanina) e adenosina (radical 10 / adenina) iguais a 1,29
e 1,42 V (vs. EN.H.), respectivamente®® (Tabela 1).
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Figura 6. Produtos formados a partir da reagdo do radical HO  com adenina.
(9) e (10) radicais da adenina; (11) radical oxidado da guanina. dR:
desoxirribose. Reproduzida da ref. 85 com permissdo da Elsevier
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Figura 7. Produtos formados a partir da rea¢do do radical HO' com adenina.
(12) e (13) radicais da adenina; (14) FapyA; (15) 8-oxodA. dR: desoxirribose.
Reproduzida da ref. 85 com permissdo da Elsevier

Reacdo de pirimidinas com HO’

Com pirimidinas, o radical HO" interage com as duplas liga-
¢des C(5) = C(6) para produzir principalmente dois radicais, que
sdo facilmente diferenciados por suas propriedades redox. O radi-
cal 5-hidroxi-6-il, que corresponde a mais de 70% do produto gera-
do a partir de HO", € reduzido se o radical 6-hidroxi-6-il é oxida-
do®#. Com timina, um radical produzido em menor rendimento é
formado pela abstragdo do dtomo H do seu grupo -CH,. Na auséncia
de oxigénio, esses radicais pirimidinas interagem por adi¢cdo com
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oxigénio para produzir os adutos radicais peroxos corresponden-
tes®. Os adutos peroxos surgem a partir de C(5)-HO". Os adutos
podem sofrer uma reacdo de abstracdo do dtomo de hidrogénio do
acucar das vizinhangas (k ~ 1 s). Se a abstracdo acontece no C(4)’
deste agticar vizinho, uma quebra da cadeia é produzida®.

INTERACAO ENTRE ALGUNS COMPLEXOS
PEPTIDICOS DE {ONS DE COBRE(I) E DNA NA
PRESENCA DE PEROXIDO DE HIDROGENIO?

Uma interagdo entre complexos peptidicos de fons de cobre(Il)
e DNA foi observada a partir de dados espectrofotométricos. Em
solugdes contendo complexos de Cu(Il) e DNA foram observados
hipercromismo (aumento da absortividade molar), hipocromismo
(diminuic@o da absortividade molar) ou batocromismo (desloca-
mento para a regido do vermelho do comprimento de onda de ab-
sor¢do maxima) no DNA®%. Esses efeitos foram atribuidos ao fato
de que complexos de cobre(Il) podem se ligar ao DNA dupla fita de
diferentes modos, liga¢do através de hidrogénio, por forcas de van
der Waals ou coordenagdo entre os fons de cobre(Il) dos complexos
e as bases nitrogenadas do DNA*.

Nos estudos de complexos de Cu(Il), em meio contendo
peréxido de hidrogénio e DNA (Equacdes 40 — 43), a estrutura
geométrica dos complexos que interagem com o DNA € uma pro-
priedade muito importante que indicard indiretamente a extensao
da lesdo no DNA%**. Desta forma, uma ligagéo forte entre o com-
plexo de cobre (II) e DNA dupla fita garante uma proximidade
maior dos radicais a serem formados e, conseqlientemente, a proba-
bilidade de lesar mais acentuadamente a biomolécula. Entretanto,
¢ importante ressaltar que a capacidade de lesar a dupla fita do
DNA também dependerd da eficiéncia da formag@o de radicais li-
vres”. Assim, a extens@o da ligacdo ¢ somente um indicativo do
que poderia influenciar na magnitude da lesdo, mas nao ¢ uma ca-
racteristica definitiva. Por ex., os complexos [Cu(Im),CI]CI e
[Cu(IDB)(NO,),] (Figuras 8A e 8B) (ambos com estrutura pirami-
dal de base quadrada), ligam-se fortemente ao DNA em compara-
¢do ao complexo [Cu(HTCD)]I, (estrutura quadrada plana) (Figu-
ra 8C), sendo a lesdo no DNA maior na presenca deste tltimo com-
plexo e H,O,. Portanto, o modo de ligagdo do complexo
[Cu(HTCD)]I, permite uma proximidade maior dos fons de cobre
ao centro da molécula de DNA®.

Figura 8. Complexos de cobre: (A) [Cu(Im),Cl]CL; (B) [Cu(IDB)(NO,),] e
(C) [Cu(HTCD)]1,. Reproduzida da ref. 93 com permissdo da Elsevier

Desta forma, foi sugerida a formagao de uma ligacdo covalente
ou ndo covalente de DNA — Cu(Il)/ligante antes da formagdo dos
radicais livres (HO)®. Com base nesta idéia foi sugerido um me-
canismo de lesdo no DNA dupla fita a partir da formagao do radi-

Quim. Nova

cal HO' (reacdo de Fenton ou Haber Weiss, Equagdes. 40 - 43)
indicando uma interac@o inicial do complexo de cobre(Il) com o
DNA. Posteriormente, o Cu(ll) ligado ao DNA ¢ reduzido a Cu(l)
por um redutor, € na presenga de H O, hd formagao de radicais
hidroxila muito proximos ao DNA. Finalmente, estes radicais rea-
gem rapidamente com a desoxirribose adjacente do DNA, ocasio-
nando a quebra da fita®.

Reacdo de Fenton.

Cul? + e — CuL* (40)

CuL'* + HO, —» CuL** + OH + HO"  (41)
Mecanismo de Haber-Weiss

CuL™ + O, —» CuL* + O, (42)

0, +H0,— O,+OH + HO" (43)
Complexos indicados na Figura 8.

Finalmente, conclui-se que as lesdes no DNA promovidas pela
autoxidagdo de sulfito, na presenga de fons metalicos de transicao,
claramente envolvem radicais de 6xidos de enxofre (SO;, SO,
SO,") e outras espécies (HSO,, HO") formadas durante este pro-
cesso oxidativo. Os estudos aqui apresentados também indicaram
que existem condic¢des criticas (pH, concentracdo dos reagentes,
natureza do fon metdlico, ligante e concentragdo de oxigénio) a se-
rem consideradas na etapa inicial da reag¢do e na intensidade da
lesdo no DNA®. A identificagdo das espécies envolvidas nem sem-
pre pode ser realizada com seguranga, no entanto, estudos cinéticos
combinados com equilibrios de formagio de fons complexos podem
contribuir para um melhor entendimento da lesdo oxidativa no DNA.
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