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RESUMO

A utilizacdo dos quimioterapicos ifosfamida (IF) e ciclofosfamida (CF) trazem efeitos
indesejados, como morte celular (citotoxico) e danos as células de DNA (genotdxico),
pois, o DNA ¢ o principal alvo de ataques por diferentes tipos de compostos. Devido tais
efeitos, torna-se necessdrio estudar a interacdo dos compostos alquilantes com o DNA.
Portanto, o presente trabalho baseia-se da interacdo eletroquimica entre a IF e CF com
dsDNA (do inglés double stranded Desoxyribonucleic Acid) tendo como objetivo
observar os possiveis danos causados nas bases nitrogenadas do dsDNA. Para esse
estudo, um sensor de carbono vitreo modificado com dsDNA e solugdes incubadas em
dsDNA foram empregadas. A interagdo dos compostos IF e CF e de seus produtos de
degradacdo com o dsDNA foi investigada in vitro por voltametria de pulso diferencial
(VPD) e evidenciada mediante eletroforese e cometa alcalino. No estudo eletroquimico,
observou-se uma condensagdo da cadeia polinucleotidica, guanosina (dGua) e adenosina
(dAdo), que se compactaram ao interagir com o quimioterdpico, dificultado o seu
aparecimento na superficie do eletrodo. Também, o surgimento de novos picos, foram
indicativo de uma forte interacdo e possivel intercalagdo da IF e CF e seus produtos de
degradacao na fita dupla do DNA, respectivamente, além de modificar a conformacao das
bases do dsDNA. A guanina livre também foi observada em todos os estudos de
interacdo, ja que € facilmente oxidada, sendo alvo principal dos danos causados por
oxida¢do ao dsDNA. Porém, o ndo aparecimento do biomarcador 8-oxoGua, proveniente
da oxidac¢do da guanina livre, ndo indicou que os compostos ndo provocaram danos
oxidativos ao dsDNA nas condi¢des avaliadas, pois, a IF e CF in vitro nao sofreram o
processo de metabolizacdo hepdtica através da enzima P450, tornando inativa a
oxidagdo deste biomarcador na superficie do eletrodo. Os estudos da eletroforese e
cometa comprovaram a auséncia de fragmentagcdo (danos) in vitro. O comportamento
eletroquimico da IF e CF, antes e ap6s a degradacdo em solucdo aquosa, foram entdo
estudados; no entanto, tais compostos passivam a superficie do eletrodo, dificultando a
sua determinacdo e/ou conclusdo do estudo eletroquimico. O biossensor de dsDNA,
aplicado pela vez para o estudo da interacao com IF e CF, mostrou-se sensivel e seletivo

garantindo forte interacdo com os nucleotideos.

Palavras-chave: Ifosfamida, Ciclofosfamida, DNA, Biossensor



ABSTRACT

The use of the chemotherapy drugs, ifosfamide (IF) and cyclophosphamide (CP) have
undesirable effects, such as cell death (cytotoxic) and damage to DNA cells (genotoxic),
since DNA is the main target of attack by different types of compounds. Because of such
effects, it is necessary to study the interaction of alkylating compounds with DNA.
Therefore, the present work is based on the electrochemical interaction between IF and
CP with dsDNA (double stranded Desoxyribonucleic Acid) in order to observe the
possible damages caused in the dsDNA nitrogen bases. For this study, a modified glass
carbon sensor with dsDNA and solutions incubated in dsDNA were employed. The
interaction of the IF and CP compounds and their degradation products with dsDNA was
investigated in vitro by differential pulse voltammetry (DPV) and evidenced by
electrophoresis and alkaline comet. In the electrochemical study, a condensation of the
polynucleotide chain, guanosine (dGua) and adenosine (dAdo) was observed, which

compacted when interacting with the chemotherapeutic agent, making it difficult to
appear on the surface of the electrode. Also, the emergence of new peaks were indicative
of a strong interaction and possible intercalation of the IF and CP and their degradation
products in the double strand of DNA respectively, in addition to modifying the
conformation of the dsDNA bases. Free guanine was also observed in all interaction
studies, since it is easily oxidized, being the main target of the damage caused by
oxidation to the dsDNA. However, the non-appearance of the 8-oxoGua biomarker from
the free guanine oxidation does not indicate that the compounds do not cause oxidative
damage to dsDNA under the conditions evaluated, since IF and CP in vitro did not
undergo the hepatic metabolization process through enzyme P450, rendering the
oxidation of this biomarker inactive on the surface of the electrode. Electrophoresis and
comet studies have demonstrated the absence of in vitro fragmentation (damage). The
electrochemical behavior of the IF and CP, before and after the degradation in aqueous
solution, were then studied; however, such compounds passivate the surface of the
electrode, making it difficult to determine and/or to complete the electrochemical study.
The dsDNA biosensor, applied at the same time to the study of the interaction with IF and
CF, it was sensitive and selective for this study guaranteeing strong interaction with the

nucleotides.

Keywords: Ifosfamide, Ciclophosphamide, DNA, Biosensor
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1. INTRODUCAO

A quimioterapia ¢ a principal op¢cao no tratamento contra o cancer; no entanto, apresenta
muitas reacdes adversas, pois 0s medicamentos utilizados afetam as células em todas as fases do
ciclo celular, produzindo efeitos toxicos bastante agressivos. Isso ocorre porque o0s

quimioterdpicos atuam tanto nas células neoplasicas como nas células normais em divisdo [1-6].

Entre os quimioterdpicos, os agentes alquilantes sdo os mais utilizados, sendo
classificados de ciclo celular nao especifico (CCNE). Esses compostos t€ém a capacidade de
exterminar as células tumorais, independentemente de estar no ciclo celular ou em repouso [6-
8]. Os principais compostos inseridos nesta classe dos agentes alquilantes incluem as mostardas
nitrogenadas (ciclofosfamida e ifosfamida), a mostarda fenilalanina, os alquilsufonatos
(bussulfan), as nitrosuréias, os complexos de coordenacdo de platina (a cisplatina e a

carboplatina) e os antibiticos naturais (mitomicina, bleomicina, dentre outros) [2,8].

Estes medicamentos t€ém o potencial de formar ligacdo cruzada com o DNA, impedindo
sua replicacdo e, consequentemente, destruindo as células em repouso ou em processo de
divisdo ativa, o que resulta na sua citotoxicidade [2,6, 9]. Os agentes alquilantes sdo capazes de
substituir na molécula, um dtomo de hidrogénio por um radical alquil, ligando-se ao DNA, de
modo a impedir a separacdo dos dois filamentos do DNA na dupla hélice espiralar, resultando

na replicacdo desenfreada das células [7,8,10].

O processo de alquilacdo das mostardas nitrogenadas no DNA d4 se por meio das
ligacdes interfilamentares com os genes, sendo metabolizados pelas fosfamidases (enzima
microssomal hepdtica), para que seus metabdlitos possam exercer o efeito alquilante celular [6,

7].

A ifosfamida (IF) é um quimioterapico da classe dos agentes alquilantes e apresenta, em
sua estrutura, um atomo quiral, definido como mistura racémica dos enantidmeros (+)-R e (-)-S
[7,11]. O composto tem sido amplamente utilizado no tratamento de uma variedade de tumores
s6lidos, incluindo os do colo do utero, endométrio, pulmao, ovdrio, testiculos e prostata [12,
13]. Seu modo primario de a¢do € baseado na sua interagdo com o DNA, resultando em divisdo

celular reprimida [6,14].

O tratamento com a IF também resulta em reagdes adversas como mielossupressao

(leucopenia, trombocitopenia e anemia), ndusea e vOmitos, as quais limitam o uso do
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quimioterédpico [4, 5, 15]. A leucopenia ¢ uma forma severa de mielossupressdao e representa
risco grave ao paciente, pois pode diminuir a imunidade celular, tornando-o suscetivel a
infeccdes graves [16]. Contudo, o que mais preocupa sdo os efeitos citotdxicos e genotdxicos

que este pro-farmaco traz as células do DNA [15].

A ciclofosfamida (CF), agente antineopldsico isomero da ifosfamida, também
apresenta propriedades alquilantes, complexando-se com o DNA sem distin¢do entre células
normais e cancerosas. Inumeros relatos na literatura apontam para o potencial carcinogénico

destes farmacos, possuindo efeitos citotdxicos [7].

A CF € um imunossupressor, com uso direcionado para a nefrite ldpica [7, 17, 18].
Outras manifestagdes mais graves do lipus eritematoso sist€émico (LES), uma doenca
neuropsiquidtrica, também podem ser tratadas com essa mesma medicacdo, podendo ser
administrada tanto por via oral quanto endovenosa intermitente [17, 19]. Nduseas, vOmitos,
cistite hemorragica e carcinoma de bexiga, além de outras neoplasias, sdo citados na literatura

como possiveis efeitos adversos [20, 21].

A IF e CF e seus metabdlitos (pro-farmacos degradados) apresentam efeito
carcinogénico. O metabdlito denominado mostarda fosforamida, advindo da IF e CF, liga-se a
muitas estruturas moleculares intracelulares, incluindo os dcidos nucléicos. Sua agdo citotoxica
deve-se principalmente ao entrecruzamento da cadeia de DNA e RNA, assim como a inibi¢ao
da sintese de proteinas [20-23]. Tal metabdlito € bem absorvido no trato gastrintestinal, com

baixa associacdo as proteinas, metabolizando-se no figado [22].

Os citotoxicos da IF e CF, ndo estdo presentes s6 na ingestao direta do quimioterapico,
por ocasido do combate ao cancer, mas podem ser encontrados também no ambiente, atuando
de forma direta ou indireta nos seres vivos. Eles afrontam os ecossistemas por meio das dguas
residuais, efluentes de estacdo de tratamento, esgotos, sedimentos e rios, causando danos nas

bases do DNA da biota aquética [7].

Baseado na alta toxicidade dos pré-farmacos IF e CF, varios estudos tornaram-se
necessdrios para avaliar o metabolismo de interacdo destes em pacientes ou profissionais
expostos. As técnicas eletroquimicas tem sido importantes ferramentas no estudo da interacao

entre 0 dsDNA com tais quimioterdpicos [24, 25].

Devido a sua alta sensibilidade e especificidade, as técnicas eletroquimicas permitem
observar interacdes dos compostos com a dupla fita do DNA, as mudangas de conformagdes das

bases nitrogenadas e a intercalacio dos compostos, bem como avaliar as ligacdes formadas.
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Diante dessas possibilidades, varios autores mostraram-se interessados em desenvolver
biossensores eletroquimicos a base de dsDNA para diagnosticos rapidos, faceis e baratos das
doencas causadas por muta¢des dos genes. Em comparagc@o com outras técnicas - microscopia
de forgca atomica e métodos Opticos com fluorescéncia [26,27], os biossensores mostraram-se
mais sensiveis para detectar pequenas perturbacdes na estrutura da dupla hélice e investigar os

possiveis danos oxidativos causados ao DNA [28-31].

Assim, no presente trabalho foi desenvolvido um biossensor eletroquimico, combinado a
um componente biolégico de dsDNA que interage com o substrato alvo, CF e IF e seus
metabdlitos, permitindo o reconhecimento das bases nitrogenadas imobilizadas na superficie do

eletrodo, bem como o estudo do mecanismo de a¢do e interacdo das bases oxidadas do dsDNA.
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2. OBJETIVO

2.1 Geral

Desenvolver um biossensor eletroquimico a base de DNA de dupla hélice, que seja
suficientemente sensivel, seletivo e estdvel, e possa ser empregado no estudo dos mecanismos
de interagdo entre 0 DNA e os pré-farmacos ifosfamida e ciclofosfamida, bem como dos seus

produtos de degradacao.

2.2  Especificos

v" Investigar as propriedades redox da ifosfamida e ciclofosfamida sobre eletrodo de carbono

vitreo (ECV), utilizando voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (VPD);

v Desenvolver e aplicar biossensores eletroquimicos 2 base de DNA, desenvolvidos na
investigacdo da interacdo da IF e CF com o DNA;
v" Evidenciar a formacédo de possiveis danos ao DNA, em razio da presenga dos pré-farmaco,

mediante eletroforese e Cometa.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1  Quimioterapia

A quimioterapia é o método que utiliza substincias quimicas sintéticas
(quimioterdpicos), isoladas ou em combinacdo, com a finalidade de destruir patégenos
infecciosos no tratamento de doengas causadas por agentes bioldgicos. Esta técnica pode ser
empregada no trato curativo ou paliativo, dependendo do tipo do tumor, da extensao da doenga
e da condi¢do do paciente [1, 32]. Os quimioterdpicos, também denominados de agentes
antineoplasicos, atuam em nivel celular, interferindo no seu processo de crescimento e divisdo

[33].

Os antineopldsicos atuam destruindo células em processo de divisdo desordenada, a fim
de evitar ou inibir o crescimento acelerado e a disseminagao de tumores. Como algumas células
do nosso corpo crescem mais rdpida do que outras — foliculos capilares, epitélio intestinal e
células do sistema imunoldgico — e esse tratamento ser baseado na destrui¢ao de células que se
multiplicam de forma desordenada, isso explica porque os quimioterdpicos nao sio seletivos, ja
que ndo diferenciam as células tumorais das células normais em estado de divisdo ordenada
[33]. Em geral, esses compostos sdo toxicos aos tecidos de rapida proliferacdo caracterizados
por alta atividade mitética, e apresentam efeitos colaterais sobre todas as células desordenadas
no organismo [34]. Devido a esses efeitos adversos, tornou-se necessario o estudo das agdes

desses quimioterdpicos nos seres humanos submetidos a tratamentos paliativos [1].

Os quimioterdpicos sao divididos em vdrias categorias: agentes alquilantes, antibidticos
com agdo sobre dcidos nucleicos, inibidores mitéticos, antimetabdlitos, modificadores da
resposta bioldgica e compostos hormonais [6, 9]. O primeiro antineoplasico utilizado pertence a
classe dos agentes alquilantes, o mecloroetamina, sendo empregado como arma quimica na
primeira guerra mundial. Os cientistas observaram que a mecloroetamina provocou danos sobre
as células de proliferacdo rapida. Apesar da toxidade dos farmacos provenientes da classe dos
agentes alquilantes, estes constituem a base da maioria dos tratamentos contra o cancer, tendo

como finalidade proteger um grupo funcional reativo [35].

Os agentes alquilantes sdo bastantes reativos, capazes de substituir, em outra molécula,
um atomo de hidrogénio por um radical aquil. Produzem ligacdes covalentes do grupo alcil com
moléculas celulares e se ligam facilmente a grupos fosfatos, aminos, hidroxilas e imidazodlicos,

encontrados nos acidos nucleicos, DNA e RNA [36]. O farmaco decompde-se espontaneamente
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em pH fisioldgico, e os fons alquilam o DNA, afetando as células em todas as fases do ciclo
celular de modo inespecifico, impedindo assim a duplicacio do DNA e causando a morte

celular [37].

A maioria dos agentes alquilantes citotdéxicos é bifuncional, causando ligacdo e
entrecruzamento intrafilamentos (intracadeias) na fita do DNA, interferindo na transcri¢ao e
replicacdo do 4cido nucleico [6,7]. A farmacologia molecular e celular dos agentes alquilantes
estd bem estabelecida, e o mecanismo molecular de a¢do consiste na acilacio com substituicao
nucleofilica, SN1 ou SN2 do DNA. Por ser extremante nucleofilico, o nitrogénio na posi¢ao 7
(N7) da guanina € o principal alvo da alquilagdo no DNA. O impacto é observado durante a
replicacdo na fase S, quando algumas dreas no DNA ndo estdo pareadas sendo mais suscetiveis
a alquilacdo, resultando no bloqueio em G, — fase de preparagdo da divisdo celular - e morte

celular apoptética [38].

Dentro da classe dos agentes alquilantes encontram-se as mostardas nitrogenadas,
(Figura 1) que sdo compostos monofuncionais (HN1) e bifuncionais (HN2), devido a sua
capacidade de se ligar com a guanina por uma ou pelas duas vias do grupo cloroetil [39]. Esses
agentes metabolizam-se no figado e fazem ligacdes cruzadas interfilamentar com o DNA,

alquilando a célula [6].

Figura 1. Estrutura geral de uma mostarda nitrogenada [6].
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As mostardas nitrogenadas ligam-se facilmente as bases nitrogenadas, formando
ligagdes cruzadas, o que torna importante o estudo da interacio da ifosfamida e ciclofosfamida

com o DNA.

3.2 Ifosfamida e Ciclofosfamida

Quimicamente, a ifosfamida e a ciclofosfamida sdo isomeros (C;H;sC;,N>O,P), sendo
diferenciados apenas pela posicao do grupamento cloroetila. A ciclofosfamida possui os dois
grupos cloroetila no dtomo de nitrogénio exociclico, enquanto um dos grupos 2-cloroetila da

ifosfamida encontra-se ligado no nitrogénio do anel ciclico da oxazafosforina. A extensdo da
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formacdo dos metabolitos também difere na IF da CF, devido a mudanca desse grupo cloroetila

na estrutura dos compostos (Figura 2) [11, 40].

Figura 2. Estrutura quimica da IF e CF [41].
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Ifosfamida Ciclofosfamida

A IF € um agente citotéxico alquilante, pertencente ao grupo das oxazafosforina [42].
Foi sintetizada a partir de uma modificacdo quimica da ciclofosfamida, resultando em uma
estrutura com maior solubilidade em dgua [43]. Tal quimioterdpico € altamente reativo, tendo a
capacidade de atacar grupos nucleofilicos especificos da molécula de DNA e células
cancerosas, impedindo a divis@o celular e fragmentando as hélices das bases nitrogenadas [7,

44).

A ifosfamida ndo tem propriedade ativa in vitro e sofre hidroxilacdo do carbono 4 do
anel. Para adquirir atividade alquilante in vivo, esse quimioterapico precisa ser metabolizado em
uma variedade de metabolitos ativos e potencialmente citotoxicos [45]. O metabolismo do
composto ¢ mediado por um processo complexo de ativacdo (figado e tecidos), através das
enzimas microssOmicas das cadeias oxidativas do citocromo P450 [44, 46]. O metabolismo
hepatico deste firmaco possibilita a formagdo de grupo eletrofilico capaz de se ligar aos
grupamentos nitrogenados dos 4cidos desoxirribonucleicos e dos elementos proteicos,
modificando a sua estrutura. Desta forma, essa droga produz ligacdo covalente com moléculas e
estruturas fundamentais para o metabolismo e a sobrevivéncia da célula, exercendo os efeitos

citotoxicos independente do ciclo celular e ativando atividades imunossupressoras [44, 47].

A conversdo da IF em 4-OH-ifosfamida € catalisada pela isoforma CYP3A4 (citocromo
P450), através da hidroxilagadodo do d&tomo do carbono 4 do anel, impulsionada pela oxidase da
funcdo mista do citocromo, além de resultar na tautomerizacdo de um anel aberto, a

aldofosfamida. A 4-OH-ifosfamida é um metabolito instdvel, existindo em equilibrio com a
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aldofosfamida, levando a formacgdo espontanea da mostarda da ifosforamida (metabdlito ativo)

e liberacdo de acroleina (metabdlito urotéxico) (Figura 3) [7, 44-46].

Figura 3. Biotransformagao da ifosfamida [11]
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O metabdlito ativo da ifosfamida, a isofosforamida, tem a capacidade de promover
alquilacao do DNA, com formacdo de ligacdo cruzada. Por impossibilidade de reparo da ligacao

cruzada no DNA, a célula entra em apoptose [7, 46].

A ciclofosfamina, por ser isomero da ifosfamida, também faz parte dos agentes
alquilantes pertencentes a classe das mostardas nitrogenadas e subdividas no grupo das
oxazafosforinas. IF e CF possuem caracteristicas andlogas [42]. A CF corresponde ao éster
fosfamidico ciclico da mecloretamina, possuindo um centro quiral no dtomo de fosforo,
denominada de mistura racémica (RS) [21, 48, 49]. A CF nido possui atividade citotéxica in

vitro, sendo inativa até ser metabolizada no figado pelas oxidases de funcdo mista do P450.



25

Tem efeito pronunciado nos linfécitos e € usado como imunossupressor. O metabolismo via

citocromo P450 hepético demonstra que a CF € biotransformada em 4-hidroxiciclofosfamida.

Em condicdes fisiolégicas, a 4-hidroxiciclofosfamida estd em equilibrio com seu
tautomero aldofosfamida. Ambos os produtos de hidroxilacdo sofrem acdo das isoenzimas,
aldeido oxidase (AldO) e aldeido desidrogenase (AldH), resultando respectivamente, em 4-
cetociclofosfamida e carboxifosfamida, substincias consideradas metabolitos inativos. A
bioativacdo da aldofosfamida ocorre espontaneamente, liberando acroleina e formando a
mostarda de fosfaramida, convertida em mostarda nitrogenada e metabolitos ativos (Figura 4)

[21, 50]

Figura 4. Biotransformacio da ciclofosfamida [37].
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A biotransformag¢do da CF e da IF em 4-OH-ciclofosfamida e 4-OH-ifosfamida,
respectivamente, tem sido comprovada por estudos experimentais in Vvitro nos microssomas

hepaticos e isoenzimas do sistema citocromo P450 em condicdes fisioldgicas [37].

As mostardas fosforamidas apresentam efeitos terapéuticos e atividades alquilantes,
responsaveis pela citotoxidade e genotoxidade da ifosfamida e ciclofosfamida nas células do
DNA. As indicagdes terapéuticas desses compostos sdo direcionadas aos casos de cancer
testicular de células germinativa, sarcoma de partes moles, cincer pancredtico, canceres do
color do ttero, de ovério, do pulmio, leucemia linfocitica cronica, doenca de Hodgkin e
linfomas, dentre outros. Os efeitos toxicos observados sdo nduseas, vomitos, mielossupressao,

alopecia, pigmentagdo e cistite hemorragica.

Os efeitos adversos sdo causados por elevada concentragdo do metabolito altamente
reativo, chamado de acroleina, que ataca os epitélios renais. Ja os efeitos citotéxicos sao
oriundos de cancer secunddrio — fator mais preocupante da acdo citotoxica [37, 41, 51]. A
ocorréncia desses efeitos citotoxicos €, na maioria das vezes, em decorréncia da administracao
dos quimioterdpicos, os quais interagem diretamente com DNA ou por meio da exposi¢cdo
ocupacional a estes compostos, oriunda da exposicdo dérmica e inalatéria. Ha também relatos
que tracos dos antineoplasicos, IF e CF, sdo excretados pela urina e podem ser encontrados nas

aguas residuais, nos efluentes de estac@o de tratamentos, nos rios e nos sedimentos [37, 50, 52].

3.3  Métodos Analiticos para Determinacao da IF e CF

Com o objetivo de avaliar as principais vias de absorcao e caracterizar as dreas de maior
concentracdo da ciclofosfamida, Minoia ef al. [37] investigaram as luvas dos trabalhadores
envolvidos na manipulacdo de CF e constataram que as vias de maior absor¢cdo dérmica eram

nas luvas (vinil, latex) utilizadas por estes trabalhadores nas areas de preparo.

Segundo Kummerer et al. [52], os farmacos CF e IF e seus metabdlitos sdo excretados
pelos pacientes em dguas residuais. A fim de observar o comportamento desses agentes
antitumorais isoméricos, esses autores realizaram um estudo laboratorial e constataram que tais
quimioterdpicos ndo sio biodegraddveis, além de ndo serem eliminados totalmente das usinas

municipais de tratamento, sendo detectados, portanto nos efluentes.

Diante dessa problemadtica, varios estudos apontam claramente a presenca generalizada
destes compostos tanto no meio ocupacional quanto no ambiental, tornando-se necessario a

investigacdo desses compostos e de seus metabdlitos [15, 53-60]. Na Tabela 1 sao mostrados
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alguns desses estudos de determinacdo da IF e CF, em diferentes condi¢des, para fins

demonstrativo e comparativo.

Tabela 1. Métodos de determinagao de IF e CF proposto por varios autores.

METODO CONDICAO RESULTADO REF

CLAE-EM/EM Determinacdo em efluentes de estacdo de LD 4 [53]
tratamento de esgoto IF: 0,05ng L

CF:0,03ngL"

CLAE-EM/EM Determinacdo em estacdes de tratamento de LD [54]
dguas residuais e dguas superficiais na Suica <03-11ngL”

CG-EM Determinacdo em ambiente aquosos, devido LD [55]
os  residuos dgs /d'rogas mtostgtlcas IF: 11 pg L7
desenvolverem efeitos toxicos em organismos
Vivos. CF: 15 ug L™

CLAE-EM/EM Desenvolveram um método rdpido para a LD . [56]
analise de dez medicamentos anticancerigenos -1

. . . 0,8a24ngL
em aguas residuais hospitalares e urbanas.

CLAE-EM/EM Desenvolveram uma metodologia analitica [57]
que permitisse uma avaliagdo confidvel da LD
exposicdo dos trabalhadores, aos riscos
inerentes que eles sofriam em contato com a CF: 1,0 ngmL™
CF no meio ocupacional.

EF Desenvolveram dois métodos para a | Foi preciso, com teste | [58]
determinagdo da CF em formas puras e | de recuperacdo de
formuladas. Os métodos foram baseados na | 100% e o desvio
formacdo do complexo de transferéncia de | padrdo relativo:
carga (CTC). DPR < 2%.

CG-PND e CG- | Fizeram uma comparacdo entre dois métodos CG-PND: [59]

IT/EM? para determinar a IF e seus metabdlitos em .
plasma humano. O CG-PND mostrou-se LD: 0’?3391_100“‘(;
linear, especifico e sensivel para a
determinacdo do analito. LQ: < 0,05 pgmL™

CG-EM Monitoramento da quantidade de IF e CF em LQ [60]
amostras bioldgicas (urina) e ambientais (dgua 3.8 nmol L
de esgoto).

CLAE-UV Determinaram simultaneamente, a LD [61]

concentracio de IF e dIF) em plasma humano
de individuos ligados diretamente ao
ambiente de laboratdrio hospitalar.

IF 0,1 —50 pug mL™
dIF 0,1-100 pg mL™"
LQ
0,100 pg mL™
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Embora a literatura registre muitos trabalhos envolvendo métodos baseados em técnicas
cromatogrificas para determinacdo dos farmacos IF e CF, tais técnicas sdo relativamente
complexas e demoradas, necessitam o preparo da amostra, envolvendo procedimentos de

extracdo e purificacdo de extratos. Isso tudo impulsiona a busca por métodos alternativos.
3.3.1 Meétodo eletroquimico

Os métodos eletroquimicos t€m sido bastante difundidos para a determinacdo de vérios
compostos, devido a sua sensibilidade, seletividade, simplicidade, custo moderado, rapidez na
andlise e ainda a possibilidades de serem automatizados para projetar um dispositivo portatil
[16, 62-64]. Varias sdo as aplicacdes das técnicas eletroquimicas, com eletrodos lisos e
modificados, destacando a oxidacdo e reducdo dos compostos em varios meios, a adsorcao na
superficie do eletrodo, o mecanismo de transferéncia de elétrons, entres outros. A determinacao

de IF e CF envolvem a constru¢do de sensores e biossensores.

Hassan er al. [62] desenvolveram dois sensores eletroquimicos modificados com
membranas de PVC (sensor 1) e PVC-carboxilato (sensor 2) para a determinagdo de
ciclofosfamida e ifosfamida, obtendo resposta linear para ambos os firmacos na faixa de
concentragao 107 — 10~ mol L™'. Em amostra real, os sensores 1 e 2, obtiveram recuperagao
média de 101,3 £ 0,6, 100,8 + 10,7, respectivamente. Estes sensores também foram utilizados
para acompanhar a estabilidade dos farmacos estudados na presenca dos seus produtos de

degradacao.

Prasad et al. [16] construiram um eletrodo funcionalizado com nanocompdsitos de
pontos quanticos de grafeno com polimero impresso na superficie do eletrodo de carbono,
usando N-acriloil-4-aminobenzamida, como um mondmero funcional, e uma droga
anticancerosa, ifosfamida, como impressio molecular (MIP). Os nanocompdsitos de pontos
quanticos de grafeno induziram a atividade eletrocatalitica, diminuindo o excesso de oxidagdo
da IF e, assim, ampliando a transmissdo eletronica, sem qualquer barreira interfacial entre a
pelicula e a superficie do eletrodo. O sensor proposto (IF-MIP) mostrou uma excelente

atividade eletrocatalitica para a analise de IF.

Huang et al. [63] desenvolveram um sensor por meio da aplicagdo de compdsitos de
grafenos dopados com nitrogénio e enxofre, funcionalizado com polimero de impressiao
molecular (MIP) e sintetizado com tioureia, KOH e 6xido de grafeno. Os modificadores
objetivaram melhorar a capacidade de transferéncia de elétrons e a drea superficial do eletrodo,
enquanto que a camada MIP eletropolimerizada proporcionou o reconhecimento e a

3-/4-

quantificacdo da ciclofosfamida (CF), utilizando ferrocianeto (Fe(CN)g ) atuando como
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sonda para indicar sinais elétricos. O sensor foi estdvel e seletivo, além de monitorar a

administracdo CF em coelhos.

Fabianska et al. [64] utilizaram um sensor eletroquimico de diamante dopado com boro
em solucdo eletrolitica para eletrodegradacdo da IF e CF nas dguas residuais. O tratamento
quimico foi baseado no processo oxidativo avancado (POA). O eletrodo de diamante dopado
com boro mostrou-se bastante eficiente em relacdo a degradacdo de ambos os medicamentos

analisados.

Palaska et al. [65] desenvolveram trés sensores eletroquimicos (pasta de carbono, 14pis
de grafite e eletrodo suspenso de mercurio) para determinar a CF em meio aquoso e observar a
interacdo deste farmaco com o DNA. No entanto, os resultados apresentados ndo foram
satisfatorios, pois a CF na faixa de concentracdo estuda, ndo se mostrou eletroativa e nenhuma
informacdo pdde ser relacionada ao estudo eletroquimico do préprio composto apds a interacao
do DNA. Mas foi observado, nos biossensores de pasta de carbono e lapis de grafite, por meio
da técnica voltametria de pulso diferencial, que estes sdo adequados para detectar danos nas

bases do DNA, através da interacdo da CF nas bases de oxidacdo, guanina e adenina [65].

A interacdo farmaco-DNA tem sido extensivamente estudada, e os métodos analiticos
empregados para decifrar essas interacdes. O DNA é um alvo importante para uma ampla
variedade de medicamentos que podem interagir especificamente ou nio especificamente com o

DNA e afetar suas fungdes [66].

Ainda sio poucos os trabalhos envolvendo técnicas eletroquimicas para a determinacao
das oxazafosforinas IF e CF. Porém, muitos trabalhos indicaram que estes farmacos estdo
presentes no meio ocupacional e ambiental. Vdarias sdo as pesquisas sobre as propriedades
alquilantes que estes compostos causam no DNA. A técnica eletroquimica também vem sendo

empregada na investigacdo dos mecanismos de interacdo entre os quimioterdpicos € o DNA.

34 Interacdo Farmaco — DNA (Acido Desoxirribonucleico) e os danos causados

O 4cido desoxirribonucleico (do inglés desoxiribonucleic acid — DNA) desempenha um
papel importante nos processos bioldgicos. Sendo a molécula responsdvel pela sintese de
proteinas e enzimas, capazes de transmitir as caracteristicas hereditirias por meio do
armazenamento de informacdes genéticas que sdo necessdrias para a replicacdo de organismos

vivos [67].

A fita dupla de DNA (dsDNA) é formada por duas fitas simples (ss-DNA) ligadas uma a

outra, formando a dupla hélice. Essas fitas sao cadeias polinucleotidicas antiparalela, as quais
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formam unidades nucleotidicas monoméricas. Esses nucleotideos sdo compostos por trés
componentes quimicos: um grupo fosfato, um agucar (desoxirribose) e uma base nitrogenada
[67], formando a estrutura da cadeia do DNA (Figura 5). As cadeias da dupla hélice estao
unidas por meio de ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, purina e pirimidinas. As
bases purinas sdo adenina (A) e guanina (G), e as bases pirimidinas sio citosina (C) e timina (T)
[68].

Figura 5. Estrutura da dupla fita do DNA [69].

Guanina Citosina |

Essa molécula genética vem sendo alvo de diferentes classes terapéuticas, variando de
antineopldsicos a antibidticos. Tais farmacos, além de interagirem com proteinas ou DNA
associado, hibrido de DNA-RNA, ligam-se diretamente as bases nitrogenadas, interferindo a
atividade de vdérias enzimas e proteinas envolvidas na manuten¢do da estrutura e funcdes da
célula [66].

A interagdo farmaco-DNA, acontece de diferentes modos, incluindo a ligacdo nao

covalente de sulcos, ligacdo covalente ou reticulacdo, empilhamento =-m, intercalagdo,
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clivagem das bases nitrogenadas e incorporacdo de andlogo de nucleosideo, inibindo o
aumento da cadeia e alterando o pareamento das bases [70, 71]. A alteracdo no pareamento
das bases, afeta as propriedades estruturais e funcionais dos dcidos nucleicos, levando a
formacao de danos no DNA.

O DNA estd sujeito a danos por agentes quimicos e fisicos internos e externos,
prejudicando os processos metabdlicos esséncias do DNA, como replicacdo, transcri¢do e
recombinacdo. Se estes danos ndo sofrerem processo de reparo, podem gerar rearranjos
cromossomicos, fusdo, delecdo, mutacdes ou perda cromossdmica, levando a mudanga

permanente na informacgao genética, podendo passar para as células filhas [72, 73].

Os tipos de danos ao DNA variam de quebra simples ou dupla da fita de DNA até as
ligacOes cruzadas (cross-links) entre as bases, por meios da intercalacio de uma substancia
quimica entre os pares das bases nitrogenadas (aduto) [72]. Os compostos quimicos eletrofilicos

reagem com o DNA, sendo facilmente clivado.

As mostardas nitrogenadas possuem capacidade em estabelecer reagdes quimicas eletrofilicas,
formando intermedidrio de ion carbdonico ou complexo de transicdo com as moléculas-alvos. A
reacdo subsequente no anel aromdtico age como nucleéfilo, atacando uma espécie eletrofilica,
processo denominado de alquilagdo [22]. Dependendo do agente especifico, a alquilagdo pode
ocorrer nos atomos de nitrogénio ou de oxigénio da base, na estrutura de fosfato ou em uma
proteina associada ao DNA. Os atomos N7 e O6 das bases da guanina mostram-se suscetiveis a
alquilagc@o [6]. No organismo, cada cadeia lateral de 2-cloroetil sofre ciclizacdo intracelular,
com a liberagdo de um fon CI , formando um derivado altamente reativo, etileno imonio, capaz

de interagir rapidamente com o DNA, modificando a sequéncia genética [39] (Figura 6).

Os danos oxidativos causados pela modificacdo na sequéncia genética geram mutagcdes
nas bases do DNA, promovendo a oxidacdo das bases nitrogenadas. Os adutos que causam
danos oxidativos no DNA podem ser encontrados nas quatro diferentes bases nitrogenadas. A
guanina € a base mais suscetivel a oxidacdo, devido ao seu baixo potencial redox, tendo como

principal produto de oxidagao, a 8-oxoguanina (8-oxoGua), (Figura 7) [67, 74].

A modificacdo quimica nas bases de DNA causa perturbacao molecular a sequéncia de
genes, levando ao mau funcionamento das células. Essas caracteristicas tornam a 8-oxoGua um
biomarcador celular para indicar a extensdo do estresse oxidativo [74]. Em decorréncia disso,

estudos t€m sido desenvolvidos na inten¢do de investigar os danos que os antineopldsicos causam ao

DNA [68, 75].
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Figura 6. Mecanismo de Alquilacgéo da guanina [76]
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O estudo eletroquimico, por meio de sensores, investiga a interacdo, o mecanismo de
acdo dos danos oxidativos causados a0 DNA e mudanca na conformacdo da cadeia dos

nucleotideos [30, 77].
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3.5 Propriedades Eletroquimicas do DNA

Estudos da interacdo eletroquimica do DNA evidenciaram que as bases nitrogenadas sao
eletroativas e podem oxidar ou reduzir na superficie do eletrodo [68, 75, 78-82]. Segundo
Disculescu et al. [67], a interacdo eletroquimica do DNA na superficie do eletrodo de carbono,
analisa os picos oxidados das bases purinas (guanina e adenosina), demarcando um sinal
eletroativo dessas bases. No voltamograma da Figura 8, Disculescu et al. [67] fala que existem
trés picos de oxidagdo, correspondentes ao primeiro pico da 8-oxoGua, em Ep,= + 0,45 V, o
segundo da guanina (Gua), em Ep,= +0,85 V e o terceiro da adenina (Ade), em Ep,= + 1,14 V.
Esses picos de oxidacdo podem ser usados como biomarcadores da 8-oxoGua e sonda dos pares

de bases nitrogenadas da dupla hélice do DNA [67].

Figura 8. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos sobre um eletrodo de carbono vitreo em solucdo
tampio acetato 0,1 mol L™ pH 4,5 com: 60 pg mL™" de ssDNA (==*) 1* e (—) 10 varredura, e 60 pg
mL™" de dsDNA (ee¢) 1* e (—) 40° varredura de potencial [67].

adenina

guanina

2 pA

Uma das formas de investigar a interacdo dos compostos com o DNA ¢ utilizando a
técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD), a qual detecta alteracdes da conformagdo da
cadeia do DNA e seus possiveis danos oxidativos. Esta técnica, além de propiciar a andlise
estrutural das bases nitrogenadas, consegue determinar a interacdo dos compostos em baixas
concentracoes [75]. Estudos indicam que antineopldsicos interagem com o DNA, alterando a

sua estrutura, durante a replicacdo celular, e gerando danos irrepardveis [74, 77].

3.6 Biossensores Eletroquimicos de DNA

Biossensores sdo pequenos dispositivos que utilizam componentes bioldgicos como
elementos de reconhecimento, ligados a um sistema de detec¢do, transducdo e amplificacao do

sinal gerado na reagdo com o analito alvo [83-86]. Os biossensores eletroquimicos sao
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vantajosos, sendo bastante sensiveis, seletivos, ficeis de serem desenvolvidos e apresentam

baixo custo [86-89].

Os sinais eletroquimicos que mostram as bases nitrogenadas interagindo com o fdrmaco
propdem um mecanismo de interacdo e de conformacdo de adutos [31], o que torna possivel o
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos a base de DNA para diagnésticos rapidos de

doencas genéticas [89].

Os biossensores de DNA tém sido construidos mediante a imobilizacdo de uma fita
dupla de DNA (dsDNA) na superficie do eletrodo, e os sinais eletroquimicos reconhecem a
sequéncia dos nucleotideos, guanosina e adenosina, bem como dos seus produtos de oxidagdo

[31, 90]. Como ilustrado na Figura 8.

O objetivo da imobiliza¢do do acido nucleico a superficie do transdutor é mostrar as
mudangas que ocorrem na estrutura do DNA durante a interacdo entre o farmaco e as bases
nitrogenadas, resultando em sinais eletroativos bem caracteristicos para o mecanismo de
interagdo farmaco-DNA [30, 91]. Dessa maneira, o desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos de DNA apresentam resultados satisfatérios na interagdo de vérios compostos

com o DNA, devido a sua sensibilidade e seletividade [92].

Mehdinia et al. [93] desenvolveram um sensor eletroquimico modificado com
monocamadas de azidohexano tiol (MAT) na superficie do eletrodo de ouro, para melhorar a
area de imobilizacdo do dsDNA e por consequéncia a interagdo com o farmaco (Taxol) nas
bases nitrogenadas. As caracteristicas eletroquimicas do dsDNA no eletrodo de ouro
modificado por MAT foram investigadas por voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica. A interacdao do dsDNA com o taxol (paclitaxel) resultou na redugao
da corrente de pico da oxidacdo da guanina. Esta queda de corrente foi usada como controle
para monitorar a interacdo do taxol com o DNA. Os resultados obtidos mostraram forte
interacdo na ligac@o do taxol com o DNA. O eletrodo modificado foi utilizado como biossensor

sensivel para quantificacdo do taxol em amostras de soro humano.

Congur et al. [94] construiram um biossensor a base de 14pis de grafite descartavel, para
investigar eletroquimicamente a interagdo entre o antineoplésico topotecano (TPT) e o DNA. A
deteccdo eletroquimica da TPT e a interacdo TPT-dsDNA foram investigadas na superficie do
eletrodo de l4pis de grafite, antes e apds a modificacdo com nanotubos de carbono de parede
simples (NTCPS), usando voltametria de pulso diferencial (VPD). Os resultados foram obtidos

mediante as alteracdes no sinal de corrente, da oxidacdo do TPT e da guanina, avaliadas antes e
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apos cada etapa de modificagdo e/ou imobilizacdo. Apds a interag@o, as respostas diminuiram,
resultando em forte interacdo TPT-dsDNA. Os LD obtidos antes e ap6s a modifica¢cdo foram

0,51 e 0,37 pg mL_l, respectivamente.

Zeybek et al. [95] desenvolveram um biossensor, modificado com dsDNA e um
indicador 5',5"-dibromo-o-cresolsulfoftaleina, conhecido como puarpura de bromocresol
(PBCR), para observar a interagdo entre S-fluorouracil (5-FU) e o dsDNA na cadeia dos
espermatozoides de peixe. O filme PBCR foi eletrodepositado na superficie do eletrodo de
carbono vitreo (ECV) por voltametria ciclica. O biossensor foi preparado através da
imobilizacdo do dsDNA na superficie do ECV modificado com PBCR. O mecanismo de
interacdo do dsDNA com 5-FU foi investigado por VPD utilizando o biossensor dsDNA-
ECV/PBCR. Uma diminui¢do na corrente de pico da oxidacdo da guanina no biossensor foi
observada apés a interacio do dsDNA e 5-FU 0,5 mol L' em tampdo acetato (pH 4.8). O
tempo de acumulacio e concentracdo de dsDNA foram otimizados para obter a melhor resposta
da corrente de pico. Sob 6timas condicdes, a resposta linear na curva decrescente do sinal da
guanina foi observada na faixa de concentracdo de 5-FU variando de 1,0-50 mg L. 0O
mecanismo de interacdo entre o dsDNA e o 5-FU foi posteriormente investigado por
espectroscopia UV-vis e viscosimetro. Os resultados revelaram que a intercalacdo € o principal

modo de interacdo entre o 5-FU e o dsDNA.

Erdem et al. [96] desenvolveram um sensor descartiavel de oxido de grafeno (OG) para
investigar a interacdes da mitomicina C (MC) com o dsDNA. As intera¢des interfaciais entre o
dsDNA e o MC foram estudadas por voltametria de pulso diferencial (VPD) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS). Os estudos de EIS revelaram que a ligacdo do fairmaco MC ao
dsDNA conduzem a uma diminuicao gradual da sua carga negativa. Como consequéncia dessa
interacdo, as espécies redox foram eletroativas na superficie do eletrodo, aumentando a
transferéncia de carga. Por outro lado, estudos por VPD, mostraram diminui¢do no sinal da

guanina, devido forte ligacdo do farmaco, MC e o dsDNA.

Hajian et al. [97] desenvolveram um sensor eletroquimico para determinagdo do
quimioterdpico doxorrubicina (DOX), em plasma humano. O eletrodo de platina foi modificado
com nanotubo de carbono (Pt/NTC) e DOX. DOX mostrou-se reversivel em torno de 0,522 e
0,647 V e, nas condi¢Oes otimizadas, tal composto foi linear na faixa correspondente de 0,05 a
4,0 pg mL™, com limite de detec¢do de 0,002 pg mL™". O sensor construido apresentou
excelente precisdo, sensibilidade, repetibilidade e seletividade na determinacdo da

doxorrubicina no plasma. Além disso, estudos de voltametria ciclica mostrou que a
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doxorrubicina possui forte ligacio com as fitas do DNA, intercalando com as bases

nitrogenadas.

Hajian et al. [98] também desenvolveram um sensor de ouro modificado com
nanotubos de carbono decorados com nanoparticulas de Au (AuNPs/NTC/Au), para
determinagcd@o em amostras bioldgicas da valrubicina (VB). A VB adsorvida na superficie do
eletrodo de AuNPs/NTC/Au, respondeu reversivelmente em torno de 0,662 e 0,578 V, tendo a
resposta sido linear na faixa compreendida entre 0,5 a 80,0 pmol L™". O sensor construido,
além de ser aplicado com sucesso para determinacao de valrubicina em urina humana e soro
sanguineo, também foi utilizado para estudar a interagdo do firmaco do dsDNA, além de ter

mostrado que os nucleotideos sofreram forte interacdo com a VB.

Erdem et al. [99] estudaram a interacdo do antineopldsico, bleomicina (BLM) com
ssDNA e dsDNA, por meio da técnica eletroquimica de impedancia (EIS) com eletrodo de
platina. As condi¢Oes experimentais foram otimizadas: concentracdes do dsDNA, ssDNA e
BLM, e tempo de interacdo. A interagdo in situ de BLM com dsDNA foi testada na auséncia e
presenca de outros agentes quimioterapicos, como mitomicina C (MC) e cis-platina (cis-DDP)

para testar a seletividade do biossensor.

Nawaz et al. [100] estudaram a interacdo da ciprofloxacina (CIP) com DNA,
utilizando um biossensor eletroquimico. O estudo foi realizado em um eletrodo de carbono
vitreo modificado com dsDNA, por meio de VPD. A guanina oxidada em torno de 0,9 V foi
utilizada como controle do mecanismo de interagdo farmaco-DNA. Os valores da constante de
ligacdo (K) obtidos foram 1,33 + 0,02><104e 1,32 + 0,08><104 mol. Os autores observaram uma
dependéncia linear da guanina com o CIP na faixa de 40-80 pmol L', com limite de deteccio
de 24 pmol LA diminui¢do da corrente de pico da guanina na presenca do farmaco

mostrou que o biossensor foi eficiente na resposta de interacdo CIP-DNA.

O presente trabalho vem aproveitar as experiéncias anteriores, mas propde um sistema
mais simples e eficiente para estudar a interacdo da IF e CF e dos seus produtos de degradacao
com o dsDNA, em solu¢do farmaco-dsDNA. Pata tal, serd desenvolvido um biossensor

eletroquimico feito de carbono vitreo contendo dsDNA imobilizado.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes, Solucoes e Demais Materiais

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram de pureza analitica (P.A) e
utilizados sem purificagdo prévia. A ifosfamida (pureza > 98%), ciclofosfamida (pureza >
98%), dsDNA (Deoxyribonucleic acid, sodium salt from calf thymus), blue-green, gel red, ficoll
paque plus , Na2EDTA e Triton, foram adquiridos da Sigma-Aldrich; o gel de agarose foi
adquirido da Kasvi; cloreto de sddio (pureza > 99,5%), hidréxido de sodio(pureza > 99%),
EDTA, 4cido bérico (pureza > 99,5%), acido cloridrico (pureza > 37%), dimetilsulféxido
(DMSO) (pureza > 99,7%), n-lauril sarcosina e trisaminometano (Tris), foram adquiridos da
Merck; o acido fosforico (pureza > 85%) e acido acético (pureza > 99,7%), foram adquiridos da

Isofar; o meio RPMI e soro bovino fetal foram adquiridos da Gibco.

Solucdes estoque de IF e CF na concentracdo de 0,1 mol L™ foram preparadas em dgua

e armazenadas em frasco de vidro ambar a -4°C (geladeira).

Solucdes de dsDNA foram preparadas pela dissolu¢dao de ~2mg do dsDNA em 5 mL de
dgua deionizada em tubo Falcon com capacidade de 15 mL. A solucdo foi mantida a -4° C por
24 h para evitar sua degradagdo, para posterior cdlculo da concentracdo. A concentracdo do
dsDNA ¢ determinada por espectroscopia UV-Vis, através da multiplicacdo da absorbancia

obtida experimentalmente pelo fator de conversao (1u Axspnm = 50 pg mL" de dsDNA) [101].

Solucdes tampao em diferentes valores de pH e eletrdlitos suportes foram preparadas

utilizando reagentes de grau analitico e d4gua deionizada.
O gel de agarose 0,8 % foi preparado em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) pH 8,0.

Agua deionizada de alta pureza (resistividade < 18 MQ cm e condutividade < 0,1 uS
cm ') obtida a partir de um sistema de purificacdo de dgua Milli-Q® Direct 8 (Millipore,
Bedford, EUA) foi utilizada para a limpeza de vidrarias e o preparo de todas as solucdes

aquosas.

4.2 Equipamentos e Instrumentaciao

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando o potenciostato Autolab
(modelo PGSTAT 302N, da Metrohm) acoplado a um computador com o Software GPES

(General Purpose Electrochemical System), versao 4.9 (Figura 9). Para os estudos, utilizou-se
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uma célula eletroquimica com capacidade de 5 mL, empregando-se um sistema de trés
eletrodos: eletrodo de trabalho (carbono vitreo - ECV, ® = 3 mm), eletrodo de referéncia

(Ag/AgCl/KClgy) e o eletrodo auxiliar (fio de platina), representado na Figura 9.

Figura 9. Representacdo esquematica do sistema eletroquimico.

Fonte: Autores (2018).

O estudo de eletroforese foi realizado em uma cuba de eletroféretica da Kasvi contendo
gel de agarose ligada a uma fonte, modelo Eletrophoresis Power Suppey, durante 30 min a 90 V
e 300 mA. O gel foi analisado em um transluminador, modelo Quantum-ST 1100-26MX
(Apéndice 1).

Para o estudo do teste do cometa, a técnica eletroforética foi realizado em uma cuba de
eletroforese da Loccus de modelo LCH 20x25 contendo as 1aminas preparadas para o estudo de
interacdo DNA-IF, DNA-CF, CP e CN ligada a uma fonte de eletroforese, modelo
Eletrophoresis Power Suppey, durante 20 min a 25 V e 300 mA. As laminas foram analisadas

em um microscépio de fluorescéncia, modelo Olympus BX61, com aumento de 400 X.

Para o ajuste do pH das solu¢des tampao, utilizou-se um pHmetro modelo 827, da

Metrohm Swiss Made.
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4.3 Estudo do Comportamento Eletroquimico da IF e CF

O comportamento eletroquimico da IF e CF 1 mmol L', sob eletrodo de carbono vitreo
foi avaliado por meio da técnica de voltametria ciclica (VC) em solugdo tampao fosfato 0,1 mol
L' (pH 7,0). Os voltamogramas foram obtidos em varreduras sucessivas no intervalo de
potencial aberto (-1,0 a 1,0 V) e fechado (0,0 a 1,0 V), a 50 mV s!. Este estudo também foi
realizado por voltametria de pulso diferencial (VPD) nas mesmas condi¢des experimentais de

VC, em um intervalo de potencial de 0,0 a 1,0 V, 5SmV s™".

Também foi estudado o comportamento eletroquimico dos produtos de degradacao da IF
e CF 1 mmol L™ em tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0), por VPD, no intervalo de potencial de
0,1 a 1,4V auma velocidade de SmV st

O estudo eletroquimico deste trabalho foi baseado no artigo de Palaska et al. [65], no
qual o autor analisou a CF por VPD em solu¢do tampao acetado pH 4.8 e tampao fosfato pH

8,3, sob o eletrodo de pasta de carbono e lapis de carbono.

44 Degradacao Quimica da Ifosfamida e Ciclofosfamida

Para o estudo eletroquimico, as soluces de IF ¢ CF 1 mmol L™ em tampdo fosfato pH

7,0 foram estocadas por 1.128 h (47 dias) a temperatura ambiente e estudada por VPD

Para o estudo de interagdo, as solucdes de IF e CF 0,5 mmol L' em tampao acetato pH
4,5 foram estocadas por diferentes periodos de tempo (0 h, 24 h, 48 h, 96 h, 240 h, 480 h, 720 h
e 1.128 h a temperatura ambiente. Essas solu¢cdes foram analisadas por voltametria de pulso
diferencial (VPD). Também foi feito um estudo, quando o composto comeca a degradar, em

196h.

4.5 Limpeza da Superficie do Eletrodo de Carbono Vitreo

Antes de cada medida voltamétrica, a superficie do ECV foi polida em um papel de
filtro (gramatura 80 g m *) umedecido com spray de diamante da Kemet (particulas de 1,0 pm),

em movimentos continuos, e em seguida, o eletrodo foi lavado com dgua deionizada.

Antes de cada medida, o ECV foi condicionado em eletrélito suporte para obtencao de

uma linha de base estavel.
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4.6 Tratamento dos Dados Voltamétricos

Foram realizados, por meio do software GPS instalado do potenciostato autolab, uma
suavizacdo dos voltamogramas e a corre¢cdo da linha de base, de forma a melhorar a
visualiza¢do e a identificacdo dos picos, sem modificar a resposta obtida, embora a corrente de

pico, em alguns casos, reduzia (< 10%) em relag@o ao sinal voltamétrico ndo tratado.

4.7 Estudo da Interacdo da IF e CF e seus Produtos de Degradacao com o
dsDNA

O estudo eletroquimico da interacdo da IF e CF e da dIF e dCF 0,5 mmol L' com
dsDNA foi realizada em fun¢do do tempo de incubacdo 0, 24, 48, 72 e 96 h, em solucdes de
dsDNA 100 ug mL™" e biossensores eletroquimicos 2 base de dsDNA 100 pg mL ™" imobilizado
em eletrodo de carbono vitreo. Tal estudo foi realizado utilizando o tampao acetato pH 4,5

como eletrélito e a técnica VPD, em um intervalo de potencial de 0,1 a 1,4 V.

Os efeitos da interagdo farmaco - dsDNA foram avaliados por comparagdo do perfil dos
nucleotideos dos sinais eletroanaliticos de oxidacdo dGuo (desoxiguanosina) e dAdo
(desoxiadenosina), na auséncia (dsDNA) e na presenca do farmaco e dos produtos de

degradacdo com dsDNA.
4.7.1 Preparacdo do biossensor eletroquimico de dsDNA e procedimentos de incubagdo

O biossensor eletroquimico de dsDNA foi preparado por meio do processo de adsor¢ao,
onde o eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi modificado pela imobilizagdo de solucdo de
dsDNA 100 ug mL ™" na sua superficie, previamente limpa e condicionada em eletrélito suporte
(tampdo acetato pH 4,5). Tal imobilizacdo foi feita em camadas de aliquotas de 30uL de
dsDNA cada. Apés a secagem da primeira camada, o procedimento foi repetido trés vezes. A
imobilizacdo de dsDNA gerou uma cobertura completa e uniforme da superficie do ECV, de
modo que os picos obtidos foram devidos apenas as modifica¢des estruturais do dsDNA, e ndo

a adsor¢do nao especifica do composto (Figura 10).

Ap6s a modificacdo, o eletrodo foi lavado com dgua deionizada, a fim de remover as
fitas de dsDNA ndo adsorvidas, e em seguida condicionado em potencial de 0,8 V por 30
segundos. Apds a etapa de condicionamento, o biossensor foi imerso em solu¢do de IF, CF, dIF
e dCF 0,5 mmol L™' em tampdo acetato pH 4,5 e incubadas em diferentes tempos (0 h, 24 h,
48h, 72h e 96h) (Figura 10).
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Figura 10. Representacdo esquemadtica do preparo do biossensor de dsDNA e incubacdo do biossensor
com IF, CF, dIF ou dCF 0,5 mmol L™".
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Ap6s os tempos de incubagdo, o eletrodo foi retirado da solugdo, lavado com dgua
deionizada, para remover as moléculas do composto em estudo (IF, CF, dIF e dCF) nao
ligadas/adsorvidas, e transferido para a célula eletroquimica contendo apenas solu¢do tampao
acetato (pH 4,5), tendo sido os voltamogramas registrados por VPD. Para cada tempo de

incubagdo estudado, um novo biossensor eletroquimico de dsDNA era preparado.

Biossensores de dsDNA de controle foram preparados e analisados seguindo as mesmas
etapas descritas acima, porém na auséncia do analito. Este procedimento foi utilizado para
avaliar as interagdes da IF, CF, dIF e dCF com o dsDNA nos intervalos de tempos de 0, 24, 48,
72 e 96 h.

4.7.2 Incubagdo do dsDNA com IF e CF e seus produtos de degradagcdo em solugdo

Uma solugdo contendo dsDNA 100 pg mL™' e IF/CF 0,5 mmol L™ foi incubada em
tampao acetato pH 4,5 (Figura 11), na célula eletroquimica com o ECV limpo imerso na

solucdo, durante diferentes tempos (0, 24, 48, 72 e 96 h).

A cada intervalo de tempo, leituras voltamétricas por VPD foram realizadas, a fim de

verificar o processo de interacdo. O mesmo procedimento foi repetido para a CF.

Figura 11. Esquema da solucdo contendo dsDNA 100 ug mL™ e IF/CF/produto seus produtos de
degradacdo 0,5 mmol L™ incubada em tampdo acetato pH 4,5, no tempo compreendido de 0 a 96 horas.

// N Solugdo de IF, CF ou\}\

Solugdo de dsDNA produtos de degradacio
| |
\ | 4

J

e

%
. JI:> Solucao tampao acetato

& - )ﬁ pH 4,5

Fonte: Autores (2018)
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Para a interacdo dos produtos de degradacao gerados por ifosfamida e ciclofosfamida foi
adotado o mesmo procedimento, sob as mesmas condi¢des (solucdes de dsDNA 100 pg mL e
dIF/dCF 0,5 mmol L'em tampdo acetato pH 4,5), durante 0, 24, 48, 72, 96 h, degradadas por
47dias (1.128 h).

4.7.3 Controle do dsDNA

Antes de iniciar cada estudo de interagdo com o dsDNA, medidas de controle da solucio
e do biossensor de dsDNA 100 pg mL™" foram realizadas para obtencdo do perfil eletro-
oxidativo dos nucleosideos guanosina (dGua) e adenosina (dAdo), e assim poder avaliar o perfil
na auséncia da IF e CF. Para obter o controle da solu¢do de dsDNA, VPD foram realizadas até
a estabilizacdo da corrente. Entre cada leitura, a superficie do eletrodo foi polida para

obteng¢do do branco.

O controle do biossensor de dsDNA foi obtido apdés modificacoes do ECV
(imobilizacdo de dsDNA). Para cada medida voltamétrica um novo biossensor foi construido.
Esse processo foi realizado até obten¢do de um perfil estavel (reproducdo), das bases dGua e

dAdo, para o biossensor de dsDNA.

A mesma concentracdo de dsDNA foi usada para ambos os estudos.

4.8 Eletroforese

Todas as corridas eletroforética de dsDNA foram obtidas em matriz de gel de agarose.
Para visualizar a mobilidade do dsDNA e possiveis danos. Neste estudo foram usados blue-
green (marcador para corrida), composto assimétrico da cianina, e o gelred (agente
intercalante). O blue-green tem propriedades fluorescentes quando se liga na dupla fita do
DNA, através da passagem dos ions para a membrana do dsDNA. O gelred é um corante

fluorescente de dcidos nucleicos ultra-sensivel, que intercala nas bases do dsDNA [102].

As amostras contendo dsDNA 100 ug mL ™", IF, CF, dIF e dCF 0,5 mmol L™, 0,25% de
blue-green e 0,25% de red foram carregadas nos pocos da matriz de gel de agarose 8%. Este gel
carregado com as amostras, foi posteriormente imergido em um tampao TAE (Tris-Acetato-

EDTA), em pH 8,0, na cuba de eletroforese.

No primeiro pogo, foi inserido apenas amostra contendo dsDNA com red e green,
chamada de controle negativo (CN). Nos pocos subsequentes, foram inseridas amostras de

dsDNA com o composto nos tempos de 0, 24, 48 e 72 h.
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Ap6s o término da corrida de eletroforese, o gel foi levado a um transiluminador, para

visualizar a mobilidade do dsDNA.

Todo o processo experimental deste estudo estd representado no Apéndice 1.

4.9 Teste Cometa

O Ensaio do Cometa ndo € utilizado para detectar mutacdes, mas sim lesoes
genOmicas, que podem ser reparadas, e se ndo reparadas, podem resultar em mutagdo. Neste
trabalho o teste cometa foi feito com o objetivo de observar se IF e CF causavam dano direto
ao DNA e assim avaliar o potencial genotéxico, através do estudo de genotoxidade [103,

104].

Este estudo feito a partir da obtencdo de células de doadores voluntdrios consiste na
andlise da migracio do DNA por meio da eletroforese, em uma lamina de microscopio com
células intercaladas em uma fina camada de agarose, e ao final do estudo, estas ldminas sdao
colocadas em um microscopio de fluorescéncia para andlise da presenca ou auséncia de
fragmentacdo do DNA nas células estudadas. O teste foi realizado, conforme descrito na

literatura [105].

O presente estudo foi realizado no laboratério de genética e biologia molecular —
LabGem — e, a participagdo de doadores voluntdrios ocorreu mediante o consentimento dos

mesmos, com a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 2).
4.9.1 Obtencdo das amostras celulares para o teste Cometa in vitro.

Para obten¢do de leucdcitos totais (células mononucleares) foram coletadas amostras de
20 mL de sangue periférico de trés doadores voluntarios saudaveis, em tubos de heparina. Foi
acrescentado o mesmo volume de salina. Em um cdmera de fluxo laminar, cada amostra foi
subdividida em 4 tubos de falcon e acrescentado o mesmo volume de solucdo salina, tampao
PBS pH 10 (NaCl 2,5 mol L™'; KC1 2,5 mol L™'; Na,HPO,4 2,0 mol L™'; Na;HPO4.12H,0 2,0
mol L™'; NaOH 4,0 mol L"), em seguida, foi adicionado ficoll na propor¢ao 3:1 em relagcdo ao
sangue. A mistura (salina, ficoll e sangue) foi centrifugada por 20 min com uma rotagdo de
2000 rpm. O anel de leucécitos formado, apds centrifugacio, foi removido lavado novamente
com salina e centrifugado para remocao total de residuos celulares ou reagentes utilizados no
procedimento. Por fim, acrescentou-se o meio RPMI para diluicdo das células. Apds este

tratamento de diluicdo das células em meio RPMI, foram adicionados soro fetal bovino e
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antibiético, e o meio de cultura foi tratado com os compostos IF e CF 0,5 mmol L' aum

volume final de 2 mL, por um periodo de 3 e 24 h.
4.9.2  Procedimento experimental para o teste Cometa in vitro.

Ap6s o periodo de tratamento de 3 e 24 h do meio de cultura descrito no item 4.9.1,
iniciou-se o procedimento de preparacdo das laminas. Inicialmente, foi preparado o controle
positivo, misturando-se 10 pL de H,O, em 500 pL da suspensdo celular e deixada agir por 10
min. Em sequéncia, misturou-se, separadamente, 10 pL das diferentes amostras (controle
negativo, controle positivo, e tratamento de IF e CF 0,5 mmol L™") com 100 pL de agarose com
baixo ponto de fusdo (0,5%). Uma aliquota de cada uma destas solucdes foi retirada e
transferida para as 1aminas com agarose € as mesmas cobertas com uma laminula. As laminas
tratadas foram refrigeradas a 4° por 5 min. Apos o tempo estimado para a solidificagdo, a
laminula foi retirada cuidadosamente, tendo sido mergulhadas em solu¢dao de lise pH 10,0
(NaCl 2,5 mol L', EDTA 100 mmol L™ e Tris 10 mmol L', Triton X-100 1% ¢ DMSO 10%)
e deixadas na geladeira em overnith por 24h. Em seguida, as laminas foram imersas em uma
solucdo alcalinas, tampao TAE pH 13 (NaOH 10 mol L'e EDTA 0,2 mol L"), durante 20 min
a 4°C. O material entdo, foi colocado em uma cuba de eletroforese e submetido a corrida
eletroforética por 20 min, 25 V e 300 mA. Apds a corrida, transferiu-se as laminas para uma
cuba com solu¢do de neutralizacao pH 7,5 (0,4 mol L™ de Tris e HCI) por 20 min e em seguida
as mesmas foram postas pra secar a temperatura ambiente. Para fixar as laminas, estas foram
mergulhadas em solucdo de etanol puro por 4 min. Por fim, 30 uL. de solugdo de brometo de
etidio foram adicionados sobre as laminas e estas foram analisadas em microscépio de

fluorescéncia. Para a contagem das laminas, foram escolhidas 100 células aleatdrias.

Todo o processo experimental do estudo descrito nos itens 4.9.1 e 4.9.2 sdo

representados na Figura 12



46

tica do procedimento experimental do teste cometa in vitro.

40 esquema

Figura 12. Representac
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4.9.3 Classificacdo do potencial genotoxico

O potencial genotoxico (lesdo gendmica) foi conferido através da classificagdo visual
dos nucleoides, variando a classe de 0 a 4, onde “0” representa células sem danos, enquanto as
classes de “1 a 4” representam niveis de danos crescentes Classe 1 - baixo nivel de danos (5-
20%); Classe 2 - nivel moderado de danos (20-40%); Classe 3 - alto nivel de danos (40-94%);
Classe 4 - dano total (> 95%) (Figura 13) [104].

Os ntcleos intactos aparecem redondos, enquanto que nas células que sofreram lesdes,

mostra uma “cauda” de fragmentos, semelhante a um cometa [106, 107].

No teste do cometa estudado neste trabalho, através dos nucleoides (~10.000 células)
obtidos dos pacientes voluntérios, foram considerados os pardmetros tamanhos e a quantidade

de DNA presente na cauda do cometa.

O escore de danos foi obtido através da multiplicacdo do nimero de nucleoides em

cada classe pelo respectivo valor da classe, usando a equacio:

Escore = [(0 xng) + (1 xn;) + (2xnyp) + (3 xn3) + (4 x ny)] / total do nimero de células

Figura 13. Fotomicrografia das diferentes classes de pesquisa por microscopia de fluorescéncia.

Aumento de 400x [108]

Classe 0 Classe 1 Classe 2

Classe 3 Classe 4

4.9.4 Andlise estatistica dos resultados do teste Cometa

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov

[104, 109]. Considerando que os dados ndo possuem distribuicdo normal, para o ensaio do
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cometa foi utilizado um teste equivalente ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-

teste de Dunn’s, comparando dois grupos de maneira simultanea [104, 109].

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, e para a comparacao das
respostas foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0, considerando o nivel de probabilidade de

95% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Investigacao das Propriedades redox da Ifosfamida

Inicialmente, o comportamento eletroquimico da ifosfamida (IF) 1,0 mmol L' sobre a
ECV foi avaliado por VC, nos intervalos de potencial aberto (-1,0 a 1,0 V) e fechado (-0,01 a

1,1V). Os voltamogramas estao ilustrados na Figura 14.A e 14.B, respectivamente.

Na Figura 14.A, em intervalo aberto observou-se a formagao de um pico anddico 1, em
torno de 0,65 V vs Ag/AgCl/KClg,, este pico é indicativo da provdvel oxidacdo da IF. No
intervalo fechado foi repetido o estudo, com o objetivo de visualizar se 0 composto adsorvia na
superficie do eletrodo, e verificou-se que o pico 1, é observado em 0,68 V vs Ag/AgCl/KClg, no
primeiro ciclo, e a partir do segundo ciclo, verificou-se que ndo houve mais o processo de
oxida¢ao (Figura 14.B), indicando a provavel passivacao do eletrodo. Estes resultados estao de

acordo com o reportado na literatura [65].

Figura 14 (A) Voltamogramas ciclicos obtidos sobre a superficie do ECV realizados em solu¢do tampao
fosfato pH 7,0 (==) na auséncia e (==) presenca de IF 1,0 mmol L', com v =5 mV s (B)
Voltamogramas ciclicos da IF obtidos ap6s o (==)1°, (=) 2° & (=) 3° ciclo; v = 50 mV s Destaque
para o pico 1,, equivalente ao pico anddico da IF.
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A oxidacdo da IF também foi avaliada utilizando-se VPD (Figura 15). Os
voltamogramas foram obtidos em solucdo tampao fosfato (pH 7,0) na auséncia e presenca de IF
1 mmol L™". O pico de oxidagdo da IF (1,) foi visualizado em 0,67 V vs Ag/AgCl/KClg,. O

estudo em VPD para oxidagdo da IF também foi realizado em uma faixa de pH entre 3,0 e 12,0,
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porém a possivel passivacdo na superficie do eletrodo impossibilitou a obtencdo da resposta

eletroquimica. Este comportamento redox também esta de acordo com a literatura [65].

Figura 15. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida sobre ECV realizados em
solucdo tampao fosfato pH 7,0 (==) na auséncia e (==) presenca de IF 1,0 mmol/L 1,. AEs =2 mV, AEt=
70ms e v=5mV s . Destaque para o pico 1,, equivalente ao pico andico da IF.
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Desta forma, a IF ndo teve respostas significativas, havendo a possibilidade deste

composto nao ser eletroativo na superficie do eletrodo liso, ECV.

5.2 Investigacdo das Propriedades redox da Ciclofosfamida

Medidas eletroquimicas por VC foram realizadas a fim de investigar o comportamento
eletroquimico da CF 1 mmol L™ na superficie do eletrodo ECV. Os voltamogramas foram
obtidos no intervalo de potencial aberto (-1,0 a 1,0V) e fechado (0,0 a 1.0V), e estdo

demonstrados na Figura 16.A e 16.B, respectivamente.

Na Figura 16.A, observou-se a formacdo de um pico anddico 1, com intensidade de
corrente muito pequena em Ey= 0,65 V, correspondendo a CF. No intervalo de potencial
fechado, nas mesmas condi¢cdes experimentais, foi observado somente no primeiro ciclo o pico
1, em 0,65V; a partir dos ciclos subsequentes, ndo foi observado mais o processo de oxidacdo,
indicando a provavel passivacdo do eletrodo (Figura 16.B). Este resultado segue o mesmo
perfil observado anteriormente pela IF, estando, portanto, em concordancia com o reportado na

literatura [65].



51

Figura 16 (A) Voltamogramas ciclicos obtidos sobre a superficie do ECV realizados em solucio tampao
fosfato pH 7,0 (==) na auséncia e (==) presenca de CF 1 mmol L', com v =50 mV s’ (B)
Voltamogramas ciclicos da CF obtidos apds o (==) 1°, (=) 2° ¢ (==) 3° ciclo; v = 50 mV s '. Destaque
para o pico 1,, equivalente ao pico anddico da CF.
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O comportamento eletroquimico da CF também foi estudado por VPD (Figura 17), com
o objetivo de obter melhores valores de corrente. Os voltamogramas foram obtidos em solugdo
tampdo fosfato pH 7,0 na auséncia e na presenca de CF 1 mmol L', obtendo um pico de

oxidagdo 1, em 0,64V vs Ag/AgCl/KClgy, correspondente a CF (Figura 17).

Figura 17. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida sobre ECV realizados em
solucdo tampdo fosfato pH 7,0 (==) na auséncia e (==) presenca de CF 1,0 mmol/L 1,. AEs =2 mV, AEt
=70msev=5mV s . Destaque para o pico 1,, equivalente ao pico anédico da CF.
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Como os compostos IF e CF sdo isOmeros, eles apresentam comportamentos
eletroquimicos semelhantes. A literatura [65] reporta que CF passiva a drea ativa do sensor ndo
modificado, impossibilitando o avango do estudo eletroquimico. No entanto, como o objetivo

deste trabalho foi a interacao dos pré-farmacos com o dsDNA, o estudo eletroquimico inicial foi
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feito com o objetivo de saber se os compostos intercalam nas bases do DNA, a partir da
comparagdo dos potenciais obtidos por VC e VPD da IF e CF com o estudo de interagdo do

dsDNA.

5.3 Comportamento Eletroquimico da IF e CF Degradada

O comportamento eletroquimico de solugdes 1 mmol L' de ifosfamida degradada (dIF)
e ciclofosfamida degradada (dCF) por 47 dias sob ECV, foram avaliados por VPD no intervalo
de potencial de 0,1 a 1,4 V.

Neste estudo, houve formagdo de dois picos anddicos para dIF e dCF. O processo de
oxidacao para dIF com formacado dos picos anddicos 2, e 3,, foram observados em 0,27 e 0,51.
Na dCF, os picos de oxidagdo 2, e 3,, foram observados em 0,43 e 0,51 V. Os voltamogramas

de dIF e dCF estao ilustrados na Figura 18.A e 18.B, respectivamente.

Figura 18 (A) Voltamograma de pulso diferencial com linha de base corrigida da dIF 1 mmol L™
(degradada por 47 dias) obtido sobre a superficie do ECV em tampao fosfato pH 7,0.(B) Voltamograma
de pulso diferencial com linha de base corrigida da dCF 1 mmol L' (degradada por 47 dias) obtido sobre
a superficie do ECV em tampao fosfato pH 7,0. Destaque para os picos anddicos 2, e 3,, referentes a
hidroxilacao da IF e CF, respectivamente.
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Estes resultados podem ser explicados em funcdo da hidroxilacdo dos atomos de
carbono, levando a liberag¢do e formacgdo espontaneas de dois produtos de degradacdo, acroleina

e mostarda ifosforamida [44, 46].

O objetivo do estudo eletroquimico dos compostos dIF e dCF foi verificar se os
compostos degradados, ao interagirem com o dsDNA, sofrem processo de intercalacdo nas

bases do dsDNA, tanto da oxidacdo da IF e CF quanto dos seus produtos de degradacdo a
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superficie do eletrodo. Estes resultados podem contribuir de forma direta no estudo de

interagdo, através das respostas eletroquimicas de IF, CF, dIF e dCF, estudadas inicialmente.

54 Interacio da Ifosfamida e ciclofosfamida com o DNA

O DNA vem sofrendo alteracdes através de diversos fatores de riscos, de forma direta
ou indireta, encontrados no ambiente, no uso dos quimioterdpicos, ou de forma hereditaria,
ocasionando a mutacao celular e dando origem ao cancer.

O DNA ¢ considerado o alvo principal na interacdo com uma molécula. Neste trabalho,
a interacdo com o dsDNA foi estudada eletroquimicamente por meio comparativo da oxidacao
dos ribonucledtideos de desoxiguanosina (dGua) e desoxiadenosina (dAdo). O perfil obtido
somente com dsDNA (Figura 19), dGua e dAdo ¢ utilizado para comparar com os perfis
obtidos na presenca dos antineopldsicos (IF, CF, dIF e dCF), a fim de observar a mudanca
conformacional na dupla hélice do dsDNA e o aparecimento de novos produtos de oxidagcdao
oriundo do ataque das bases do dsDNA. Os biossensores a base de DNA e as solugdes com
DNA foram utilizados com o objetivo de estudar a interagdo do dsDNA com IF e CF e seus

produtos de degradacao e, propor um sistema eletroquimico simples e sensivel.

Figura 19. Voltamograma de pulso diferencial com linha de base corrigida de uma solucéo de dsDNA
100 pg mL™" em tampio acetato pH 4,5 sobre o ECV, na auséncia do firmaco, utilizado como controle.
Destaque para os picos anddicos de desoxiguanosina (dGua) e desoxiadenina (dAdo).
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Os voltamogramas utilizados como controle foram realizados em tampao acetato (pH
4,5) [68], apresentando potenciais da dGua e dAdo em torno de E, = +1,05 Ve Ep=+1,33 V,

respectivamente, conforme representado na (Figura 19) [30].

Durante o processo de interagdo com o antineopldsico, as bases do DNA podem ser

modificadas gerando produtos intercalados na dupla hélice do DNA, como a 8-oxoguanina (8-
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oxoGua) e 2,8-dihidroxiadenina (2,8-dhA), os quais sdo mutagénicos, causando danos
oxidativos nas bases do DNA [110-112]. A mutagdo que requer mais atengdo € a que produz 8-

oxoGua, gerada do produto de oxidac¢do da guanina [67, 111, 113].

O estudo da interacdo da IF e CF e dos seus produtos de degradacdo com o DNA teve
como objetivo comprovar os possiveis danos oxidativos nas bases do dsDNA, além de verificar
as mudancas conformacionais na dupla hélice do dsDNA e a clivagem nas ligacOes de
hidrogénio.

Todo o estudo de interacdo farmaco-dsDNA foi estudado por comparacdo dos sinais

eletroanaliticos dos nucleotideos dGua e dAdo.
5.4.1 Estudo da interagcdo da IF-dsDNA e dIF-dsDNA em solugdo.

Os estudos de interacdo da IF e dIF com o dsDNA em solugdo, entre um tempo e outro
de incubacdo foram realizados por VPD, conforme apresentado na Figura 20.A e 20.B,

respectivamente.

Na Figura 20.A, observou-se a queda na corrente de oxidacdo, de dGua e dAdo, em
todos os tempos, quando comparado ao voltamograma de controle. Esses resultados mostram
que houve compactamento da cadeia da dupla hélice do dsDNA. No entanto, nos tempos de 0 e
24 h houve a inversdo dos picos de dAdo e dGua, este comportamento pode ser oriundo da
dificuldade das bases nitrogenadas em oxidar-se sobre a superficie do eletrodo, devido a forte
interacdo IF-dsDNA. A guanina foi liberada através da oxidacdo da dGua a partir de 24 h de
incubacdo, E,= 0,85 V [112]. No intervalo compreendido entre 0 e 96 h, ndo foi observada
oxidacdo da 8-oxoGua (Apéndice 3), mas segundo a literatura [6], a IF s6 tem atividade apds
ser metabolizado na enzima hepdtica, para que seus metabolitos possam exercer o efeito

alquilante no dsDNA. Justificando a inatividade in vitro [6].

A interacdo da dIF com o dsDNA também foi investigada nas mesmas condi¢des
experimentais da IF. Foi possivel observar, na Figura 20.B, que ap6s a interacdo dIF-dsDNA,
os picos de oxidacdo dGua e dAdo das bases do dsDNA se inverteram, comparado ao
voltamograma do controle. Esta inversdo, pode ter ocorrido devido a uma mudanga na
conformag¢do do dsDNA com o desenrolamento das cadeias helicoidais. Além disso, foi
observado que o pico de oxidagdo da dGua aumentou, quando comparado ao do controle,
havendo um indicio de abertura de uma das hélices da cadeia. J4 o pico de oxidacdo da dAdo
diminuiu; esse comportamento estd relacionado com a condensac¢do da hélice do dsDNA, que se

compacta ao interagir com o quimioterdpico dificultado o seu aparecimento na superficie do



55

eletrodo. Também foi observado, nos tempos compreendidos entre 24 e 96 h para dIF, a
formagdo de um novo pico em torno de E, = +0,86 V corespondente a oxida¢do da guanina
livre (Gua). A intensidade da corrente deste novo pico aumentou com o aumento do tempo de
incubacdo. Um pico de oxidagdo em torno de E, = 0,27V foi observado em todos os tempos de
incubagdo com dIF, podendo ser decorrente de um dos produtos de degradacdo da IF (Apéndice
3). Este resultado, mostra que o metabolito, além de ter forte interacdo dIF-dsDNA, ainda

intercala nas bases do dsDNA.

Figura 20 (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida em uma solucio
contendo dsDNA 100 pug mL™" e IF 0,5 mmol L™ em tampdo acetato (pH 4,5), sobre o ECV, com
dsDNA antes — controle — (==) e apds diferentes tempos de incubagdo 0 (=), 24 (=), 48 (=), 72 (=) €
96h (==). (B) dIF 0,5 mmol L', degradada por 47 dias, com dsDNA antes — controle (==) ¢ ap6s
diferentes tempos de incubacio: 1h (==); 24h (==); 48h (==); 72h (=) e 96h (==). Destaque para os picos
andédicos da guanina (Gua), desoxiguanosina (dGua) e desoxiadenina (¢Ado).

dGua
dAdo

96

Ze

I, b 24

No entanto, observou-se que mesmo com a auséncia da oxidacdo da 8-oxiGua, houve
interacdo de IF e dIF com o dsDNA, resultando na compactacdo da cadeia de dupla hélice das
bases dGua e dAdo. Esse comportamento pode ser visualizado por meio da queda nas correntes
de pico da dGua e dAdo, além de ter possibilitado a saida da guanina da estrutura do dsDNA
para ser oxidada na superficie do eletrodo, indicando que tanto a IF quanto a dIF possuem mais

afinidade com a dGua do que com dAdo.
5.4.2  Estudo da interagdo da IF-dsDNA e dIF-dsDNA utilizando biossensores de dsDNA

Neste estudo, a interacdo farmaco-dsDNA, foi realizada por meio de biossensores
modificados com dsDNA e incubados em solugdes de IF e dIF 0,5 mmol L' ¢ representada

pelos voltamogramas obtidos na Figura 21.A e 21.B, respectivamente.
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Na Figura 21.A foi possivel observar um decaimento na corrente de oxidacdo das bases
dos nucleotideos, dGua e dAdo, nos tempos compreendidos entre 0 e 48 h. Este comportamento
foi referente a condensac¢do da dupla hélice do dsDNA, que se compacta ao interagir com o
quimioterdpico, demonstrando intensa interagdo da IF com o dsDNA, dificultando a oxidacdo
das bases do dsDNA sobre a superficie do eletrodo [68]. Observou-se também um aumento na
intensidade dos picos nas bases nitrogenadas nos tempos de 48 e 72 h, podendo ser um indicio
da abertura da cadeia da dupla hélice do dsDNA, no entanto, no tempo de 96 h a corrente do
pico de oxidagdo dessas bases diminui, voltando a condensar a cadeia. A liberacdo da Gua foi
observada em torno de E, = 0,84 V em todos os tempos de incuba¢do. Com aumento do tempo
de interacdo, a intensidade da corrente do pico de oxidacdo da Gua aumentou (Apéndice 3). Nao

foram observados danos irrepardveis da 8-oxoGua em nenhum dos tempos

Figura 21.(A) Voltamograma de pulso diferencial com linha de base corrigida para um biossensor de
DNA 100 ug mL™' de controle em tampio acetato 0,1 mol L™, pH 4,5 sobre o eletrodo de carbono vitreo
ECV antes (=) e apos diferentes tempos de incubagio em solugdo de IF 0,5 mmol L™, 0 (=), 24 (=),
48 (=), 72 (=), 96h (=) (B) dIF 0,5 mmol L ap6s 47 dias de degradagcdo, com dsDNA antes —
controle (==) e apos diferentes tempos de incubacao: 0 (=), 24 (=), 48 (=), 72 (=), 96h (==).Destaque
para os picos anédicos da guanina (Gua), desoxiguanosina (dGua) e desoxiadenina (¢Ado).

dGua
dAdo

Para o estudo do dIF-dsDNA, foi adotado o mesmo procedimento utilizado para o IF-
dsDNA. Porém, ao se comparar os voltamogramas supracitados, nota-se que a intera¢do foi
mais acentuada com os produtos de oxidagdo da dIF, quando observada a queda na corrente dos
nucleosideos do dsDNA (Figura 21.B). Portanto, os produtos de degradacdo levam mais

facilmente ao condensamento da cadeia de dsDNA comparada com a interagdo com a IF ndo
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degradada. No voltamograma da Figura 21.B observou-se um pico em torno de E;= 0,85 V a
partir de 24 h de incubacdo, indicando que houve liberacdo da guanina, devido a interagcdo do
farmaco com o dsDNA (Apéndice 3). No biossensor de dsDNA interagindo com dIF, a
intensidade da interacao foi mais acentuada comparada com IF ndo degradada, com valores de
correntes mais altos. O produto de degradacdo oxidado primeiro na superficie do eletrodo em
torno de Ep;= 0,26 V s6 aparece nos tempos de Oh e 96h, ja o segundo pico proveniente também
do produto de degradagio da IF foi oxidado em torno de E,; = 0,56 V e intercalou em todos os

tempos de incubagdo, com a corrente aumentando com o tempo de incubacao.

Este estudo mostrou que tanto IF quanto a dIF interagiram com o dsDNA, e melhores
resultados foram obtidos com a interacdo dos produtos de degradacdo (dIF) oriundos da IF,

mostrando que estes interagiram de forma mais acentuada, alquilando o dsDNA.

Comparado ao estudo somente em solucdo, os biossensores forneceram melhores
valores de correntes e melhores respostas na oxidacdo dos picos de interacdo do composto e
seus produtos de degradacdo o dsDNA, com a queda na corrente dos nucleosideos do dsDNA.
No biossensor, a interferéncia no processo de adsor¢do do analito estudado foi menor, pois as
camadas de dsDNA fixadas na superficie do eletrodo garantiram que a resposta voltamétrica foi

decorrente apenas da oxidac@o dos nucleotideos do dsDNA, a dGua e dAde (Apéndice 3).
5.4.3 Estudo da interacdo da IF com dsDNA quando o composto comeca a degradar

O biossensor de dsDNA 100 pg mL™" incubado em solucdo de IF 0,5 mmol L' em
tampao acetato pH 4,5 por 196 h, visa verificar o inicio de degradagdo da IF e o comego da

intercalacdo deste metabdlito na dupla fita do dsDNA.

Na Figura 22 observa-se mudanca na conformac¢ido dsDNA com o desenrolamento das
cadeias helicoidais. O pico de oxidacdo da guanina livre teve um aumento acentuado com o
tempo de incubagdo. Observou-se um pico oxidativo em torno de E, = 1,17 V, caracteristico da
adenina [67]. O aparecimento de novos picos com E;=0,3 V e E; = 0,5 V podem ser atribuidos
aos produtos de degradacdo oriundos da degradacdo da ifosfamida, jd que o quimioterdpico

oxidou primeiro na superficie do eletrodo.

Estes resultados confirmam que os produtos de degradacdo estudados no item 5.3,

intercalam no dsDNA, oxidando em ~ E;;=0,27 Ve Ep=0,56 V.
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Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial realizado em soluc¢do tampéo acetato pH 4,5 sobre o
ECV com linha de base corrigida de uma solugdo contendo dsDNA 100 pg mL™ (=) e da mistura de
dsDNA 100 pg mL™" + IF 0,5 mmol L™ apés 196h de incubagfio (==).Destaque para os picos anédicos
da guanina (Gua), da adenina (Ado), desoxiguanosina (dGua) e desoxiadenina (dAdo).
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5.4.4  Estudo da interagdo da CF-dsDNA e dCF—dsDNA em solugdo.

Esse estudo foi realizado por VPD em solucdes de dsDNA e a interacdo foi comparado
por sinais eletroanaliticos referente a dGua e dAdo na auséncia (controle) e na presenga da CF e
dCF em solucdo. Os voltamogramas referentes a este estudo estdo representados nas Figura

23.A e 23.B. O estudo comparativo foi descrito no item 5.4

Na Figura 23.A, observou-se uma inversao dos picos nas bases do dsDNA em todos os
tempos de incubacdo; provalvelmente pode ter ocorrido uma mudanga na conformacdo do
dsDNA com o desenrolamento das cadeias helicoidais. No entanto, a intensidade dos picos foi
menor frente ao controle; tal comportamento pode esta relacionado a condensacdo da hélice do
dsDNA, que se compacta ao interagir com CF, dificultado a oxidacdo das bases na superficie do
eletrodo. Observou- se que, nos tempos compreendidos entre 24 e 96 h, houve a formacdo de
um novo pico em torno de E, = +0,83 V, correspondente a oxidag¢do da guanina livre (Gua),
aumentando a intensidade da corrente com o aumento do tempo de incubacdo (Apéndice 3). Tal

aumento corresponde a concentracdo de Gua livre em solug@o.

Para os estudos com a solu¢do quimicamente degradada de CF (dCF), foi observado um
comportamento semelhante, porém com maior interacdo, onde a condensacdo do dsDNA foi
imediata, visto que ocorreu a diminuicao do pico de oxida¢do da dGua e dAdo (Figura 23.B).
Observou-se a formagdo de Gua livre em todos os tempos de incubag@o, no qual os tempos de

24 e 96 h apresentaram picos maiores e mais definidos da oxidagdo da Gua (Apéndice 3).
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Figura 23. (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida de uma solucéo de
dsDNA100 pg mL™" e CF 0,5 mmol L™ em tampéo acetato pH 4,5 sobre o ECV. Com dsDNA 100 pg
mL™" sendo controle (=); em solucdo nos tempos de 1 (==); 24 (==); 48 (==); 72 (=) e 96h (=) de
incubacdo. (B) dCF 0,5 mmol L™, degradada por 47 dias, com dsDNA antes — controle (==) ¢ apGs
diferentes tempos de incubag@o: 1h (==); 24h (==); 48h (==); 72h (=) e 96h (==). Destaque para os picos
anddicos da guanina (Gua), desoxiguanosina (dGua) e desoxiadenina (dAdo).
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Portanto, os estudos mostraram que ocorre interagcao entre o dsDNA e CF em solucdo e

que a solucdo degradada apresentou resultados de interagcdo em menor tempo.
5.4.5 Estudo da interagdo da CF e dCF com dsDNA utilizando biossensores de dsDNA

O estudo da interacdo farmaco-dsDNA foi realizado por meio de biossensores
modificados com dsDNA, incubado-os em solucdes de CF e dCF 0,5 mmol L' Os
voltamogramas foram obtidos em diferentes tempos de incubagdo, conforme visto nas Figura

24.A e 24.B, respectivamente.

Na Figura 24.A observou-se que a intensidade da corrente dos picos de oxidagdo da
dGua e dAdo foram decrescendo, quando comparados ao controle somente com dsDNA. Tal
comportamento indica que houve forte interacdo do composto nas bases do dsDNA, que se
compactam ao interagir com CF, dificultado a oxidacdo das bases na superficie do eletrodo. A
guanina, E, = +0,83V, oxidou em todos os tempos de incuba¢do, aumentando a intensidade da
corrente com o aumento do tempo de incubacdo (Apéndice 3). Este resultado foi explicado pela

forte interacdo da CF com a base dGua, que diminui com o aumento da oxidag¢ao da guanina.

Na Figura 24.B referente a interacdo do biossensor de dsDNA com o composto
degradado, observou-se uma diminui¢do na corrente de oxidacdo das bases dos nucleotideos,

dGua e dAdo, nos tempos compreendidos entre 0 a 48 h. Tal comportamento foi referente a
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condensa¢do da dupla hélice do dsDNA, que se compacta ao interagir com o quimioterdpico,
demonstrando intensa interagdo dCF — dsDNA. Porém, houve um aumento na intensidade dos
picos da dGua e dAdo nos tempos de 72 e 96h, podendo ser um indicio da abertura da cadeia da
dupla hélice do dsDNA. Houve também a liberacdo da Gua com potencial em torno de E,= 0,85
V em todos os tempos de incubacdo. Também observou-se a existéncia da possivel intercalacao
do produto de degradac@o advindo da CF sobre a fita dupla de dsDNA, oxidado primeiro na
superficie do eletrodo em torno de E,= 0,19 V e aumento da corrente com o aumento do tempo
de incubagdo (Apéndice 3). A oxidacdo deste produto de degradacdo intercalado nas bases do
dsDNA confirmou o estudo da se¢do 5.3.

Figura 24 (A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida para um biossensor de
dsDNA 100 pg mL™" de controle (==) em tampio acetato pH 4,5 sobre o eletrodo de carbono vitreo ECV
e apGs diferentes tempos de incubagio em solugio de CF 0,5 mmol L™ apés 47 dias de degradagio, Oh
(=), 24h (=), 48h (=), 72h (—), 96h (=—). (B) dCF 0,5 mmol L' apos 47 dias de degradacdo, com
dsDNA antes — controle (==) ¢ apos diferentes tempos de incubagdo: 0 (=), 24 (=), 48 (=), 72 (=),

96h (==). Destaque para os picos anddicos da guanina (Gua), desoxiguanosina (dGua) e desoxiadenina
(dAdo).
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Utilizando-se o biossensor de dsDNA, foram obtidos melhores respostas, com valores
de corrente mais elevados comparado ao estudo apresentado no item 5.4.4, pois garantiu que a
resposta visualizada por VPD fosse derivada apenas da oxidacdo das bases dGua e dAdo do
dsDNA. Portanto, o biossensor proporcionou sensibilidade e seletividade em suas respostas

eletroquimicas.
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5.5 Eletroforese da IF, dIF, CF e dCF com o dsDNA

O estudo de eletroforese em gel foi realizado para comparar o perfil de migracdo do
dsDNA [114], a fim de detectar alteracdes conformacionais provocadas por possiveis dando no
dsDNA, ap6s a interacdo das solugdes IF, dIF, CF, dCF. A Figura 25 apresentou os perfis de
migracdo eletroforéticos das amostras incubadas de dsDNA 100 pg mL"' com solucdo 0,5 mmol

L 'de IF, dIF, CF, dCF nos tempos crescentes de 0 a 72h.

Figura 25. Eletroforese em gel de agarose, em DNA 100 ug mL™' de controle negativo (CN), em
solugdo aquosa de (a)IF, (b) dIF, (c) CF e (d) dCF 0,5 mmol L' nos tempos de 0, 24, 48 e 72h.

CN Oh 24h 48h 72h CN Oh 24h 48h 72h

(b)
CN Oh 24h 48h 72h CN Oh 24h 48h 72h

(d)

A presenca de uma banda tnica indica que o dsDNA estd integro, ou seja, nao houve
fragmentacdo da molécula, apds tratamento com IF, dIF, CF, dCF quando comparado com o
controle negativo (Figura 25). A auséncia de diferenca significativa nas bandas (“arrasto de
DNA”) indica que, nas condi¢des estudadas, ndo houve alquilagdo no dsDNA pela IF, dIF, CF e
dCF.

Os resultados deste estudo eletroforético, portanto, confirmam parte dos resultados
obtidos por VPD, os quais ndao evidenciam dano direto no dsDNA. Isso indicou que, na
auséncia de uma enzima hepdtica, estes compostos ndo sdo metabolizados in vitro e por

consequéncia, o dsDNA possivelmente nao sofreu danos.
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5.6 Teste do Cometa in vitro

Para confirmar os resultados obtidos no estudo eletroquimico e na andlise do gel de
dsDNA, avaliou-se o potencial genotéxico (lesdes diretas ao DNA pré-mutagénicas) dos
compostos IF e CF nos tempos de 3 e 24 h, utilizando o teste cometa que detecta lesdes ao DNA
diretamente nas c€lulas humanas, em um modelo in vitro. Segundo a literatura [104], este
ensaio ndo s6 detecta as lesdes como identifica e repara quebra na fita simples e dupla da cadeia

do DNA, de acordo com o meio trabalhado (neutro ou alcalino)

Para os parametros reprodutivos, apds o tratamento de 3 h, os resultados mostraram que
ndo houve distribui¢do homogénea entre os grupos, sem diferencas significativas na quantidade
de danos ao dsDNA (medida pelo escores de danos), entre o grupo tratado comparado ao
controle negativo (CN), para ambos os compostos (IF e CF). Ja entre os grupos CN e CP
(controles negativo e positivo), as diferencas foram significativas (p < 0,05). Os mesmos
resultados foram encontrados para o tempo de exposicdo de 24h, demonstrando que,
considerando um tempo de exposicdo de at€é 24 h os compostos IF e CF ndo causam danos

genotdxicos ao dsDNA (Figura 26) (Tabela 2).

Os dados obtidos nos estudos de interacdo com dsDNA demonstraram que ambos 0s
compostos ndo fragmentam o dsDNA (Figura 26), ndo causam lesdes diretas nem efeitos
genotdxicos no DNA presente em células sanguineas humanas (Figura 26), sustentando, desta

forma, os resultados obtidos nos estudos eletroquimicos.

Para elucidar como IF e CF interagiriam com o DNA, seria necessdrio a utilizacao de
um teste de cometa modificado com enzimas especificas que reconhecem diferentes tipos de
danos oxidativos [104, 109, 115]. As enzimas bacteriais formamidopirimidina-DNA, glicosilase
(Fpg) e endonuclease III (Endo III) sdo especificas para identificar a abertura do anel de bases
purinas e pirimidinas. O Fpg € especifico para purinas oxidadas, incluindo a 8-oxoGua [109,

116]. Isso pode ser melhor estudado posteriormente.
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Figura 26. Escores de dano de DNA e frequéncia de classes presentes nos nucleoides de leucécitos de
sangue periférico (PBMC) em individuos saudaveis apds 3h e 24h de exposi¢cdo com solugdo de 0,5 mol
L' IF e CF. Destaque para CN- controle negativo; CP- controle positivo; IF- ifosfamida, CF-
ciclofosfamida, CO- classe 0; C1- classe 1; C2- classe 2; C3- classe 3 e C4- classe 4. ns- diferencas
estatisticamente nao significativas; * p<0,05%
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Tabela 2. Escores de danos no DNA e frequéncia de classes observadas pelo teste do COMETA em
sangue periférico (PBMC) de individuos sauddveis ap6s 3 e 24 horas.de exposicio a IF e CF 0,5 mol L
durante 3 e 24 horas.

CLASSES (%) ESCORE
Tratamento 0 1 2 3 4 Média = DP
3h
CP 0,0 0,0 0,0 0,0 100 4,00 £ 0,00
CN 94,7 1,3 2,0 1,3 0,7 0,12+0,18
IF 87,0 53 5,0 1,7 1,0 0,24 + 0,06
CF 89,3 4,7 2,0 1,7 2,3 0,23 +0,18
24h
CP 0,0 0,0 0,0 0,0 100 4,00 £ 0,00
CN 86,7 7,7 2,7 2,3 0,7 0,23 +£0,08
IF 67,7 14,3 9,7 7.3 1,0 0,60 + 0,24
CF 75,7 7,7 9,3 4,7 2,7 0,51 £0,29

Os dados ndo apresentaram distribui¢do normal e submetidos ao teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s, com p<0,05. CP
(per6xido de hidrogénio 3%); CN: RPML
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foram desenvolvidos biossensores a base de dsDNA para investigar o
processo de interagdo do DNA com os pro-farmacos IF e CF e seus produtos de degradacao
(dIF e dCF), in vitro, levando em considerac@o as caracteristicas e varidveis, pH e temperatura,
que se assemelhassem ao processo intracelular (in vivo). O mecanismo de interacdo do dsDNA
foi estudado inicialmente por dois processos distintos, em solug¢do e por adsorcdo a superficie
do eletrodo (biossensor). Os resultados mostraram que tanto em solu¢do quanto no biossensor
houve forte interacdo do composto com o dsDNA, mas o que diferiu esses dois estudos foi a
intensidade da corrente dos picos oxidados na superficie do sensor, obtendo melhores valores de
corrente no biossensor. Isso porque, nesse estudo, a interferéncia no processo de adsorcao do
analito foi bem menor, ja que a modificacdo na superficie do eletrodo com dsDNA garantiu que
a oxidagdo fosse somente dos nucleosideos, dGua e dAdo. Isso resultou na sensibilidade e

seletividade do biossensor desenvolvido.

As interacdes in situ entre IF-dsDNA, dIF-dsDNA e CF-dsDNA, dCF-dsDNA foram
estudadas por VPD, e também mostraram que tanto a IF e CF quanto os seus produtos de
degradacdo interagiram com o dsDNA, condensando a cadeia polinucleotidica. A guanina foi
liberada em ambos os estudos. Os resultados do estudo com o biossensor apresentaram indicios
de que a IF e CF provavelmente intercalam na fita dupla de dsDNA. Foi feito um breve estudo

eletroquimico, avaliando-se as respostas eletroquimicas dos potencias de IF e CF, dIF e dCF.

O biomarcador 8-oxoGua ndao foi encontrado, pois oS compostos precisavam ser
metabolizados primeiro em uma enzima hepética para que seus metabdlitos possam ter efeito
citotoxico e genotdxico. Portanto, nas condicdes estudadas, in vitro, ndo houve danos oxidativos

no dsDNA.

O estudo de interacdo com IF-dsDNA, dIF-dsDNA e CF-dsDNA, dCF-dsDNA, foi
realizado por eletroforese e a técnica do cometa, tendo como resultados auséncia de
fragmentacdo no dsDNA e nas das células mononucleares de sangue periférico,
respectivamente, nas condi¢Oes estudadas, in vitro. Isso confirmou os resultados obtidos nos

testes de interacdo, por meio da técnica eletroquimica, VPD.

Pelo exposto, pode se afirmar que o biossensor desenvolvido apresenta-se como um
novo estudo de interacdo do dsDNA com IF e CF, como um método sensivel, seletivo e de fécil

reproducdo. Podendo, portanto, ser aplicado em estudos com outros quimioter4picos.
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A proposta de interagdo do pré-farmaco com o dsDNA desse trabalho pode ser utilizada
de forma positiva para outras pesquisas, na busca do tratamento contra o cancer € no

desenvolvimento de novos quimioterapicos.
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TRABALHOS FUTUROS

v Estudar o comportamento eletroquimico dos produtos de degradagido da IF e CF em
solucdo aquosa, utilizando as técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso
diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ), em diferentes pH;

v" Propor um mecanismo redox dos produtos de degradacdo de IF e CF em solucdo
aquosa;

v" Considerando que o ensaio cometa detecta lesdes gendmicas, e que a literatura discorre
que a ciclofosfamida possui efeito clastogénicos (a quebra dos cromossomos) sobre as
células do DNA, in vitro e in vivo, seria importante realizar um teste de micronucleo
para determinar se essas lesdes primdrias causadas por dano oxidativo da IF e CF, e

propor um mecanismo de reparo ao DNA [117].
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Apéndice 1

Representacdo esquemadtica dos equipamentos necessarios para a realizagdo da eletroforese em

sistema horizontal.

Cuba de Eletroforese

/ Pogo 3
Gel Tampao

migracao " — e

Pocos

Gel

=—=r—T—1—

Font
e

energia Transiluminador UV

gl .

Fonte: Autores (2018)
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Apéndice 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO - UFMA
Av. dos Portugueses, 1966 - Vila Bacanga, Sao Luis - MA, 65080-805
Fone: (98)3272-8000

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DA PESQUISA: ESTUDO DA INTERACAO DOS QUIMIOTERAPICOS
ANTINEOPLASICOS IFOSFAMIDA E CICLOFOSFAMIDA COM O DNA, UTILIZANDO
BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: RAYNNARIA COSTA DOS SANTOS

Prezado (a) doador (a),

O cancer é uma doencga que afeta um grande nimero de pessoas no mundo inteiro, sendo
que a sua principal caracteristica ¢ a multiplicacdo de forma descontrolada das células de
qualquer tecido do organismo, causando diferenciacdes biolégicas e estruturas anormais,
levando a auséncia da funcao celular, cujo aumento compromete o funcionamento adequado do
orgdo afetado. Neste trabalho queremos investigar quais os efeitos citotoxicos e genotdxicos

causados pela interacao dos antineopldsicos ifosfamida e ciclofosfamida.

Este tipo de estudo nos ajuda a compreender melhor os danos causados no DNA,
resultando nesta doenca tdo complicada e, no futuro, junto com informacdes de outras

pesquisas, poderd contribuir para a melhora do tratamento, a cura e/ou a prevengao da doenga.

z

Para a realizacdo desta pesquisa, é necessdria a participagdo de pessoas que nao
apresentem a doenca, para observarmos os efeitos que os quimioterdpicos causam no DNA.
Caso concorde em participar da pesquisa, serdo coletados cerca de 20 mL do seu sangue, ndo
precisando de uma quantidade maior que esta. Vocé ndo terd que realizar nenhum gasto para
fazer a doacdo e também ndo serd remunerado (a) pela contribuic@o. A coleta serd feita por um
técnico de enfermagem do LabGem, de modo que vocé receberd a assisténcia adequada durante

a coleta.
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Vocé pode pedir esclarecimentos sobre como o material estd sento utilizado sempre que
achar necessario. NoOs asseguramos que a sua identificag@o serd considerada confidencial, ndo
sendo identificada em nenhum trabalho cientifico. Vocé nao é, de modo algum, obrigado a
colaborar com esta pesquisa e, mesmo que concordar agora, poderd retirar seu consentimento a

qualquer momento que desejar.

PESQUISADOR RESPONSAVEL

Eu, , portador do

CPF , abaixo assinado, tendo recebido as informacdes

acima e ciente dos meus direitos, abaixo relacionados, concordo em participar da pesquisa.

Serdo preservados os direitos do doador, conforme seguem:

1) A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
ddvida acerca dos procedimentos, riscos e beneficios e outros relacionados com a
pesquisa;

2) A liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo sem que isso traga algum prejuizo ou constrangimento;

3) A seguranca de ndo ser identificado e que a participacdo terd o carter confidencial;

4) Receber informacgdo atualizada durante o estudo, ainda que esta possa afetar a
vontade de continuar participando;

5) Nao haverd a necessidade de conceder remuneracdo ou ressarcimento aos
participantes, mas em casos excepcionais, caso 0 paciente se sinta lesado com o
procedimento da coleta de sangue, este poderd requerer os seus direitos de acordo

com as leis vigentes no pais;

6) Caso haja algum gasto adicional, este ocorrerd por conta do pesquisador.

Tendo ciéncia do exposto acima, assino abaixo.

Sao Luis, de de

Assinatura do doador
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Tabelas dos valores de correntes do estudo de interacdo dsDNA com IF, CF e seus produtos de

degradacdo.
(vide Figura 20.A)
| Gua dGua dAdo
Tempo
Controle — 7,03x10° 821x10°
0 838x 10 " 2,15x10° 1,07x 10°
24 1,74x 10 3,01x10° 2,67x10°
48 727 x 10 1,05x 10° 228x 10°
72 448 x 10 442 x10° 4,60x 10°
96 835x 10 433x10° 420x 10°
(vide Figura 20.B)
)| Pico 2a Gua dGua dAdo
Tempo
Controle - - 581x10° 7.40x 10°
0 121x10~ 820x 10 " 6,90x 10° 500x10°
24 3,95x 10 436 x 10~ 1,05x10° 6,95x 10°
48 1,84 x 10 6,20 x 10 7,80 x 10°° 441x10°
72 583x 10 1,07 x 10 9,36x 10 ° 6,14x 10°
96 8,79x 10~ 1,72x 10 9,83x 10° 7,18 x10°
(vide Figura 21.A)
| Gua dGua dAdo
Tempo
Controle - 226x 107/ 435x 10/
0 5,18x 10~ 1,63x 1077 3,00x 107’
24 228x10° 1,08 x 10/ 9,75x 10°°
48 2,15x10° 1,14x 10/ 1,66 x 10~/
72 1,54x 10° 2,52x 1077 3,65x 1077
96 2,49x 10° 1,53x 10/ 1,85x 107/
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(vide Figura 21.B)
)| Pico 3a Gua dGua dAdo
Tempo
Controle - - 2,13x 10/ 3,13x 10/
0 1,35x10° 1,70x 107 1,69x 10~ 222x 10’
24 2,10x 10° 7,59 x 10~ 1,35x 107/ 2,14x 107/
48 2,59x 10° 9,13x 10 1,46 x 1077 232x 10
72 221x10° 3,19x 10~ 7,90 x 10° 1,02x 10°
96 335x10° 8,88 x 107 2,09x 10/ 2,96x 10’
(vide Figura 23.A)
| Gua dGua dAdo
Tempo
Controle - 7,69x10° 8,99 x 10°
0 - 520x 10" 405x10°
24 237x10° 6,49x 10° 583x 10°
48 7.69x 10~ 7.29x10° 467x10°
72 7,66 x 10 7,68 x 10° 481 x 10°
96 1,36 x 10°° 535x 10° 1,48 x 10°°
(vide Figura 23.B)
)| Pico 3a Gua dGua dAdo
Tempo
Controle - - 577x10° 6,89 x 10"
0 2,68x 10" 6,14x 107 1,66 x 10° 3,76 x 10"
24 - 1,41x 10 425x10° 573x10°
48 - 297x 10 3,14x 10° 3,99x 10°
72 - 9,60 x 10~ 440x 10° 522x10°
96 - 9,49 x 10~ 439x 10° 5,19x 10°
(vide Figura 24.A)
| Gua dGua dAdo
Tempo
Controle _ 3,18 x 10/ 454 x 10/
0 1,23x10° 2,77 x 107/ 432x 10/
24 831x 10 2,62x 10/ 3,53x 107/
48 3,15x 10° 2,12x 10/ 3,55x 10/
72 247x10° 1,65x 107/ 1,52x 107/
96 2,50x 10°° 7,68 x10° 7,63x10°
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(vide Figura 24.B)
)| Pico 2a Gua dGua dAdos
Tempo
Controle - - 1,53x 10’ 1,98 x 10’
0 1,77x10° 528 x 10 1,00x 10~ 1,29x 107
24 522x10° 412x 10 9,64 x 10/ 1,24x 10/
48 514x10° 6,45x 10 1,06 x 10”7 1,53 x 10/
72 503x10° 1,88x 10° 1,45x 107 2,38x 107
96 442 x10° 1,35x10° 1,38 x 107/ 2,39x 10’




