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RESUMO

O Acido Valproico (AV) é um farmaco antiepiléptico amplamente utilizado.
Além disso, estudos recentes demonstram interessantes atividades antitumorais do AV
contra diferentes tipos de tumores relacionado a sua atividade no remodelamento da
cromatina. Entretanto, o uso do AV em pacientes possui limitacdes devido a sua
reconhecida toxicidade sistémica. Desta forma, € reforcada a necessidade do
descobrimento de novos medicamentos com menor toxicidade e/ou maior efeito
terapéutico. Para tanto, a estratégia mais sensata e econdmica para Se obter novos
farmacos consiste em modificar quimicamente drogas ja conhecidas. A sintese de
complexos metalicos é uma abordagem recente para a obtencdo de farmacos. Assim,
neste trabalho foi analisado a citotoxicidade, mutagenicidade para o valproato de sédio
(NaValp) e complexos de AV com Cu(ll), Mg(I), 1,10-fenantrolina (Phen):
[Cup(Valp)s], [Cu(Valp),Phen] e [Mg(Valp),Phen] na levedura Saccharomyces
cerevisiae proficientes e deficientes em vias de reparo de excisdo de base — BER
(apnlA, apn2A, ogglA, rad27A, ntglA, ntg2A maglA), de excisdo de nucleotideos —
NER (radlA, rad4A, radlOA, radl4A), sintese de translesdo — TLS (revIA, rev3A,
rad30A), reparacao pos-replicagdo — PRR (rad6A, radl8A), recombinacdo homodloga —
HR (rad52A) e jungao final ndo homologa — NHEJ (rad50A). Os resultados indicam que
os complexos organometalicos tém maior citotoxicidade e sdo mais mutagénicos do que
NaValp em fase de crescimento da levedura. Nos ensaios de mutagénese, ndo houve
indugdo de mutagdo com NaValp, e os complexos organometalicos induziram
substituicdes de pares de bases, identificadas pelo aumento da frequéncia de mutacéo
nos loci hisl e lysl na linhagem XV185-14C. As linhagens deficientes em proteinas da
via BER foram sensiveis ao NaValp. Além disso, os danos no DNA causados pelo
NaValp também podem ser tolerados pelas vias NER e TLS. As vias BER, NER, TLS,
PRR e HR contribuiram com a tolerancia ao dano induzido pelos complexos de cobre.
O dano ao DNA induzido pelo complexo [Mg(Valp),Phen] pode ser tolerado pelas vias
NER, TLS, PRR, HR e NHEJ, enquanto a presenca de endonucleases de BER resulta
em morte celular. Desta forma, nosso estudo revela uma importante contribuicao das
vias de reparo do DNA sobre a sensibilidade ao NaValp e aos complexos
organometalicos, indicando sua potencial aplicagdo como agentes citotoxicos. Os
mecanismos de reparagdo diferiram para os compostos, sugerindo que induzem

diferentes lesoes no DNA.
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ABSTRACT

Valproic Acid (VA) is an antiepileptic drug largely used. In addition, recent
studies present interesting antitumor activities of VA against different types of tumors
related to its activity in chromatin remodeling. However, the use of VA in patients has
limitations due to its recognized systemic toxicity. Thus, it is necessary to discover new
drugs with less toxicity and/or greater therapeutic effect. For that, the most sensible and
economical strategy to obtain new drugs is to chemically modify known drugs. The
synthesis of metal complexes is a recent approach to obtaining drugs. Therefore, the
cytotoxicity and mutagenicity were analyzed for sodium valproate (NaValp) and VA
complexes with Cu(Il), Mg(I) and 1,10-phenantroline (Phen): [Cuy(Valp)s],
[Cu(Valp),Phen] and [Mg(Valp),Phen] in Saccharomyces cerevisiae strains deficient in
repair pathways, like base excision repair — BER (apniA, apn2A, ogglA, rad27A,
ntglA, ntg2A maglA), nucleotide excision repair — NER (radlA, rad4A, radlOA,
radl4A), translesion synthesis — TLS (revIA, rev3A, rad30A), post replicative repair —
PRR (rad6A, radl8A), homologous recombination — HR (rad52A) e non-homologous
end joining — NHEJ (rad50A). The results show that the organometallic complexes have
higher cytotoxicity and are more mutagenic than NaValp in yeast growth phase. In the
mutagenesis assay, there was not induction of mutation by the NaValp, whereas the
organometallic complexes induced base pair substitutions, identified by the increase of
mutation frequency in his/ and lys/ loci in the XV185-14C strain. The protein-deficient
strains of the BER pathway were sensitive to NaValp. In addition, NER and TLS
pathways can also tolerate DNA damage caused by NaValp. The BER, NER, TLS, PRR
and HR pathways contributed to the damage tolerance induced by the copper
complexes. DNA damage induced by [Mg(Valp),Phen] complex can be tolerated by the
NER, TLS, PRR, HR and NHEJ pathways, while the presence of BER endonucleases
results in cell death. In this way, our study reveals an important contribution of the DNA
repair pathways on sensitivity to NaValp and organometallic complexes, indicating the
potential application as cytotoxic agents. The repair mechanisms are distinct for the

compounds, suggesting that different lesions are induced in the DNA.
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Introducéo

O desenvolvimento de um medicamento novo para uso em humanos € um
processo que leva atualmente em torno de 15 anos e envolve um investimento de
aproximadamente 2,6 bilhdes de délares (DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016).
Dentre as razdes que contribuem para este cenario, com o aumento da complexidade dos
ensaios clinicos, destaca-se o fato de que um grande nimero de moléculas candidatas
ndo sdo aprovadas durante o desenvolvimento pré-clinico ou clinico, sendo a toxicidade
a principal causa de desaprovacdo de compostos (KRAMER; SAGARTZ; MORRIS,
2007; DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016). Neste sentido, o redirecionamento e
a remodelagem de farmacos ja utilizados clinicamente tem despertado grande interesse
na inddstria farmacéutica. Considerando que tais produtos sdo amplamente conhecidos
quanto a seguranga toxicoldgica e possiveis efeitos adversos, ocorre um aumento nas
chances de avancos nas fases pré-clinicas e clinicas de desenvolvimento, e estes fatores
também contribuem para a diminuicdo dos custos e tempo de todo o processo (CRAG
et.al., 2014). Segundo James Black, famoso farmacologista britanico ganhador do
Prémio Nobel de Medicina em 1988, “a base mais frutifera para a descoberta de um

novo medicamento é comegar com um medicamento antigo” (BRADLEY, 2014).

1. Acido valproico (AV)

O écido valproico (acido 2-propil-pentanoico, AV), também conhecido como
valproado de sodio (NaValp, Figura 1), é um dos principais medicamentos utilizados no
tratamento da epilepsia em humanos nos dltimos 40 anos (HREBACKOVA et al.,
2010). O AV é um &cido carboxilico de cadeia ramificada com uma estrutura quimica
muito similar aos acidos graxos de cadeia curta (JOHANNESSEN; JOHANNESSEN,
2003), apresenta ampla atividade contra convulsdes parciais ou generalizadas, atua
como um estabilizador do humor no transtorno bipolar e esquizofrenia, e também ¢é
eficaz no tratamento de enxaqueca (NALIVAEVA et al., 2009).
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Figura 1: Estruturas quimicas do &cido valproico (AV) e valproato de sodio (NaValp)
(HREBACKOVA et al., 2010).

Embora o AV tenha sido descoberto por Buton em 1882, suas propriedades
anticonvulsivantes foram reconhecidas somente em 1962 por Eymard (revisado em
DUENAS-GONZALEZ et al., 2008). Dentre os principais mecanismos de acao
envolvidos no efeito antiepilético do AV, esta incluida a agdo sobre 0 neurotransmissor
acido gama-aminobutirico (Gamma-AminoButyric Acid, GABA), potencializando sua
atividade pela inibicdo da degradacdo ou aumento da sintese deste neurotransmissor
(DUENAS-GONZALEZ et al., 2008). O AV também atua na modulacao de receptores
N-metil D-Aspartato (NMDA) e no bloqueio de canais de célcio do tipo T e
dependentes de voltagem (ZEISE et al., 1991; para reviséo, ver FELISBINO et al.,
2011). No entanto, o uso do AV no tratamento da epilepsia possui algumas limitacdes
devido aos importantes efeitos adversos provocados por este medicamento. Com base
em uma revisdo sistematica recente (NEUMAN et al., 2013), as reacfes adversas mais
comuns ao AV sdo apontadas como sendo hepatotoxicidade, toxicidade mitocondrial,
encefalopatia, sindrome de hipersensibilidade, manifestacées neuroldgicas, metabdlicas
e enddcrinas. Metabolicamente, o AV interfere na fosforilacdo oxidativa na mitocéndria
(LOSCHER, 2002), gluconeogénese, ureiogénese (AIRES et al., 2011), catabolismo de
aminoacidos de cadeia ramificada e a oxidagdo de acidos graxos (LUIS et al., 2011). Do
ponto de vista morfoldgico, a hepatoxicidade do AV em humanos apresenta
esteatosemicrovesicular, necrose hepatocelular e lesdes colestaticas. Bioquimicamente,
a hepatotoxicidade ocorre por niveis elevados de aminotransferase, na presenca ou
auséncia de bilirrubinemia. Além de sofrer glicuronidagdo e PB-oxidagdo, o AV é
também metabolizado pelo complexo enzimatico citocromo (p450) para formar dois
metabolitos (4-eno-valproato e 2,4-dieno-valproato) os quais sdo hepatotdxicos (para
revisdo, ver NEUMAN et al., 2013). NEUMAN et al. (2001) demonstraram in vitro que
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0s metabolitos do AV sdo mais toxicos do que o composto original, principalmente em
casos onde as enzimas do citocromo p450 foram induzidas.

A toxicidade do AV se manifesta de duas maneiras diferentes: toxicidade
direta, a qual é dose dependente e muitas vezes assintomatica, resolvida com ajustes de
dose ou tratamento; e toxicidade indireta, a qual envolve a idiossincrasia metabodlica
(NANAU; NEUMAN, 2013). Além disso, 0 AV é também um agente teratogénico,
induzindo defeitos na formacédo e fechamento do tubo neural e outras mal formagdes
quando administrado durante o periodo gestacional. Foi descrita a sindrome do
valproato, que ocorre em recém-nascidos de maes tratadas com AV, caracterizada por
espinha bifida, anomalias craniofaciais e uma série de malformaces menos frequentes
(para revisdo, ver TROJNAR et al., 2004). As malformag6es mais comuns induzidas
pelo valproato sdo o desenvolvimento anormal do tubo neuronal e do esqueleto axial
(OKADA et al., 2004).

A descoberta de um efeito inibitério do AV em histonas desacetilases
(HDACS) proporcionou um avango no entendimento de sua teratogenicidade, bem como
0 uso do composto no tratamento de cancer (PHIEL et al., 2001). A base molecular da
teratogenicidade do AV pode ser explicada pela inibicdo direta de HDACsS, ja que 0 AV
inibe diretamente as enzimas classe | e Il de HDAC (LEHRMAN et al., 2005). A
inibicdo da atividade de HDAC origina a hiperacetilacdo de genes promotores, alterando
a expressdo de aproximadamente 2 % do genoma (VAN LINT; EMILIANI; VERDIN,
1996). A inibicdo de HDAC também tem sido associada com a toxicidade celular de
tumores (EYAL et al., 2005). O composto também foi testado em certos tipos de cancer
e em humanos infectados com o virus da imunodeficiéncia (HIV). A acéo inibidora de
HDACs pelo AV potencializa o tratamento para o HIV latente, ja que HDACL é
necessaria para o gene do HIV permanecer escondido no DNA das células infectadas
(DE FELICE et al., 2005). O AV pode estimular a liberagdo do virus latente em de
celulas-T CD4 infectadas in vitro, tornando o virus mais acessivel para ser atacado pelos
antirretrovirais (YLISASTIGUI et al., 2004; SMITH, 2005). Estudos demonstraram que
a carga viral diminuiu significativamente ap6s o tratamento combinado com AV e
terapia antiretroviral altamente ativa (para revisdao, ver LEHRMAN et al., 2005 e
MINUCCI; PELICCI, 2006).

A acdo do AV sobre a estrutura da cromatina, que modifica a expressao génica
em astrocitos e neurénios por inibir as HDACs, induziu a realizacdo de amplo estudo
nos ultimos anos (MARINOVA et al., 2011). Ressalta-se a influéncia do AV sobre as

18



enzimas HDACs, que foi identificada em diferentes tipos de tumores in vitro e in vivo,
propriedade que estd sendo sugerida como o principal mecanismo de acdo envolvido na
atividade antitumoral do AV. O AV é capaz de alterar a expressdo de HDAC1 em
cancer de proéstata, gastrico, de eséfago, de colon, mama e pulmao. Em outros tipos de
tumores, como colorretal, cervical e gastrico, 0 AV induz alteracbes na expressdo de
HDAC?2. Em neuroblastomas, o AV influencia a expressdo de HDAC8 (HUANG et al.,
2005; DUENAS-GONZALEZ et al., 2008; HREBACKOVA et al., 2010). ARINZE &
KAWAI (2003) verificaram que o AV também pode modular diferentes vias de
sinalizacdo celular e fatores de transcricdo que estdo envolvidas nos efeitos
transcricionais causados por ele, como o ativador da proteina AP1 e membros da familia
Sp.

1.1. Derivados organometélicos do &cido valproico

Reacdes de hipersensibilidade a medicamentos sdo efeitos adversos raros,
restritos a um subgrupo de pacientes vulneraveis e também a produtos farmacéuticos,
incluindo o AV. No entanto, embora com uma baixa incidéncia, estas reacdes podem
levar a consequéncias graves e potencialmente fatais, tendo um enorme impacto na
préatica clinica e na saude publica (NANAU; NEUMAN, 2013). Muitos farmacos
antiepilépticos comercialmente disponiveis sdo teratogénicos, tais como 0s
benzodiazepinicos, barbituricos, além do AV, levando a uma limitacdo de seus usos por
mulheres em idade fértil. Com isso, em novembro de 2014, a Agéncia de Medicina
Europeia (EMA) decidiu reforcar a adverténcia do uso do AV por mulheres gréavidas
pelo risco de mal formacdo fetal e problemas no desenvolvimento, o que pode estar
associado ao autismo infantil (para revisdo, ver WLODARCZYK et al., 2015)

O AV ¢é uma molécula simples e, portanto, Util, barata e bastante disponivel.
Sendo assim, 0 AV torna-se uma molécula de partida para a sintese de uma variedade de
derivados com atividade potencial no sistema nervoso central. ModificagGes quimicas e
o0 desenvolvimento de derivados analogos do AV mostram-se promissores no
tratamento mais eficaz e eficiente de epilepsia, dores, transtorno bipolar, entre outras
doencas neurolodgicas (BIALER; YAGEN, 2007). Como o0 AV é um dos medicamentos
antiepiléticos que apresenta um baixo custo-beneficio considerando a eficacia moderada
e alta toxicidade, torna-se interessante o desenvolvimento de analogos que apresentem

um efeito superior ao composto protétipo e que ndo apresente teratogenicidade
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(revisado em BIALER; YAGEN, 2007). EYAL e colaboradores (2005) avaliaram cinco
derivados do AV (&cido valndico, &cido propilisopropilacético, acido disopropilacético,
acido ciclopropilacético e acido tetrametilciclopropanocarboxilico) e seus subprodutos
quanto ao potencial de desacetilacdo de histonas e citotoxicidade em linhagens de
melanoma e de cancer de colon (EYAL et al., 2005). Neste estudo, todos os derivados
analisados apresentaram efeitos citotoxicos inferiores aos demonstrados pelo AV. No
entanto, quanto a propriedade de desacetilacdo de histonas, os derivados ndo mostraram
atividade superior ao AV, 0 que sugere que o AV apresenta um melhor desempenho
como agente antitumoral em relagdo as moléculas derivadas (EYAL et al., 2005).
Existem outros exemplos, como valnoctamida, diisopropilacetamida, valrocemida
(valproylglycinamide), N-2,2,3,3-pentametilciclopropanocarboxamida, 2,2,3,3-
tetrametil ciclopropil carbonil urea, isovaleramida (NPS-1776) e o acido arundico, que
possuem efeitos menos citotdxicos e mais eficientes que o AV em si. Também, além de
ser um medicamento epiléptico efetivo, 0 AV inibe a angiogénese tanto in vitro como in
vivo (EL-FAHAM et al., 2014).

Nos ultimos anos, existe uma énfase maior no estudo da associacdo de metais a
moléculas organicas, com o objetivo de obter novos agentes citotoxicos de amplo
espectro. Os metais podem coordenar ligagdes em configuracdes tridimensionais
precisas, permitindo, assim, a “montagem” de moléculas que reconhecam e interajam
com alvos moleculares especificos (MEGGERS, 2009). Além disso, os complexos
metalicos sofrem facilmente reacfes redox e substituicdo de ligacOes, o que Ihes permite
interagir mais eficientemente com moléculas bioldgicas. O estudo de derivados
organometalicos esta focado em complexos biologicamente ativos formados por ions
essenciais, como o cobre e 0 magnésio. Uma vez que qualquer metal essencial nao esta
em sua via metabolica normal, ele pode ser muito téxico para o organismo. Complexos
metalicos podem servir como agentes citotoxicos eficazes (COHEN, 2007).

Ainda, a inclusdo de compostos metalicos como ligantes em moléculas
farmacologicamente ativas, como por exemplo, medicamentos anti-inflamat6rios néo-
esteroidais e antitumorais, tem mostrado resultados importantes na melhoria da eficacia
terapéutica destes agentes (para revisdo, ver SYLLA-IYARRETA VEITIA et al., 2009;
SANTINI et al., 2014).
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2. Cobre e magnésio
2.1. Cobre

O cobre é um metal essencial para a fisiologia celular, com fungdes
fundamentais na respiracédo, atividade antioxidante, integridade dos tecidos e fungdes
sinapticas, e também tem um importante papel na sinalizacdo celular. Devido a sua
potente acdo redox, esse metal tem sido considerado essencial na sinalizacédo celular,
relacionado a modulagdo das interacBes receptor-ligante na membrana celular e no
controle das funcgdes fosfatase-quinases, estando associado em muitas vias de
sinalizacdo e no controle da expressdo do gene (HORDYJEWSKA; POPIOLEK;
KOCOT, 2014). A homeostasia do cobre pode ser importante para estratégias
terapéuticas no tratamento do céncer, doencas neurodegenerativas e doencas
inflamatorias (para revisdo, ver GRUBMAN; WHITE, 2014). Todos os organismos
requerem cobre como um cofator catalitico de processos bioldgicos como a respiracao,
transporte de ferro, protecdo contra estresse oxidativo, producdo do horménio peptideo,
pigmentacdo, coagulacdo sanguinea, crescimento celular normal e desenvolvimento.
Contudo, esse metal também participa de reacGes redox, que geram radicais hidroxil, os
quais causam danos significativos a lipideos, proteinas e ao DNA (para revisdo, ver
PUIG; THIELE, 2002).

O interesse nos complexos de cobre tem origem no uso destes como potenciais
agentes antimicrobianos, antivirais, anti-inflamatorios, antitumorais e inibidores
enzimaticos. E provavel que os complexos de cobre interajam com enzimas e inibam
funcBes celulares, em vez de interagir com o DNA, levando a formacdo de ligacdes
cruzadas (crosslinks) DNA-metal (para revisdo, ver IAKOVIDIS et al., 2011). Por
exemplo, os quelatos de salicilaldoxima Cu(ll) sdo potentes agentes antiproliferativos,
com forte efeito citotoxico quando comparado a adriamicina, induzindo parada de ciclo
celular e apoptose (FREZZA et al., 2010). A acdo destes compostos pode estar
associada com a inibicdo da enzima topoisomerase Il, por prevenir a formacdo de
dimeros da enzima e sua reacdo com o DNA. Os complexos cloreto de 2,6-bis
(benzimidazol-2-il) pirimidina Cu(ll) mostraram ter atividade de metaloprotease, cujo
mecanismo catalitico envolve o metal. Complexos decarboxyamidrazones apresentam
elevada atividade antiproliferativa contra células de melanoma em ratos (B16F10).
Também, a combinacéo de cobre com decarboxyamidrazones pode facilitar o transporte

intracelular e bloquear receptores de estrogénio (FERNANDES et al., 2012).
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Complexos de cobre e ligantes como a fenantrolina ou 2,2-bipirimidina apresentam
atividade antineoplésica significativa in vitro e in vivo, quando testadas em uma
variedade de linhagens tumorais (FREZZA et al., 2010).

O cobre, sendo um metal essencial, pode ser menos toxico do que metais ndo
essenciais como a platina, e moléculas organometalicas com cobre vém sendo
amplamente investigadas com propositos diversos: como antimalarico, antifungico,
antibacteriano, anti-inflamatério (sobretudo artrite reumatoide), cicatrizante e
hipoglicémico (KOWOL et al., 2012). Outro campo de estudo estd no tratamento de
patologias neuroldgicas como Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e Alzheimer,
devido ao seu potencial neuroprotetor (MEDICI et al., 2015). E, nesta Gltima década,
varias familias de complexos de cobre estdo sendo estudados como potentes agentes
antitumorais (MARZANO et al., 2009).

2.2. Magnésio

O Magnésio é o segundo ion intracelular mais comum no corpo humano. Atua
como um cofator em aproximadamente 300 enzimas relacionadas ao metabolismo de
energia celular, envolvendo ATP, bomba de Na+/K+-, canais de calcio, estabilizacdo de
membranas celulares e na DNA/RNA polimerase (TONG; RUDE, 2005; BATEMAN,
2017). Existe um grupo de receptores de glutamato nos quais sua estimulacdo leva a um
potencial excitatério pds-sinaptico causando convulsdes, e foi demonstrado que 0 uso
do magnésio impediu a estimulacdo desses receptores, sendo um anticonvulsivante
promissor, principalmente em eclampsia (SARIS et al., 2000; BAKER, 2016). Llorente
e colaboradores (1996) verificaram que o magnésio atua como uma ponte entre 0
antibidtico quilonona e grupos fosfatase, intercalando a quilonona na dupla hélice do
DNA. A estrutura € estabilizada pela ligagdo do ion magnésio com atomos de oxigénio
presente na quilonona, uma fosfatase e uma base purica do DNA (para reviséo, ver
TUREL et al.,, 2000). Esse metal é requerido para a sintese de acidos nucleicos e
proteinas, no ciclo celular, integridade do citoesqueleto e da mitocondria, e para a
ligagdo de substratos na membrana plasmatica; modula o transporte de ions através de
bombas, transportadores e canais. Com isso, auxilia na transdugdo de sinais e nas
concentragdes citosolicas de calcio e de potassio (para revisao, ver SARIS et al., 2000;
BAKER, 2016).
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No sistema nervoso, 0 magnesio tem um efeito depressivo nas sinapses e tem
sido usado com um anticonvulsivante. O mecanismo de acdo nas sinapses esta
relacionado com a competi¢do entre o calcio e 0 magnésio no estimulo da liberacdo do
neurotransmissor, ou seja, na inibicdo pré-sindptica da liberacdo de acetilcolina na
jungdo neuromuscular (SAITO et al., 2016). A deficiéncia de magnésio pode causar
excesso de atividade dos receptores de NMDA, perda de fluidez celular e diminuicao da
liberacdo de célcio, podendo refletir na deméncia, sindrome das pernas inquietas e
sindrome da fadiga crbnica (para revisdao, ver FAWCETT et al., 1999; KRUIS;
PHUONG NGUYEN, 2016).

3. Derivados do Acido Valproico contendo cobre ou magnésio

Atualmente, as opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento de epilepsia
ndo contemplam farmacos organometélicos. No entanto, novos complexos do AV com
ions de cobre divalente apresentaram efeitos terapéuticos muito superiores ao composto
parental. Como exemplo, tem-se o estudo realizado por SYLLA-IYARRETA VEITIA
et al. (2009), no qual o composto bisvalproato (2-propilpentanoato) (1,10-fenantrolina)
Cu(ll): [Cu(Valp)2phen] protegeu ratos contra Convulsdes Clénicas Minimas (Minimal
Clonic Seizure — MCS) (DEsp 8 umol/Kg) e apresentou atividade anticolvulsivante
contra Eletrochoque Maximo (Maximal Electroshock — MES) (SYLLA-IYARRETA
VEITIA et al., 2009). Portanto, nesse estudo, o complexo [Cu(Valp);phen] induziu
efeito anticonvulsivo superior ao AV, mas sem aumentar a sua toxicidade nos animais
expostos (SYLLA-IYARRETA VEITIA et al., 2009).

RAGHUNATHAN e colaboradores (2017) testaram o composto valproato de
magnésio (MgV) a fim de controlar a hipertrofia cardiaca. O composto € um inibidor de
HDAC classe | (HDACI) cinco vezes mais potente que a tricostatina A, clinicamente
utilizada. A inibicdo seletiva de HDACI é necesséaria para controlar a hipertrofia
cardiaca, uma vez que nao existem inibidores de HDAC especificos de classe | e classe
Il clinicamente disponiveis. Neste estudo, ocorreu a supressao do gene Inpp5f devido a
super expressdo de HDAC?2, ativando a via Akt-Gsk3p da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), ocasionando, assim, hipertrofia cardiaca (RAGHUNATHAN; GOYAL,;
PATEL, 2017).
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E importante ressaltar o estudo de GOLLA e colaboradores (2016), onde foi
verificado que o AV induz alteragfes na expressao de genes envolvidos na reparacdo de
DNA em levedura. Assim, o presente trabalho tem como objetivo investigar as
propriedades bioldgicas in vitro em relacdo a citotoxicidade, mutagenicidade e
reparacdo de DNA do AV em linhagens de Saccharomyces cerevisiae, realizando uma
anélise comparativa ao prototipo &cido valproico. Basicamente, 0s compostos a serem
avaliados [Cuy(Valp)4], [Cu(Valp),phen] e [Mg(Valp),Phen] variam entre si quanto ao
numero de moléculas de AV e gquanto a presenca ou ndo do ligante no complexo. Dois
compostos apresentam como sal metélico o &tomo de cobre e um o atomo de magnésio.
As caracteristicas quimicas dos compostos estdo descritas na Tabela 1 e ilustradas na
Figura 2, para [Cuy(Valp)4], [Cu(Valp).phen] e [Mg(Valp).Phen].

Tabela 1: Derivados organometalicos do Acido Valproico utilizados neste trabalho

Nome Estrutura Molecular Massa Molecular
[Cuz(Valp)4] C32HgoCu204 699,40 g/mol
[Cu(Valp).phen] C2sH3sCUN,04 530,17 g/mol
[Mg(Valp).Phen] CasH3sMgN,04 490,90 g/mol
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Figura 2: Estruturas quimicas dos compostos organometélicos utilizados neste trabalho.
A) [Cu2(Valp)4,]; B) [Cu(Valp)2Phen]; e C) [Mg(Valp)2Phen] (VEITIA, DUMAS,
MORGANT, 2012).

4. Saccharomyces cerevisiae como modelo bioldgico

A escolha da levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo no
presente trabalho foi baseada em diversos aspectos. A S. cerevisiae € um fungo
unicelular com ciclo eucariético tipico e completo, ja amplamente estudado, o que o
tornou uma ferramenta importante nas pesquisas bioldgicas em razdo da sua
simplicidade e similaridade genética, bioquimica e funcional com mamiferos em varios
aspectos. Dessa maneira, esse organismo € um modelo util para o melhor entendimento
de diversas funcbes bioldgicas, principalmente na biologia do cancer, estudos de
genética toxicologica e doencas humanas (LAFON et al., 2007; MILLER-FLEMING et
al., 2008; PEROCCHI et al., 2008; VALENTE et al., 2009; CHI; TAO; LIU, 2015;
MONERAWELA; BOND, 2017). Além disso, linhagens de S. cerevisiae sao
frequentemente empregadas nas inddstrias quimica, alimenticia, farmacéutica e na
tecnologia ambiental, com fins de biorremediacdo, tratamento de residuos e recuperacao
do solo (PENNACCHIA et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2009; SHIBASAKI et al.,
2009; DEVER; KINZY; PAVITT, 2016)

Algumas das propriedades que fazem a levedura particularmente apropriada
para estudos biol6gicos incluem o seu rapido crescimento, seguranca, o fato de possuir
um sistema genético bem definido e, mais significativamente, o conhecimento da
sequéncia completa do seu genoma. S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a
possuir o genoma completamente sequenciado e depositado em bases de dados

especializadas (como http://www.yeastgenome.org). Também, existem ferramentas

moleculares apropriadas para manipulacdo génica e estudos de expressdo, como 0
transcriptoma, proteoma, metaboloma, lipidoma e interatoma (GIBSON; GOLDBERG,
2009; XU et al., 2015; ELDAROQV et al., 2016)

A levedura é geneticamente bem caracterizada, especialmente quanto a sua
resposta a agentes causadores de danos ao DNA em pesquisas sobre mutagénese e

reparacdo de DNA e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo e homeostase
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metalica (HERRERO et al., 2008; ACEVEDO-TORRES et al., 2009; BAUER,;
CORBETT; DOETSCH, 2015; LI; LI, 2017).

Os ensaios com leveduras tém sido de grande utilidade na determinacdo de
agentes mutagénicos ambientais ou farmacologicos e servem para complementar os
ensaios de mutagenicidade realizados em bactérias. Esses testes sdo rapidos, sensiveis,
econdmicos e reprodutiveis, apresentando resultados confidveis na identificacdo
bioldgica. Além disto, a levedura possui um sistema enddgeno de ativacdo metabdlica
constituido por um complexo enzimatico (citocromo P-450) e detoxificacdo, sem a
necessidade da adi¢do de um sistema exdgeno, sendo, desta forma, uma vantagem sobre
0s ensaios bacterianos (KIRPNICK et al., 2005; TOUSSAINT; CONCONI, 2006;
VOORDECKERS; VERSTREPEN, 2015; CHENG et al., 2017).

Para avaliacdo de danos ao DNA, experimentos de mutacdes reversas sdo 0s
mais comumente utilizados. Estes baseiam-se na restauragdo ou compensacdo de um
dano em um gene responsavel por um requerimento nutricional (ZIMMERMANN;
VIG, 1975; ZARIN; MOSES, 2014). A restauracdo acontece por uma reversao exata do
defeito original, enquanto que a compensacdo pode ser devido a uma mutagdo
secundaria dentro do gene (mutacdo supressora interna) ou por uma mutacdo externa,
como no caso dos alelos “nonsense”. Para que seja identificada a mutacdo reversa, €
necessaria a utilizacdo de uma linhagem com alteracfes genéticas adequadas, como por
exemplo, a linhagem haploide XV185-14c (ZIMMERMANN et al., 1984; DUJON,
2010; WYRICK; ROBERTS, 2015). Esta linhagem permite a detec¢do de dois tipos de
mutacdes locus especificas: reversdes do alelo lys1-1 ou do alelo his1-7, ocorrendo por
mutagoes de sentido incorreto “missense” e reversdes por deslocamento de quadro de
leitura do DNA “frameshift” verificadas no locus hom3-10. As células revertentes
podem ser detectadas pela semeadura em placas contendo meio seletivo no qual o fator
de crescimento inicialmente requerido ndo esta presente, ou esta em quantidades muito
pequenas, permitindo somente um “background” de crescimento (ZIMMERMANN;
VIG, 1975; KNIGHT et al., 2007; WYRICK; ROBERTS, 2015; BHAVSAR-JOG,; BI,
2016).

Além da resposta mutagénica e recombinogénica, os ensaios em levedura
permitem investigar os mecanismos moleculares envolvidos na geracédo e reparacdo do
dano. Para determinar a natureza das lesbes geradas por um determinado agente,
compara-se a citotoxicidade de compostos em mutantes deficientes em uma ou mais

vias de reparacdo de DNA com a respectiva linhagem isogénica proficiente na via de
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reparacdo. Quando um mutante deficiente em uma via de reparacdo do DNA apresenta
uma sensibilidade maior que a linhagem selvagem proficiente na reparacdo, pode-se
inferir que a substancia estudada induz o tipo de lesdo incapaz de ser reparada pela
mutante (SEIPLE et al., 2006; VASCONCELLOS et al., 2007; GUINTINI et al., 2015;
CHALISSERY et al., 2017).

Dessa maneira, diversos laboratorios em todo o mundo j& utilizaram este
organismo como modelo de estudo, sendo uma excelente ferramenta para
desenvolvimento de modelos de biologia celular, molecular e genética (GIBSON;
GOLDBERG, 2009; LORENZ et al., 2009; BILLINGSLEY; DENICOLA; TANG,
2016).

5. Mecanismos de reparacdo de DNA

Alteracdes estruturais no DNA afetam severamente suas fungdes, incluindo a
replicacdo e transcricdo. Diante de varios tipos de lesdes, um mecanismo complexo de
Resposta ao Dano no DNA (DNA Demage Response — DDR) é ativado em uma rede de
sinalizacdo mediada pela enzima cinase. Atraves desse mecanismo molecular, células
podem detectar os danos e transmitir sinais para recrutar elementos de reparagdo ao sitio
do dano, e finalmente reparar, ou como alternativa, ativar o Ponto de Checagem
(Checkpoint) de ciclo celular ou a apoptose, no caso de danos irreparaveis (para revisao,
ver TIAN et al., 2015). Devido ao papel central do DDR na manutencdo da estabilidade
e integridade do genoma, mecanismos precisos de regulacdo séo requeridos para 0s
processos de reparacdo, em reposta aos diferentes tipos de danos em varios estagios do
ciclo celular (BROWN; JACKSON, 2015).

Exposicdes a estresses enddgenos e exdgenos, tais como espécies reativas de
oxigénio (ERO), radiacdes ionizantes (RI) e radiacdo ultravioleta (UV), assim como
agentes radio e quimioterapicos, podem causar danos ao DNA na forma de mutacdes,
adutos de base, erros de emparelhamento (Mismatch), formacdo de alquil guanina O6,
quebras de cadeia dupla (Double Strand Breaks — DSBs), quebras de cadeia simples
(Single Strand Breaks — SSBs), insercOes, delecdes e rearranjos cromossomais. Esses
eventos podem ocorrer apos a divisdo celular ou durante a replicagdio do DNA
(O’CONNOR, 2015). O DDR ¢ conservado em todos 0s organismos para a manutencao

da integridade gendmica e consistem em proteinas que trabalham em diferentes estagios
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como sensores, mediadores, transdutores e efetores no processo de reparacdo
(HOWARD et al., 2015).

Quando carcindgenos ou radiacGes provocam lesées no DNA gendmico, ha o
comprometimento da integridade gendmica e aumentam as chances da ocorréncia de
mutacdes que, consequentemente, causam doencas como o0 cancer. A radiacdo UV
tipicamente induz adutos no DNA, principalmente foto produtos de pirimidina (6-4),
pirimidona (6—4PPs) e dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs). Caso estas lesdes ndo
forem reparadas devidamente, podem resultar em mutaces permanentes. Diante disso,
as células desenvolveram uma variedade de vias de reparacdo para remover as mais
variadas lesdes que afetam o DNA (revisado de NEMZOW et al., 2015).

Assim, os danos no DNA podem ser reparados pelos mecanismos de
Reparacdo por Excisdo de Bases (Base Excision Repair — BER), Reparacao por Excisao
de Nucleotideos (Nucleotide Excision Repair — NER), Reparagdo Homdloga
(Homologous Repair — HR), Reparacdo ndo-Homdloga (Non-homologous End-Joining
— NHEJ) e Reparacdes Pds Replicativas (Post Replications Repair — PRR). BER atua na
remocdo de modificacbes quimicas no DNA ou nucleotideos simples que foram
alterados por oxidacdo, alquilacdo, desaminacdo ou metilacdo (HOEIJMAKERS, 2009;
DIANOV; HUBSCHER, 2013). NER ¢€ requerido, sobretudo, quando ocorre o bloqueio
da transcricdo, principalmente em lesdes que causam distorcdes na dupla hélice do
DNA, tais como dimeros de pirimidina e ligagdes cruzadas intracadeia (JEPPESEN;
BOHR; STEVNSNER, 2011). As reparacdes homologa e ndo-homologa sdo o0s
principais mecanismos de reparacdo para remover os danos mais toxicos e dificeis de
reparar no DNA, as DSBs. A HR predomina na fase S do ciclo celular e requer uma
sequéncia de DNA homdloga para uma reparacao livre de erros, e a NHEJ predomina
na fase G1 do ciclo celular e ndo requer uma sequéncia homdloga para a reparagéo,
sendo propensa a erros (SAN FILIPPO; SUNG; KLEIN, 2008; HANAMSHET;
MAZINA; MAZIN, 2016).

Além dos mecanismos de reparagdo, existe 0 processo de tolerdncia a danos,
chamado de sintese de translesdo (Translesion Synthesis — TLS), que € uma reparacao
pos-replicativa, no qual o dano néo é efetivamente reparado (by-pass), sujeita a erro e
que, mesmo assim, permite a concluséo da replicacdo (ANDERSEN; XU; XIAO, 2008;
JANSEN; TSAALBI-SHTYLIK; DE WIND, 2015).
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5.1. Reparacéo por Excisdo de Bases (Base Excision Repair — BER)

BER repara alteracdes de bases Unicas, muitas vezes resultado de danos
oxidativos, metilacdo, desaminacdo, alquilagcdo ou ainda bases que foram erroneamente
incorporadas durante a replicacdo que geralmente ndo causam, ou causam pouca,
distorcdo na dupla hélice do DNA, ao contrario das lesdes reparadas por GG-NER
(MENDEZ-ACUNA et al., 2010; DIANOV; HUBSCHER, 2013). Estresses enddgenos
ao DNA séo principalmente reparados por BER. De acordo com modelos atuais, BER
inicia-se pelo reconhecimento e remoc¢édo da base modificada por uma DNA glicosilase
especifica ao hidrolisar a ligacdo glicosidica entre a base e a cadeia desoxirribose-
fosfato, gerando um sitio apurinico/apirimidico (AP), que tem sua ligacdo fosfodiéster
clivada na fita 5° por uma AP endonuclease ou DNA glicosilase AP liase, gerando uma
SSB que contém um residuo hidroxil na regido terminal 3’ e uma desoxirribose fosfato
na regido terminal 5. Depois da clivagem da regido terminal 5’ dRP, a lacuna formada
pelo nucleotideo excisado é preenchida por uma DNA polimerase livre de erro e, por
fim, as extremidades sdo seladas pela enzima DNA-ligase (ROGER et al., 2006;
DIANOV; HUBSCHER, 2013).

Existem duas vias no BER: uma menor, que remove apenas um nucleotideo, e
uma maior, onde sdo substituidos de 2 a 13 nucleotideos, dependendo do tipo da lesdo
(ATAIAN; KREBS, 2006; ABBOTTS; WILSON, 2016).

O reparo por BER em S. cerevisiae esta ilustrado na Figura 3 e as principais

proteinas envolvidas nesta via estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Principais proteinas do sistema BER em S. cerevisiae

Proteina Funcéo Referéncia

Principal AP endonuclease. Envolvida na reparacdo de danos (ISHCHENKO et al., 2005)

ao DNA por agentes oxidativos e alquilantes. Também possui (PHADNIS et al., 2006)
Apnl funcGes como uma exonuclease 3'-5' para reparar danos do tipo

8-oxoguanina; geneticamente, interage com Ntgl para manter a

integridade do genoma mitocondrial.

AP endonuclease, envolvida na reparacdo por excisdo de bases (UNK et al., 2000)

Apn2
no DNA.

Rad27 ‘Flap” endonuclease com atividade 5° — 3’ exonuclease. Rad27 (SOMMER et al., 2008)
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codifica uma nuclease multifuncional envolvida no
processamento de fragmentos de Okazaki durante a replicagéo
do DNA, reparacédo de excisdo de base (BER) e manutencéo da
estabilidade do genoma. A sua atividade de endonuclease de
extremidade 5' é necesséria para clivar a aba 5' de fragmentos
de Okazaki, que é gerada durante a sintese da cadeia, e para
remover a extremidade de 5'-desoxirribosefosfato, que é
formada em sitios AP durante BER. A exonuclease 5' - 3' de
Rad27p estd envolvida na prevencdo da expansdo das
repeticdes di e trinucleotidicas por remogdo de estruturas

secundarias que sdo formadas pelas sequéncias repetidas.

(SPARKS et al., 2012)
(DASTIDAR et al., 2012)

DNA glicosilase e AP liase que excisa danos do tipo 8-

(SINGH et al., 2001)

Ooot oxoguanina. Contribui para a resisténcia a UVA. (KOZMIN et al., 2005)

DNA glicosilase 3-metil-adenina. Envolvida na reparacdo de (TKACH etal., 2012)
Magl danos ao DNA por agentes alquilantes. Inicia o reparo de

excisdo de base removendo bases danificadas para criar sitios

abésicos que sdo posteriormente reparados.

DNA glicosilase e AP liase. Atua no nacleo e na mitocéndria. (PHADNIS et al., 2006)
Ntgl Envolvida na reparacdo de danos ao DNA por agentes (GRIFFITHS etal., 2009)

oxidativos.

DNA glicosilase e AP liase que atua no nucleo. Pardloga de (MEADOWS; SONG;
Ntg2 Ntgl. DOETSCH, 2003)

(GRIFFITHS et al., 2009)
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Figura 3: Reparagdo de DNA pelo sistema BER em S. cerevisiae. Esquerda: a reparagdo por
BER ocorre preferencialmente via AP endonuclease (Apnlp), DNA polimerase (Polg). 5° flap
endonuclease (Rad27p) e uma DNA ligase (Cdc9p). Direita: alternativamente, uma fracdo
menor de sitios AP é clivada por AP liases (Ntglp, Ntg2p ou Ogglp), seguida por Apnlp ou
Apn2p. Alternativamente, a clivagem pode ocorre por Rad1lp-Rad10p endonuclease. Adaptado
de CHALISSERY et al. (2017).

5.2. Reparacédo por Excisdo de Nucleotideos (Nucleotide Excision Repair — NER)

NER é uma via de reparo livre de erros, requerida quando ocorre o bloqueio da
transcrigdo, principalmente em lesdes que causam grandes distor¢es na dupla hélice do
DNA, tais como dimeros de pirimidina ciclobutano — CPD e 6-4-pirimidina pirimidona
— 6-4-PP (fotoadutos gerados pela radiacdo UV), adutos gerados por ROS e pontes inter
e intracadeia de DNA (HOEINMAKERS, 2009; JEPPESEN; BOHR; STEVNSNER,
2011). As duas subvias que reconhecem o dano em NER s@o: NER de genoma global
(Global Genome NER — GG-NER), que explora o genoma para reparar lesdes maiores
no DNA em regides ndo transcritas de DNA, e NER acoplado a transcricdo
(Transcription Coupled NER — TC-NER), que reconhece especificamente lesdes que
bloqueiam a transcri¢cdo, reparando lesdes em fitas transcritas de genes expressos.
Ambas sub vias de NER diferem-se nas proteinas que reconhecem as lesdes
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(PALOMERA-SANCHEZ; ZURITA, 2011; JEPPESEN; BOHR; STEVNSNER, 2011;
PARK; KANG, 2016).

Na via NER, de maneira geral, o complexo de excisdo reconhece a lesdo e
remove um fragmento de DNA de 22-30 nucleotideos que contém o dano, produzindo
DNA de cadeia simples (ssSDNA — single strand DNA); DNA polimerases e fatores
associados sintetizam novamente a cadeia de DNA e a ligase sela as extremidades
(ROGER et al., 2006; LIU; LEE; ZHOU, 2010). A proteina de levedura Rad (Radiation
Sensitive) 4 (Rad4) e a proteina ortdloga humana XPC (Xeroderma Pigmentosum),
junto com suas subunidades acessorias, sdo identificadas como os complexos de
proteinas envolvidos principalmente no reconhecimento de lesGes no DNA que
recrutam outras proteinas de reparacdo. Assim, Rad4p e XPC sdo responsaveis pelo
inicio do GG-NER. A proteina Rad4p é encontrada em complexos com Rad23p e,
quando Rad4p se liga ao dano no DNA, a via NER é acionada (revisado de (MIN;
PAVLETICH, 2007; PARK; KANG, 2016).

A Tabela 3 e a Figura 4 apresentam as principais proteinas envolvidas no NER

em S. cerevisiae e as vias envolvidas neste sistema de reparacéo.

Tabela 3: Principais proteinas do NER em S. cerevisiae

Proteina Funcéo Referéncia
Endonuclease de cadeia simples que cliva a (PRAKASH; PRAKASH, 2000)
Rad1 extremidade 5’ do oligonucleotideo que (SYMINGTON, 2002)

contém a lesdo, junto com Rad10.

Proteina que reconhece e se liga ao dano no (Ll etal., 2010)
DNA juntamente com Rad23, atuando na (ZHOU etal., 2015)
dobra de proteinas ubiquitinadas. Rad4 e
Rad23 formam um complexo estequiométrico
Rad4 chamado NEF2, que é requerido em NER.
NEF2 (NER factor 2) se liga especificamente
a danos UV no DNA. Mutantes rad4 séo
extremamente  sensiveis a UV e

completamente deficientes em NER.

Endonuclease de cadeia simples que cliva a (PRAKASH; PRAKASH, 2000)
extremidade 5’ do oligonucleotideo, junto (SYMINGTON, 2002)

Rad10
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com Rad1.

Proteina que reconhece e se liga ao dano. (PRAKASH; PRAKASH, 2000)
Radl4 Subunidade de NEF1 que contém motivo de
dedo de zinco.

SLTTTTT T

A Reconhecimento da
lesdo

R204 Ry Rad33 Rad14

B Complexo pré-

incisdo
Cc Incisdao
D Reparagio

Figura 4: Reparagdo de DNA pelo sistema GG-NER em S. cerevisiae: A) a lesdo no
DNA (em amarelo) € reconhecida pelos complexos Rad4p-Rad23p-Rad33p e Rad7p-
Rad16p. Rad7p-Rad16p-Abflp tem atividade de remodelador da cromatina, enquanto
Rad7p-Rad16p-Elclp-Cul3p-E2 tem atividade de ubiquina ligase, que modifica Rad4p
e fatores adicionais (“X”). Essas reacdes permitem um eficiente reconhecimento das
lesbes por Rad4, e seu posicionamento adequado permite a abertura da hélice; B) TFIIH

(em azul), Rad4 e RPA sdo recrutados para formar um complexo de pré-incisdo, que
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verifica a lesdo e desenrola ainda mais o0 DNA. Rad4p-Rad23p-Rad33p e Rad7p-
Rad16p-Abflp sdo liberados; C) as endonucleases Radlp-Rad10p e Rad2p estdo
posicionadas para incisar as regides 5’ e 3’ da lesdo, respectivamente; D) um
oligonucle6tido contendo leséo (25-30 nt) € libertado do duplex, seguido pela sintese de
reparacao e ligacdo. Adaptado de BOITEUX; JINKS-ROBERTSON (2013).

5.3. Reparo Recombinacional

5.3.1. Reparacdo Homdloga (Homologous Repair — HR)

A recombinagdo homdloga é a via mais altamente conservada, sendo o principal
mecanismo de reparacdo legitima de DSBs e pontes intercadeias, 0s tipos de danos no
DNA mais prejudiciais, causados por radiacdo ionizante (IR), agentes quimicos,
reparacdo da forquilha de replicacdo interrompida e na sintese incompleta de telémeros.
A HR também é importante para a segregacdo fiel de cromossomos nos eucariotos
durante a meiose. E um processo livre de erros porque utiliza a informac&o genética de
uma fita de DNA homologa ndo danificada (cromossomo homologo ou cromatide-irma)
como substrato para a reparacdo de quebras duplas, ao contrario da NHEJ, que é uma
via alternativa de reparagdo de quebras duplas propensa a erros (para revisdo, ver
WATTS; Z., 2016).

A HR atua nas fases S e G2/M do ciclo celular. O mecanismo envolve o
reconhecimento e ligacdo do complexo enzimatico MRX (Mrell/Rad50/Xrs2 — em
leveduras) nas extremidades das DSBs, seguido pela remocdo de extremidades 5’ nas
DSBs pelas nucleases, gerando caudas de DNA fita simples (3’-ssSDNA). Assim, 0s
complexos Rad51p e Rad52p, junto com uma 3’-sSDNA, invadem o duplex de DNA
homologo, levando a formacgédo de uma filamento deslocado (Displacement Loop — D-
loop) intermediario, que proporciona um substrato para a DNA polimerase sintetizar
uma nova fita, utilizando a fita intacta como molde (SAN FILIPPO; SUNG; KLEIN,
2008; MISTELI; SOUTOGLOU, 2009; HANAMSHET; MAZINA; MAZIN, 2016).
Depois da formacgdo do D-loop, a HR pode prosseguir por dois grandes mecanismos
alternativos. No mecanismo conhecido como sintese dependente do anelamento de
cadeia (Synthesis-Dependent Strand Annealing - SDSA), a D-loop se dissocia e a cadeia
invasora estendida reanela com a segunda extremidade da DSB, formando

recombinantes ndo cruzados. No mecanismo de reparacdo de quebras duplas no DNA
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(Double-Strand Break Repair— DSBR), a cadeia deslocada da D-loop pode anelar com a
segunda extremidade da DSB, levando a formacdo de D-loops duplos, que séo
convertidos para as juncdes de Holliday (JH). Essas juncGes podem mover-se ao longo
do DNA e sdo clivadas por uma resolvase, gerando produtos com ou sem crossing over
(VASCONCELLOS et al, 2007; SAN FILIPPO; SUNG; KLEIN, 2008;
HANAMSHET; MAZINA; MAZIN, 2016).

Enquanto que em células germinativas o crossing over entre Cromossomos
homologos é essencial para a correta segregacédo, nas células somaticas, o crossing over
pode levar a excessiva perda de heterozigosidade. Rad52p é uma importante proteina de
HR que foi inicialmente identificada em S. cerevisiae, durante uma triagem (screening)
de mutantes sensiveis a IR. Outras proteinas de HR —Rad50, Rad51, Rad54, Rad55,
Rad57, Rad59 e Mrell— foram também identificadas como pertencendo ao grupo de
epistasia Rad52. Entre todos os membros desse grupo, Rad52p tem efeito mais intenso
na HR em S. cerevisiae. Além disso, mutantes deficientes em Rad52p sdo os mais
sensiveis a IR entre todos 0s outros simples mutantes de S. cerevisiae (para revisao, ver
SYMINGTON, 2002; GREENE, 2016). A Figura 5 mostra o esquema de reparo por HR

em S. cerevisiae.
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Figura 5: Reparacdo de DNA pelo sistema HR em S. cerevisiae. Diante da DSB, ocorre
o0 reconhecimento e ligagdo do complexo MRX na extremidade da DSB. Nucleases que
formam ssDNAs, cobertas de RPAs, sdo recrutadas. Rad51p ocupa o lugar das RPAs.
Rad51p e Rad52p mediam a formacdo do D-loop. A D-loop busca sequencias
homdlogas, e uma vez encontradas, o processo de resseccao cessa e Rad51 dissocia-se.
A helicase Srs2p media a dissociacdo da Rad51p e Rad52p, e a DNA polimerase
sintetiza as fitas. Assim, a HR pode continuar por dois caminhos: A) SDSA, formando
ligacOes ndo cruzadas, sem Crossover; ou; B) DSBR, formando ligagdes cruzadas, com
Crossover. Adaptado de HANAMSHET; MAZINA; MAZIN (2016).
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5.3.2.Reparagdo por Recombinag¢do Nao-Homdbloga (Non-homologous End-Joining —
NHEJ)

A reparagdo ndo-homdloga processa DSBs pela ligagdo direta das extremidades
sem a necessidade de homologia de sequéncia, e como consequéncia, € uma via
altamente mutagénica. Pode ocorrer em todas as fases do ciclo celular, mas é na fase G1
que essa via de reparo ocorre preferencialmente e apresenta rapida cinética. Por outro
lado, a HR ocorre somente nas fases S e G2/M tardia, devido a necessidade de uma
sequéncia homologa intacta, e apresenta cinética mais lenta, pelo fato de ser dependente
de um passo adicional de resseccdo de extremidades para reparar DSBs (MISTELI;
SOUTOGLOU, 2009; KAKAROUGKAS; JEGGO, 2014). Em leveduras, na presenca
de DSBs, as enzimas Yku70p e Yku80p ligam-se as extremidades do DNA onde esta a
lesdo, recrutando a subunidade catalitica cinase dependente de DNA (complexo DNA-
PKcs) e Rad50 ao sitio da lesdo, efetuando mudancas na estrutura da cromatina. A
ligacdo das extremidades é feita pela DNA ligase Dnl4 associada com a proteina Lifl
(MLADENOV; ILIAKIS, 2011). Fatores que controlam a ressec¢cdo das extremidades
sdo criticos para a escolha entre NHEJ e HR em G2 (BUNTING; NUSSENZWEIG,
2013).

A competicdo entre o complexo DNA-PKcs e o complexo MRX na deteccdo e
ligacdo as DSBs inicia uma das vias de reparacdo recombinacional. Diante de uma
DSB, o complexo DNA-PKcs ativa a sinalizagdo e ocorre a repara¢do por NHEJ em
todos os estagios do ciclo celular, enquanto que o reconhecimento de DSB pelo
complexo MRX inicia a remocdo da extremidade 5' nas DSBs, recrutando as proteinas
Sae2, Exol, Dna2; e a ssDNA formada (com extremidade 3’) captura proteinas A
(RPAs) (revisado em RADHAKRISHNAN; JETTE; LEES-MILLER, 2014; YANG;
GUO; XU, 2016). O complexo MRX pode promover a autofosforilagdo do complexo
DNA-PKGcs, causando a dissociacdo do complexo das DSBs, e de uma nuclease
associada a HR (como a Exolp), levando a reparagdo por HR (ZHOU; PAULL, 2013).
Essa competicéo ocorre durante a fase G2, quando ambas as vias estdo presentes. NHEJ
domina reparagdes de DSBs, mesmo na fase G2. A HR esta envolvida em 15% a 20%
de reparagédo de DSBs (YANG; GUO; XU, 2016).

A Figura 6 ilustra as vias envolvidas no reparo por NHEJ em S. cerevisiae, e as

principais proteinas envolvidas na HR e na NHEJ estdo mostradas na Tabela 4.
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Figura 6: Reparacdo de DNA pelo sistema NHEJ em S. cerevisiae. A) DSB no DNA,;
B) as enzimas Yku ligam-se as extremidades da lesdo; C) o complexo DNA-PKcs e
Rad50p associa-se as Yku ligadas ao DNA formando uma espécie de ponte; D e E) a
DNA ligase Dnl4p associada com a proteina Lifl é recrutada ao local da quebra dupla.
Ocorre o processamento e preenchimento da lacuna formada pela lesdo através da
Rad27p e Pol4p. Adaptado de YANG; GUO; XU (2016).

Tabela 4: Principais proteinas de reparo recombinacional em S. cerevisiae

Proteina Funcéo Referéncia

Proteina que estimula o anelamento e a troca de (SYMINGTON, 2002)
cadeias entre as fitas, facilitando a ligacdo de (SHINOHARA; OGAWA, 1998)

Rad52 .
Rad51p no DNA. Envolvida na reparacdo de
quebras duplas no DNA e ligagdo homologa final.
Rad50 Endo e exonuclease, subunidade do complexo (SYMINGTON, 2002)
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MRX com Mrellp e Xrs2p, que se liga ao DNA. (TKACH etal., 2012)
Envolvida na reparacdo de quebras duplas e

ligacdo homologa ou ndo homdloga final.

5.4. Reparagdo Pos-Replicativa (Post Replication Repair — PRR) e Sintese de

Translesdo (Translesion Synthesis — TLS)

As vias de tolerdncia ao dano no DNA permitem a aceitacdo temporal da
presenca de lesdes de DNA no genoma quando existe o risco de morte celular. Os danos
ao DNA mais frequentes e deletérios ocorrem durante a replicacdo. Polimerases
eficientes e extremamente fiéis garantem uma rapida e precisa duplicagdo do DNA
durante a fase S do ciclo celular (GAO et al., 2017). No entanto, qualquer distorcao na
estrutura do DNA pode dificultar o processo e fazer com que a forquilha de replicacédo
pare. Se parada por muito tempo, a forquilha pode entrar em colapso, levando a quebras
duplas no DNA, e gerando uma instabilidade gendmica. Entretanto, € extremamente
importante retomar a replicacdo mesmo diante de danos persistentes no DNA (para
revisao, ver BROOMFIELD; HRYCIW; XIAQO, 2001; GAO et al., 2017). A PRR utiliza
dois mecanismos principais que permitem a replicacdo que foi paralisada possa
continuar. A primeira € o escape (by-pass) indireto usando o mecanismo de prevencao
de danos, o segundo é a via de reparacdo chamada de sintese de translesdo. O
mecanismo de prevencdo de danos ao DNA ndo é claro. Contudo, o que pode ocorrer é
a utilizacdo da cromatide-irm& ndo danificada como um molde de replicagdo temporario
ou para a recombinacdo homéloga (JANSEN; TSAALBI-SHTYLIK; DE WIND, 2015).

Quando a forquilha de replicagéo encontra uma lesdo no DNA, as polimerases
envolvidas na replicacdo param e as helicases continuam a desenrolar a dupla hélice.
Com o desacoplamento das DNA polimerases e helicases da forquilha parada, longos
trechos de ssDNAs sdo formados, e as proteinas A (RPA) presentes ativam o ponto de
checagem de replicagdo. Os trechos de ssSDNA recobertos por RPAs recrutam Rad18
associado a Rad6 no sitio da leséo (revisado em GAO et al., 2017). A ubiquitinacdo de
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), que é uma subunidade da DNA polimerase
envolvida na sintese e reparacdo do DNA, inicia a PRR porque recruta as polimerases

da TLS para substituir as polimerases da forquilha de replicagéo paralisada, iniciando a
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reparacdo (FREUDENTHAL et al., 2010). Embora os trechos de ssDNA recobertos com
RPAs sejam necessarios para o recrutamento de Rad18, muitos outros reguladores tém
sido observados para modular esse processo, como por exemplo, a TLS Poln, que
facilita a interacdo de Rad18p pela ligacdo dessa proteina com seu dominio C-terminal
e, ainda, reforca a ubiquitinacdo de PCNA (DURANDO; TATEISHI; VAZIRI, 2013;
GAO etal., 2017).

A TLS é uma via de reparacdo de tolerancia, ou seja, atua em lesdes capazes de
bloquear a replicacdo, geralmente consideradas letais para a célula, onde as vias de BER
e NER séo incapazes de reparar. S&0 danos muito extensos para serem eficientemente
removidos. Em virtude disso, a TLS é um mecanismo de tolerancia ao dano pos-
replicativo. Quando a TLS é acionada, as DNAs polimerases que atuam nesta via
inserem um nucleotideo no lado oposto a base lesada, ultrapassando a lesao, reiniciando
a replicacdo (GAN et al., 2008; DURANDO; TATEISHI; VAZIRI, 2013). Durante a
replicacdo, estas polimerases frequentemente incorporaram incorretamente nucleotideos
nas lesdes do DNA e, desta forma, ocorrem mutaces quando este esta sendo reparado
(SALE; LEHMANN; WOODGATE, 2012). Apesar disso, estas mutacdes podem
contribuir com um melhoramento genético, como uma defesa imune mais eficiente. Ja
as consequéncias adversas das mutacfes sdo tumorigénese ou podem causar distdrbios
degenerativos hereditarios (para revisdo, ver JANSEN; TSAALBI-SHTYLIK; DE
WIND, 2015). Em eucariotos, 0os genes que codificam as polimerases da sintese de
translesdo foram identificados primeiramente em leveduras, os quais codificam trés
diferentes polimerases dessa via: REVersionlessl (Revl — “Reversdao menor”), DNA Pol
zeta e DNA Pol eta. Revlp e Pol eta pertencem a familia Y das DNA polimerases. Pol
zeta pertence a familia B das DNA polimerases, composta pela subunidade catalitica
Rev3p, e a proteina acessoria Rev7. A DNA polimerase zeta é passivel de erro, e a
DNA pol eta ¢ livre de erros (ROGER et al., 2006; JANSEN; TSAALBI-SHTYLIK;
DE WIND, 2015).

A Tabela 5 e a Figura 7 apresentam as principais proteinas envolvidas nos

sistemas PRR e TLS em S. cerevisiae.
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Tabela 5: Principais proteinas do reparo pos replicativo em S. cerevisiae

Proteina Funcao Referéncia
Enzima conjugadora de ubiquitina (E2), envolvida na (STOLZetal., 2013)
Rad6 reparacdo pés-replicativa juntamente com Rad18, regula a (SILVA; FINLEY; VOGEL,
poliubiquitinacdo de K63 em resposta ao estresse 2015)
oxidativo.
Enzima ubiquitina ligase (E3), envolvida na reparacdo pés (PARKER; ULRICH, 2012)
Rad18 replicativa juntamente com Rad6. Liga-se ao DNA e tem
atividade de ATPase. Envolvida na SUMOrilagdo do
PCNA.
Enzima desoxicitidil transferase, envolvida na reparacdo (HARACSKA et al., 2001)
de sitios abasicos e adutos de guanina na TLS. Forma (TKACH etal., 2012)
RevL complexos com a DNA polimerase zeta, Rev3p e Rev7p.
REV1 codifica uma desoxicitidil transferase, uma DNA
polimerase que preferencialmente incorpora um C através
de sitios abasicos ou bases danificadas.
Subunidade catalitica da DNA pol zeta (). Ultrapassa (MAKAROVA; STODOLA,;
Rev3 lesbes do tipo dimeros de pirimidina e sitios AP. Repara BURGERS, 2012)
DSB’s. (LEE; MYUNG, 2008)
Rad30p codifica a DNA polimerase eta, Membro da (JOHNSON; PRAKASH;
familia Y de DNA polimerases envolvidas na TLS durante PRAKASH, 1999); (YUAN
0 reparo pos-replicativo. Rad30p incorpora nucleotideos et al., 2000);
em uma ampla gama de lesdes no DNA, tais como (CHATTERJEE; PABLA,
dimeros, pares de bases danificadas e sitios abasicos que SIEDE, 2013).
Rad30 podem fazer com que a forquilha de replicacdo se paralise.

Rad30p € comumente considerada uma polimerase da TLS
livre de erros, pois pode inserir corretamente duas A's no
sitio da lesdo. Rad30p €é recrutada na forquilha de
replicacdo apos a ubiquitinacao de PCNA pelo complexo

Rad6p-Rad18p em resposta ao dano do DNA
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Figura 7: Reparacdo de DNA pelos sistemas PRR e TLS em S. cerevisiae. As

polimerases replicativas, Pold e Polg, responsaveis pela replicagdo do DNA genomico, ndo
sdo capazes de ultrapassar a lesdo (losango vermelho), ocasionando, assim, a parada da
replicacdo. Com a forquilha de replicacdo paralisada, o complexo Rad6p/Rad18p ubiquitina
— PCNA dissocia as polimerases de replicacéo e recruta polimerases capazes de ultrapassar
a lesdo: Pol zeta (Rev3-Rev7) associada a Revlp. A partir desse ponto, modificadores da
cromatina (Nhp10p, Ino80p, Swrlp, Hatlp e Gen5p) podem agir. Pol zeta ou Revl insere
um nucleotideo no filamento oposto ao que contém a lesdo, e pol zeta realiza a extensdo. O
complexo envolvendo Rev3p-Rev7p e Revlp, apds ultrapassar a lesdo, é dissociado e as
polimerases de replicagdo sdo reassociadas, dando continuidade a sintese de DNA.
Adaptado de GAO et al. (2017)
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Objetivos
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Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo investigar as atividades bioldgicas do valproato
de sodio e derivados organometalicos [Cuy(Valp)s], [Cu(Valp),Phen] e
[Mg(Valp).Phen] em relacdo a citotoxicidade, mutagenicidade e reparacdo de DNA em

linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos especificos

e Auvaliar a citotoxicidade do &cido valproico e dos derivados [Cuz(Valp)4],
[Cu(Valp)zphen] e [Mg(Valp).Phen] em linhagens de S. cerevisiae em diferentes

fases de crescimento pelo teste de sobrevivéncia quantitativo.

e Estabelecer o potencial mutagénico dos derivados [Cu,(Valp)4], [Cu(Valp).phen] e
[Mg(Valp).Phen] e do acido valproico utilizando a linhagem XV185-14c de S.

cereviseae.

e Verificar a influéncia dos derivados [Cu,(Valp)s, [Cu(Valp).phen] e
[Mg(Valp).Phen] e do é&cido valproico sobre as vias de reparacdo de DNA
utilizando linhagens de S. cereviseae proficientes e deficientes nas vias de reparacdo
por excisdo de bases, excisdo de nucleotideos, recombinagdo homdloga,

recombinacdo ndo-homologa e reparagdo pos-replicativa.
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APRESENTACAO DO CAPITULO |

Citotoxicidade, mutagenicidade e vias envolvidas na reparacao das lesées no DNA
induzidas por complexos organometélicos derivados do &cido valproico em

Saccharomyces cerevisiae

O capitulo | apresenta um manuscrito, 0 qual sera submetido a revista
Biochemical Pharmacology, intitulado ‘Citotoxicidade, mutagenicidade e vias
envolvidas na reparacdo das lesdes no DNA induzidas por complexos organometalicos
derivados do acido valproico em Saccharomyces cerevisiae'.

Os resultados deste capitulo indicam que o AV e derivados organometalicos
causam distintas lesbes ao DNA, inferido pelos diferentes mecanismos de reparagdo

verificados com a exposicao de linhagens da levedura aos compostos.
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ABSTRACT

The valproic acid (VA) has been largely used as anti-epilepsy drug and, recently, as a
putative drug in cancer therapy. The effects that lead to this use are probably epigenetic
and include the ability to inhibit histone deacetylases leading to induction of oxidative
stress, DNA damage, apoptosis and inhibition of DNA repair pathways. Molecules that
induce damage DNA and/or DNA repair inhibition, such as VA, are good candidates for
development of new anticancer agents. However, VA treatment has adverse affects. In
this sense, organometallic complexes may be more effective than the precursor organic
molecules. We therefore analyzed cytotoxicity to sodium valproate (NaValp), Cu(Il) and
Mg complexes of VA with 1,10-phenanthroline (Phen) - [Cuy(Valp)s], [Cu(Valp),Phen]
[Mg(Valp),Phen] - in yeast Saccharomyces cerevisiae, proficient or defective for base
excision repair (BER), nucleotide excision repair (NER), translesion synthesis (TLS),
post-replication repair (PRR), homologous recombination (HR) and non-homologous
end-joining (NHEJ). The results indicated that organometalic complexes have higher
cytotoxicity than NaValp: [Mg(Valp),Phen] > [Cu,(Valp)s] = [Cu(Valp),Phen] >
NaValp. Treatment of the XV185-14c¢ strain with NaValp did not induce mutagenicity,
but organometalic complexes showed induction of base pair substitutions. The data
indicated that deficient in BER (Ogglp), NER (complex Radlp-Radl0p) or TLS
(Revlp, Rev3p and Rad30p) proteins are associated with increased sensitivity to
NaValp. The results also revealed that BER mutants (ogg/A4, apnlA, rad27A, ntgl A and
ntg2A) showed sensitivity to [Cuy(Valp)s] and [Cu(Valp),Phen]. However, the presence
of BER endonucleases results higher sensitivity to [Mg(Valp).Phen] exposure than
strains deficient in BER proteins. DNA damage induced by organometalic complexes
can be repaired by NER (Radlp and Rad10p), TLS (Revlp, Rev3p and Rad30p), PRR
(Rad6 and Rad18p), HR (Rad52p) and NHEJ (Rad50p) proteins. Therefore, our study
reveals that organometalic complexes have an enhanced cytotoxicity when compared to
the NaValp and induce distinct DNA lesions, indicating a potential aplication as
cytotoxic agents.

Key words: Valproic acid, organometallic complexes, copper, magnesium, DNA repair,

Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCTION

The Valproic Acid (VA, 2-propylpentanoic acid, Fig. 1A) is still the drug most
used for the treatment and prevention of seizures, schizophrenia, mood stabilizer in
bipolar disorder and migraine headaches therapy [1][2], has also been shown to possess
histone deacetylase (HDAC) inhibitory activity, along with anti-metastatic and
anticancer activities [3]. The HDAC inhibitory effect could alter expression of many
genes [4] and influence several important celular processes such as cell cycle control,
differentiation, DNA repair, apoptosis and senescence [5][6]. Consequently, VA is
currently undergoing clinical trials as an anticancer agent either as a single agent, or as
part of different combination regimens [7]. However, this drug can cause a number of
adverse effects, the main ones are directly related to chronic use, such as weight gain,
hepatotoxicity, hyperammonemia, thrombocytopenia, pancreatitis and teratogenicity [8].
Therefore, VA analogs or derivatives have been developed in an effort to overcome
undesired effects [9]. The VA, due its chemical structure, makes this molecule more
promising for the development of new derivative drugs, especially organometallic
compounds, and in view of the side effects of VA, derivatives of this molecule lead to
an increase in the pharmacological effect, more efficient therapies and with less adverse
reactions [6]. In this sense, platinum(IV) prodrug diaminedichlorodihydroxyplatinum
conjugated with VA was 50—100 times more cytotoxic than original compound against
various human carcinoma cell lines and showed in vivo inhibitory effect on lung
carcinoma from human(A549)-xenograft tumor growth with low systemic toxicity [10].
Zn(Il) complex containing Phen and 2,2’- bipyridine with VA showed higher
citotoxicity in relation to VA in Artemia salina [11].
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Fig. 1. Chemical structure of (A) NaValp, (B) [Cu(Valp).Phen], (C) [Mg(Valp).Phen]
and (D) [Cuz(Valp)4].

The magnesium and copper ions produce stable complexes with valproate ions
that had much higher therapeutic effects than the parent compound [12]. In this sense,
Raghunathan et al. (2017) tested magnesium valproate (MgV) in order to control
cardiac hypertrophy and showed that this compound is a class I HDAC inhibitor five
times more potent than the trichostatin A [13]. Ternary copper(ll) complex of VA
(Valp) and 1,10-phenanthroline (Phen) ([Cu(Valp),Phen], Figure 1B) was shown to
increase three thousand times the anticonvulsivant activity of VA in mouse models of
epilepsy [14]. In addition, it exhibits discrete anti-inflammatory activity in vivo [15].
On the other hand, organic molecules with metal centers may enter easier in the cell and
interact with the DNA, running as metallonucleases [16]. Nitrogen donor such as Phen
have been used as ligands in several metal complexes due to their ability to interact with
DNA as groove binders or even as intercalators and frequently inducing DNA cleavage
[17]. Complexation with some divalent transition metals enhances these biological
activities[16][17]. Thus, ternary complexes of Cu(ll) with Phen have been synthesized
and their cytotoxic properties were evaluated. Among them, the most potent complex
proved to be bis(diisopropylsalicylato)(2,9-dimethylphenanthroline)copper(ll) which
exhibits cytotoxicity comparable with cisplatin, an anticancer drug [18]. Furthermore,
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the cytotoxic potential of transition-metal complexes emerges as a field of great interest
to improve the development of new anticancer therapeutic approaches [19].

Molecules which induce DNA damage and/or induce inhibition of DNA repair
pathways, would make them better candidates for development of anticancer
agents[20][21][22]. VA can silence DNA repair pathways, inactivate DNA repair
proteins, induce reactive oxygen species (ROS) and DNA double strand breaks (DSBs)
[23]. Makita et.al. showed that VA has the potential to synergistically inhibit DSBs
repair pathways by acetylating p53 in the DSBs signaling cascade and Ku70 in non-
homologous end-joining (NHEJ), as well as suppressing Rad51 expression levels in
homologous recombination (HR), inhibiting both HR and NHEJ in the DSB repair
process in esophageal squamous carcinoma cells [24]. GOLLA et al. (2016) showed
that VA induces changes in the expression of genes in yeast involved in DNA repair
pathways: base excision repair (BER), nucleotide excision repair (NER) and NHEJ [25].
In this sense, since it is not clear how the VA and their three related complexes studied
in this work, [Cuz(Valp)s], [Cu(Valp),Phen] and [Mg(Valp),Phen] (Fig. 1B-D),
influence DNA damage and its repair. Thus, we chose the unicellular eukaryotic
organism Saccharomyces cerevisiae in order to predict toxicity in humans and better
understand the molecular mechanism of action of these drugs. The choice was based on
the fact that offers a robust model organism to unravel the conserved molecular targets
and mode of action of bioactive molecules [26]. Moreover, yeast cells can be easily
genetically manipulated and mutants for specific biochemical pathways can be
generated rapidly[27] [28]. In this work we will present the VA and derivates
[Cux(Valp)s], [Cu(Valp).Phen] and [Mg(Valp),Phen] sensitivity of single, double,
triple, and quadruple mutants that are blocked in different mechanisms of DNA repair
pathways. Moreover, induced mutagenesis was assayed in haploid S. cerevisiae strain
XV185-14C, where two types of mutations (locus-specific, reversion of the lys1-1 ochre
or his1-7 missense allele) and frameshift (hom3-10) can be detected. The understanding
of citotoxicity, mutagenicity and repair of DNA lesions induced by a new drug should
facilitate the identification of molecular markers for prediction of toxicity and help to
elucidate its mechanism of action to a development of putative anticancer drugs and
safety of possible future pharmacological applications. In addition, the effects of VA in

DNA damage and repair are unclear.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Chemicals

Sodium valproate (NaValp, Fig. 1A) 98% was purchased from AK Scientific
(Union City, CA, USA). [Cuy(Valp)s] and [Cu(Valp),Phen] (Fig. 1D and 1B,
respectively) was provided by Dr Sidnei Moura, University of Caxias do Sul, Caxias do
Sul, RS, Brazil. The compound [Mg(Valp),Phen] (Fig. 1C) was provided by Dr
Francoise Dumas, Université Paris Sud, Chatenay-Malabry Cedex, France. Reagents for
culture medium (yeast extract, bacto-peptone, bacto-agar and glucose) were acquired
from Merck. All other chemicals and solvents used were of analytical reagent grade and

produced from commercial sources.

2.2. Yeast strains and media

The relevant genotypes of S. cerevisiae strains used in this study are listed in
Table 1. Media, solutions and buffers were prepared as previously described by Burke
et al. [29]. Complete medium (YPD) containing 0.5% yeast extract, 2% peptone, and
2% glucose was used for routine growth. Minimal medium (MM) contained 0.67%
yeast nitrogen base without amino acids, 2% glucose, and 2% bacto-agar. Synthetic
complete (SC) medium consisted of MM supplemented with 2 mg adenine, 2 mg
arginine, 5 mg lysine, 1 mg histidine, 2 mg leucine, 2 mg methionine, 2 mg uracil, and 2
mg tryptophan per 100 mL. For plates, the medium was solidified with 2% bacto-agar.
For mutagenesis in the XV185-14c strain, we used drop-out medium lacking lysine
(SC-lys), histidine (SC-his), or homoserine (SC-hom).

Table 1:
Strains Relevant genotypes DNA repair Source
pathway
affected
BY4741 (WT) MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; - Euroscarf
ura3A0
apnliA BY4741; with apnl::kanMX4 BER Euroscarf
maglIA BY4741; with magl::kanMX4 BER Euroscarf
rad27A BY4741; with rad27::kanMX4 BER Euroscarf
radlA BY4741; with radl::kanMX4 NER Euroscarf
radlOA BY4741; with rad10::kanMX4 NER Euroscarf
rad6A BY4741; with rad6::kanMX4 PRR Euroscarf

52



radl8A BY4741; with rad18::kanMX4 PRR Euroscarf

rad4A BY4741; with rad4::kanMX4 NER Euroscarf
radl4A BY4741; with rad14::kanMX4 NER Euroscarf
rad50A BY4741; with rad50::kanMX4 NHEJ Euroscarf
rad52A BY4741; with rad52::kanMX4 HR Euroscarf
reviA BY4741; with revl::kanMX4 TLS Euroscarf
rev3A BY4741; with rev3::kanMX4 TLS Euroscarf
rad30A BY4741; with rad30::kanMX4 TLS Euroscarf
0gglIA BY4741; with ogg1::kanMX4 BER Euroscarf
apn2A BY4741; with apn2::kanMX BER Euroscarf
apnlA apn2A BY4741, with apnl::URA BER R Medina-Silva
apn2::kanMX
SJR751 (WT) MATa; ade2-101qc; his3A200; - RL Swanson*
ura3ANco, lys2ABgl; leu2-R
ntgIA SJR751; with ntgl::LEU2 BER RL Swanson*
ntg2A SJR751; with ntg2::hisG BER RL Swanson*
ntgIA ntg2A SJR751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG BER RL Swanson*
ntgIA ntg2A apnlA SJR751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG BER RL Swanson*
apnl::HIS3

ntgIA ntg2A apnliA radlA  SIR751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG BER/NER RL Swanson*
apnl::HIS3 radl::hisG

ntgIA ntg2A apnliA rad52A  SIR751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG BER/HR RL Swanson*
apnl::HIS3 rad52::URA3

XV185-14C MATa; ade2-2; arg4-17; hisl-7; lysl- - R.C Von Borstel
1; trp5-48; hom3-10

* Swanson et al. (1999)

2.3. Yeast growth conditions

Exponential phase (Log) cultures were obtained by inoculation of 5 x 10°
cells/mL of YPD culture in stationary phase into 5 mL of fresh YPD medium. After 24
h incubation, at 30 °C with aeration, the cultures contained 1-2 x 10’ cells/mL with 20-
30% budding cells. The number of cells was determined by counting in Neubauer

chamber.

2.4. Cytotoxicity in yeast strains proficient and deficient in DNA repair.

The survival after treatment with VA and related complexes was measured by
preparing cell suspensions containing 5 x 10> Log cells/mL and incubated in culture
medium at 30 °C for 24 h with agitation. After incubation, samples were diluted in
phosphate-buffered saline (PBS, 0.067 M, pH 7.0, plated onto YPD agar, and incubated
at 30 °C for 2-3 days. To survival assay with BY4741 wide type, the higher
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concentrations were based on theirf maximum solubility. To survival assay with yeast
strains proficient and deficient in DNA repair, the NaValp concentrations employed
were 13, 26 and 52 mM; [Cu,(Valp)4] or [Cu(Valp),Phen] concentrations were 0.5, 1.0
and 2.0 mM, and [Mg(Valp),Phen] concentrations were 0.1, 0.2 and 0.3 mM. All assays
were performed at least twice with each dose in triplicate.

2.5. Detection of NaValp and complexes -induced reverse and frameshift mutation

in S. cerevisiae.

Mutagenesis was measured in the S. cerevisiae XV185-14c strain. Suspensions
of 2x108 cells/mL in exponential growth phase were incubated in phosphate-buffered
saline solution (PBS; Na,HPO,4 and KCI; 20 mM; pH 7.4) in fresh media for mutagenic
evaluation under growth conditions, with different concentrations of NaValp,
[Cuz(Valp)s], [Cu(Valp).Phen] or [Mg(Valp).Phen]. The highest VA or organometallic
complexes concentrations used, providing about 50% survival and was determined in
the previous cytotoxicity test (Fig. 2). Cell survival was determined in SC medium (3-5
days of growth at 30°C), and mutation induction (LYS, HIS, or HOM revertants) was
assessed in the appropriate omission media (5-7 days, 30°C). Whereas his1-7 is a non-
suppressible missense allele, and reversions result from mutation at the locus itself,
lys1-1 is a suppressible ochre nonsense mutant allele, which can be reverted either by
locus-specific mutation or forward mutation in a suppressor gene. True reversions and
forward (suppressor) mutations at the lysl-1 locus were differentiated according to von
Borstel et al. [29]. It is believed that hom3-10 contains a frameshift mutation due to its
response to a range of diagnostic mutagens [30]. Assays were repeated at least three

times, and plating was done in triplicate for each dose.

3. RESULTS

3.1. NaValp and organometallic complexes cytotoxicity and mutagenicity in strains

of the yeast S. cerevisiae

As shown in Figure 2A, NaValp was cytotoxic at a concentration range of 25 —

150 mM with 50% of survival at the 51.58 mM. Among the organometallic compounds,
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similar cytotoxic was observed for [Cu,(Valp)s;] and [Cu(Valp).Phen] with 50% of
survival at the concentrations 2.01 mM (Fig. 2B) and 1.85 mM (Fig. 2C), respectively.
In relation to [Mg(Valp).Phen] complex was observed 50% reduction in yeast survival
at the 0.35 mM (Fig. 2D). The [Cuy(Valp)4] and [Cu(Valp).Phen] complexes showed
cytotoxicity at least ~25 times higher than the NaValp. However, the [Mg(Valp).Phen]
compound was at least ~140 times more cytotoxic than NaValp. Therefore,

organometallic complexes were more cytotoxic than the NaValp to yeast cells.

A) NaValp B) [Cu,(Valp)]
1004 1003
904 904
50% = 51.58 mM 50% = 2.01 mM
80- 80+
__ 701 _ T g
£ o £ 605
© ]
2 s0 z 504
2 g S 404
3 40 a
304 304
204 204
104 104
0 v T - - - ’ —_—
0 25 50 75 100 125 150 00 02 04 06 08 10 1.2 14 16 18 20
mM mM
C) [Cu(Valp);Phen] D) [Mg(Valp),Phen]
1004 .
100 4
901 . 50%=1.85mM 50% = 0.35 mM
804 04
oo 80
704
3 . 70
3:, 604 ) 86
® oes e et
> 504 =
e 2 %
S 404 c
» 2 404
304 304 ey
204 204
104 104
00 02 04 06 08 10 1.2 14 16 18 20 0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
mM mM

Fig. 2. Sensitivity of WT yeast strain (BY4741) in growth conditions to VA and.
organometallic complexes exposure: (A) NaValp, (B) [Cux(Valp)s], (C)
[Cu(Valp),Phen] and (D) [Mg(Valp).Phen]. Cells were treated for 24 h at 30°C. The
data represent an average of three independent experiments. Data are expressed as mean
+ SD, n=4.
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Table 2. Induction of point mutation (his1-7) ochre allele (lys1-1) and frameshift (hom3-10) mutation in haploid XV185-14c strain of
S. cerevisiae after VA or organometallic complexes treatment during logarithmic growth phase

Agent Treatment Survival (%) HIS/10" survivors L1S/10" survivors HOM/10 survivors
NC 0 100 (335) 5.11+0.93 (34) 4.32+0.68 (29) 2.94+0.69 (19)
PC (4NQO) 0.5 ng/mL 56.32+5.56 (188) 68.18+12.49 (252)***  46.63+10.74 (175)*** 27.03+7.54 (101)***
NaValp 129 mM 94.87+4.34 (303) 5.74+0.34 (35) 4.20+0.35 (25) 2.68+0.15 (16)
25.8 mM 82.16+9.93 (262) 6.48+0.41 (34) 4.47+0.31 (23) 2.80£0.77 (15)
51.6 mM 53.52+8.60 (172)** 6.43+0.88 (22) 5.93+0.43 (20) 3.98+0.56 (14)
[Cux(Valps)] 0.5 mM 93.27+4.31 (362) 4.52+0.56 (33) 4.89+0.86 (35) 2.631£0.34 (19)
1.0 mM 84.76+2.19 (329) 6.61+1.13 (44) 7.09+1.11 (47) 2.8510.77 (19)
2.0 mM 56.91+3.64 (221)** 12.27+£2.36 (54)** 12.15+1.81 (54)** 3.73+0.58 (17)
[Cu(Valpy)Phen]  0.45 mM 92.83+4.25 (274) 7.51+2.30 (40) 6.06+1.49 (32) 3.75+0.89 (20)
0.90 mM 84.28+2.64 (249) 10.56+3.0 (51)* 8.78+1.57 (43)* 3.96+0.68 (19)
1.85 mM 58.53+2.14 (173)***  17.5143.07 (59)***  14.22+2.10 (48)*** 4.08+0.70 (14)
[Mg(Valpz)Phen] 0.07 mM 92.75+1.90 (311) 5.80+0.66 (36) 5.70+1.14 (35) 2.88+0.58 (18)
0.15 mM 88.72+1.90 (297) 8.22+2.10 (47)* 7.37+£1.10 (43)* 3.31+0.70 (19)
0.30 mM 55.10£3.79 (185)*** 17.60+3.01 (64)*** 14.68+2.36 (53)*** 3.91+0.75 (14)

® Locus-specific revertants; ® Locus non-specific revertants (forward mutation); ¢ Negative control; ® Positive control: 4-NQO treatment
at 0.5 pg/mL; ® Numbers of colonies; " Mean and standard deviation from three independent experiments; *Data significant in relation
to the negative control group at p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001/ One-way ANOVA Tukey's Multiple Comparison Test.
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With respect to mutagenicity, we did not observe any mutagenic effect for
NaValp in S. cerevisiae XV185-14c haploid strain (Table 2). However, Table 2
indicates that the mutation frequencies at the hisl-7 and lys1-1 loci were significant at
higher concentrations of organometallic complexes. Moreover, mutation frequency at
the hom3-10 locus was similar to negative control at all doses after to treatment with
organometallic complexes (Table 2).

3.2. Sensitivity of DNA repair-deficient yeast strains for NaValp and

organometallic complexes

In order to evaluate the interaction of DNA repair pathways in response to VA
or organometallic complexes -induced DNA damage, we also performed survival assays
to compare the sensitivities of single, double, triple, and quadruple mutants defective in
base excision repair (BER), nucleotide excision repair (NER), homologous
recombination (HR), non-homologous end joining (NHEJ), post-replication repair
(PRR) and translesion synthesis (TLS). Among the BER-deficient strains, the single
mutant for DNA N-glycosylase ogglA displayed increased cytotoxicity to NaValp
exposure when compared to the isogenic BY4741 WT strain (Fig. 3A). The strains
defective for Apnlp, Apn2p, Rad27p, Ntglp, Ntg2p and Maglp have similar WT-
sensitivity to the same NaValp treatment (Fig. 3A). The single- oggl4, rad274, apnlA,
double- apnla apn24, ntglA, ntg24 and double ntglA ntg2A4 mutants, while maglA4 and
apn2A4strains have similar WT-sensitivity to [Cuy(Valp)s] and [Cu(Valp).Phen]
treatment (Fig. 3B and 3C). In contrast, the strains defective for BER proteins, maglA4,
009914, rad274, apnlA, apn24, double- apnlA apn2A4, ntglA, ntg24 and double ntglAa
ntg2A4 mutants, showed less sensitivity than WT strain for [Mg(Valp).Phen] exposure
(Fig. 3D).
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Fig. 3. Survival of S. cerevisiae strains mutants deficient in BER proteins after treatment
with: (A) NaValp, (B) [Cuz(Valp)s], (C) [Cu(Valp),Phen] and (D) [Mg(Valp).Phen].
The survival of parental strains (BY4742 and SJR751) is compared to that of variants
defective for the BER proteins Apnl, Oggl, Ntgl, Ntg2, Rad27 and Magl. Data are

expressed as mean + SD, n=4.

The radla and rad104 strains, which lack the 5°- and 3’- endonucleases of
NER [31], displayed an moderate sensitivity to NaValp and organometallic complexes
(Fig. 4A-D). In contrast, mutants rad44 and rad144 (proteins that recognizes and binds
damaged DNA during NER) [32], had the same sensitivity as the WT after exposure to
VA, [Cuz(Valp)s] or [Cu(Valp).Phen] (Fig. 4A-C). The strains defective for NER
enzymes (Radlp, RadlOp, Rad4p and Radl4p) showed higher sensitivity when
compared to the WT strain for [Mg(Valp).Phen] treatment (Fig. 4D).
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Fig. 4. Survival of S. cerevisiae strains mutants deficient in NER proteins after
treatment with: (A) NaValp, (B) [Cuy(Valp)s], (C) [Cu(Valp),Phen] and (D)
[Mg(Valp).Phen]. The survival of parental strain (BY4741) is compared to that of
variants defective for the NER proteins Radl, Rad10, Rad4 and Radl4. Data are

expressed as mean £ SD, n=4.

The rev34, revla and rad304 strains deficient in TLS proteins showed higher
sensivity to NaValp exposure in relation to WT (Fig. 5A). In contrast, the strains reviA
and rev3A4 showed less sensitivity when compared to the WT strain for organometallic
complexes (Fig. 5B-D). However, rad304 strain was weakly more sensitive than WT to

organometallic complexes (Fig. 5B-D). The PPR deficiente strains rad64 and rad184
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showed same sensitivity when compared to the WT after NaValp exposure (Fig. 5A),
but have higher sensitivity than WT to organometallic complexes exposure (Fig. 5B-D).
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Fig. 5. Survival of S. cerevisiae strains mutants deficient in TLS or PRR proteins after
treatment with: (A) NaValp, (B) [Cux(Valp)s], (C) [Cu(Valp),Phen] and (D)
[Mg(Valp),Phen]. The survival of parental strain (BY4741) is compared to that of
variants defective for the TLS proteins Revl, Rev3 and Rad30 or PRR proteins Rad6

and Rad18. Data are expressed as mean + SD, n=4.

The mutant strains rad524 (HR pathway) and rad50A4 (subunit of the MRX
complex involved in both HR and NHEJ) showed the same sensitivity as that observed
for WT cells to NaValp exposure (Fig. 6A). However, the recombination-deficient
rad524 and rad504 showed the higher sensitivity in relation to isogenic WT strain to

organometalic complexes (Fig. 6B-D).
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Fig. 6. Survival of S. cerevisiae strains mutants deficient in HR or NHEJ proteins after
treatment with: (A) NaValp, (B) [Cuy(Valp)s], (C) [Cu(Valp),Phen] and (D)
[Mg(Valp).Phen]. The survival of parental strain (BY4741) is compared to that of
variants defective for the HR protein Rad52 or NHEJ protein Rad50. Data are expressed

as mean = SD, n=4,

In order to evaluate the interaction of DNA repair pathways in response to
NaValp or organometalic complexes -induced DNA damage, we also performed
survival assays to compare the sensitivities of single, double, triple and quadruple
mutants defective in BER, NER and HR. The quadruple mutant
ntglAantg24apnldradlA showed the same sensitivity to NaValp as the radlA single
mutant (Fig. 7A). However, the single ntglantg24apnld and quadruple
ntglAantg24apnlArad524 mutants showed the same sensitivity as the WT (Fig. 7A).
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The quadruple mutant ntglAantg24apnlAradlA was more sensitivity to [Cux(Valp)4]
and [Cu(Valp).Phen] than triple ntglantg2A4apnlA mutant (Fig. 7B and 7C). It is
important to note that the triple mutant ntglAntg24apnl was more sensitive than the
single mutants to copper complexes treatment. The ntglantg2A4apnlA triple mutant
showed less sensitivity than WT to [Mg(Valp).Phen] treatment (Fig. 7D). Moreover, the
ntglAntg24apnldrad524 and ntglantg24apnlAradlA quadruple mutants displayed
less sensitivity than rad524 (Fig. 6D) and radlA (Fig. 4D) single mutants,
respectively, to [Mg(Valp).Phen] exposure (Fig. 7D).
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Fig. 7. Survival of S. cerevisiae quadruple mutant strains deficient in BER, HR and NER after
treatment with A) NaValp, (B) [Cuz(Valp)s], (C) [Cu(Valp),Phen] and (D) [Mg(Valp).Phen].
The survival of the parental strain (SJR751) is compared to that of variants defective for the
BER proteins Apnl, Ntgl and Ntg2, the NER protein Radl and the HR protein Rad52. Data

are expressed as mean £ SD, n=4.
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4. DISCUSSION

In this study, we presented a new group of copper (II) and magnesium
complexes with ligands containing VA. Experimental data from our laboratory shows
that [Cuy(Valp)4] and [Cu(Valp).Phen] complexes can interact with DNA promoting its
cleavage in vitro [55] indicating a potential role as chemotherapeutic agents. Thus, in
order to elucidate the biological properties of NaValp and organometallic complexes,
we evaluated the response of strains proficiente or defective in DNA repair as well as
the mutagenic properties of these components using the yeast S. cerevisiae as a model
organism.

All experiments were carried in fresh synthetic media under growth conditions,
with different concentrations of NaValp or organometallic compounds for 24 h.
Interestingly, the yeast cells did not displayed sensitivity to the compounds in stationary
or exponential phase of growth incubated in PBS under non-growth conditions (data not
show). In agreement, Mutoh et al. [33] showed that the sensivity to VA was strongly
dependent of growth phase in Schizosaccharomyces pombe. In this sense, NaValp was
cytotoxic to BY4741 strain at a concentration range of 25 — 150 mM (Fig. 2A). In fact,
Mitsui et al. [34] showed the S. cerevisiae growth inhibition in a dose-dependent
manner with complete inhibition attained at 100 mM. The organometallic complexes
also showed cytotoxic effects in the majority of the concentrations used in survival
assay after 24 h of exposure (Fig. 2B-D). Importantly, the organometallic complexes
were more cytotoxic than the NaValp, the prototype molecule to yeast cells, in the
following increase citotoxicity order: [Mg(Valp),Phen] > [Cux(Valp)s] =
[Cu(Valp),Phen] > NaValp. In this context, several copper complexes have strong
cytotoxic effects in different cell types [35][36]. The NaValp and organometallic
complexes also showed cytotoxic effects in the XV185-14c strain, but NaValp did not
induce mutagenesis, and the organometallic complexes only induced mutagenesis in the
his1-7 and lys1-1 loci at the highest concentration (Table 2).

The cellular effects of VA appear to be very complex, but in part linked to its
ability to disturb cellular redox homeostasis [37]. Really, Mitsui et al. found that ROS
accumulated in yeast cells treated with 25 mM VA after 20 h of incubation [34].
Genomic DNA is a target of oxidative damage and thus results in DNA oxidative
lesions, such as 7,8-dihydro-8-oxoguanine (also known as 8-oxoguanine; 8-0xoG) [38].

In this sense, the results of survival assays demonstrated that NaValp leads to
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pronounced sensitivity of strain deficient to BER protein Oggl (Fig. 3A). Ogglp is a
glycosylase with associated lyase activity that excises 8-oxoG and oxidized
formamidopyrimidines [38]. Interestingly, there is an interaction between BER and
NER with respect to DNA damage processing, such as during the repair of thymine
glycol and 8-0xoG oxidative lesions [38]. In this sense, the Rad1p-Rad10 complex is
important for removing 3’ dirty ends generated during BER [38]. In fact, our results
indicate that the NER-deficient strains radl4 and rad10A4 have sensitivity to NaValp
(Fig. 4A). Reinforcing the involvement of BER and NER in the repair of lesion induced
by this compound, the quadruple mutant ntgld ntg24 apnld radld showed higher
sensitivity in relation to WT, while triple mutant displayed no difference in comparision
to WT (Fig. 7A). Thus, it is possible, that ROS acumulation induced by NaValp
treatment attack guanine basepaired with cytosine to yield 8-oxoG inducing the
recruitment of the specific proteins: Ogglp and Rad1lp-Rad10p complex. However, if 8-
oxoG is encountered during replication, local sequence context will determine whether
the polimerases stalls at or bypasses the lesion [38]. Thus, possibly, NaValp induced
damage is tolerated by TLS repair that generates insertion of any base or an abasic site
directly opposite to the VA-induced DNA lesion. In this sense, the strains mutants
rev3A (deficient in the catalytic subunit of DNA polymerase zeta), revlA (deficient in
the deoxycytidyl transferase, that forms a complex with DNA polymerase zeta) and
rad304 (lacks polymerase eta) [39][40][41] showed sensivity to NaValp exposure (Fig.
5A). The rad304 strain was more sensitive to NaValp than revl4 and rev34 (Fig. 5A).
These data suggest that possibly Rad30p preferentially act on the tolerance to damage
induced by the NaValp in relation to Rev1lp and Rev3p. Rad30p can promote error-free
DNA repair, these results could explain the absence of mutagenesis in XV185-14c
treated with NaValp (Table 2); however, more research is needed to affirm that NaValp
enables error-free TLS. Interestingly, deficiencies in the PRR, HR and NHEJ pathway
did not influence on the sensitivity to NaValp treatment (Fig. 5A and 6A).

In relation to organometalic complexes, the exposure to copper derivatives
[Cuz(Valp)s] and [Cu(Valp).Phen] induced decrease in survival of strains deficient in
BER proteins (Ntglp, Ntg2p, Ogglp, Rad27p and Apnlp) except for Maglp and Apn2p
(Fig. 3B and 3C). Apnlp, Ntglp and Ntg2p are important proteins of the BER pathway:
Apnlp is the major apurinic/apyrimidinic (AP) endonuclease in S.cerevisiae, while

Apn2p is a back-up enzyme that accounts for only 10% of cellular AP endonuclease
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activity, and Ntglp and Ntg2p are DNA glycosylases and AP lyases that recognize and
remove oxidized purines and pyrimidines [42]. Rad27p is a structure specific flap
endonuclease in long-patch base excision repair, is needed to remove 5’ deoxyribose
phosphate (dRP)-blocked ends, thereby generating a nucleotide gap [43]. Maglp
initiates BER of DNA alkylation damage by removing 3-MeA and other alkylated
purines [39]. In addition, double and triple mutant ntgl4ntg24 and ntglAntg2AapnlA
mutants were sensitive to [Cu,(Valp).] (Fig. 3B and 7B) and [Cu(Valp),Phen] (Fig. 3C
and 7C) reinforcing that both Ntglp, Ntg2p and Apnlp are important in the repair of
copper complexes -induced lesions. Thus, our data indicate that BER enzymes involved
in the repair of lesions are induced, most likely indirectly, due to ROS formation by
copper complexes exposure. Really, several copper(ll) and Phen complexes induce
oxidative stress in different celular types and consequently produce DNA damage
[44][45]. For example, the [Cu(Phen),]** complex was able to induce oxidative damage
in DNA [46]. In this sense, the interaction between BER and NER for oxidative DNA
damage processing also seems be true for [Cuz(Valp)4] and [Cu(Valp),Phen] exposure,
once that radl4 and rad10A4 strains showed higher sensitivity than WT (Fig. 4B and
4C) and quadruple mutant ntglAantg24apnlAradlA was more sensitive than triple
mutant ntglAntg24apnlA (Fig. 7B and 7C). In contrast, the strains defective for BER
proteins showed resistance when compared to the WT strain for [Mg(Valp),Phen]
complex (Fig. 3D). This could indicate that BER pathway is recruited for repair of
[Mg(Valp).Phen]-induced DNA lesions and probably participates in the cytotoxic
potential of the drug. However, the strains defective for NER enzymes Radlp, Rad10p,
Rad4p and Radl4p, displayed sensitivity to [Mg(Valp).Phen] exposure (Fig. 4D). In
addition, quadruple mutant ntglAantg2AapnlAradlA was less sensitive than single
mutant rad1A (Fig. 4D), reinforcing the BER contribution in [Mg(Valp).Phen] toxicity.
Besides providing the endonucleolytic activities for incision together with BER, Rad1p-
Rad10p complex is also involved in the proper assembly of the NER machinery at the
damage site [47]. The Rad4p and Radl4p are proteins that recognizes and binds
damaged DNA during NER [48]. Thus, apparently NER pathway is important to repair
DNA lesion induced by the [Mg(Valp),Phen] complex.

In the absence of BER/NER proteins, there is an accumulation of AP sites
generated after removal of damaged bases, and these are mutagenic and potentially

lethal lesions that can block DNA replication and transcription [49]. Restart of stalled
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forks can occur through a recombination-associated pathway or mutagenic TLS [38].
The rad304 strain was weakly more sensitive than WT to organometalic complexes
exposure (Fig. 5B-D). Interestingly, the strains defective for Rev1lp and Rev3p showed
resistance to organometallic complexes treatment in relation to the WT (Fig. 5B-D).
This resistance also could be explained considering the possible action of error-free TLS
polymerase Rad30p. In this rationale, DNA damage induced by organometallic
complexes could be directed to two different DNA repair pathways, depending on the
presence of proteins of HR and/or TLS components: (1) HR associated to TLS
catalyzed by Rad30p and Rad52p (error-free DNA repair), in Revlp or Rev3p absence,
or (2) TLS, leading to mutant or WT phenotypes (error-prone DNA repair) in Revlp
and Rev3p presence. In fact, organometallic complexes treatment induced base pair
substitutions, identified by increase in mutation frequencies at the hisl and lys1 loci in
XV185-14C strain (Table 2). Moreover, the sensitivity of the rad524 mutant strain to
organometallic complexes (Fig. 6B-D) suggests that HR is important for the processing
of genetic lesions induced by organometallic complexes. In addition, after treatment
with organometallic complexes, the quadruple mutant for BER and HR
(ntglantg2AapnlArad524) showed the higher sensitivity to [Cup(Valp)s] or
[Cu(Valp).Phen] than ntglAantg2AapnlA (Fig. 7B and 7C) and less sensivity than
rad524 to [Mg(Valp).Phen] (Fig. 7D and 6D). These data suggest an interaction of
different DNA repair pathways related to tolerance of organometallic complexes
damage. Thus, it is possible that BER/NER pathways initiate the repair by recognizing
and removing the damaged DNA base leading to strand break formation. Moreover, it is
possible that repair intermediates stall the replication forks, resulting in DSBs that are
substrates for the HR repair pathway [50]. The use of HR to repair possibly stalled
replication forks implies that endonucleases (e.g. Rad1p-Rad10p complex) are needed
to resolve the intermediate DNA structures that arise during the recombinational
process, like Holliday junctions [51].Therefore, if not repaired, the DSBs can lead to
cell death [50]. Moreover, we observed enhanced sensitivity in rad504 strain deficient
in subunit of the MRX complex (Fig. 6D), which, in addition to its role in the HR, is
also involved in DSBs processing by the NHEJ pathway in an error-prone manner [52].
Interestingly, various copper(ll) ternary complexes containing Phen, such as
[Cu(Phen),]** complex, showed strong DNA interactions and remarkable capability to
cleave DNA [2][46][53]. The [Cuz(Valp);] and [Cu(Valp),Phen] complexes also

66



interact with DNA in vitro and display cleavage actitivities [55]. Besides the DNA
clevage potential, the possible interaction of organometalic complexes with DNA also
can generate stalled replication fork, generating a signal that recruits proteins of HR or
TLS pathways. In addition, metal complexes containing Mg can remain more strongly
bound to DNA [54][12], which may explain the higher [Mg(Valp),Phen] cytotoxicity.
Alternatively, PRR could be involved in processing the DNA lesions induced by
organometalic complexes that were not removed during replication

Taken together, the copper (11) and Mg complexes with Phen containing VA
have an enhanced cytotoxicity when compared to the putative anticancer drug VA and
presented different abilities to induce specific DNA damage leading to recruitment of
distinct DNA repair pathways. Moreover, these effects taken together with the
previous described epigenetic effects of VA, may potentiate the anticancer
characteristics of the original drug and possibly be used as chemotherapeutic agents. In
addition, the understanding of the DNA damage and repair processes is important in the
design of novel therapeutic molecules with higher effect antitumoral or less toxicity for

other pharmacological applications.
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DISCUSSAO

O AV é tradicionalmente utilizado no tratamento de esquizofrenia, convulsdes
e transtorno bipolar (NALIVAEVA et al., 2009). Recentemente, o emprego AV no
tratamento de cancer tem sido destacado em diversos estudos (MARINOVA et al.,
2011; DE SOUZA; CHATTERJI, 2015). Esse possivel uso no tratamento para o cancer
esta relacionado a capacidade do AV de inibir as proteinas HDAC, influenciando
importantes processos celulares, tais como controle do ciclo celular, diferenciagéo,
reparacao de DNA, apoptose e senescéncia (para revisdo, ver FAROOQ et al., 2014).
Considerando que o AV apresenta limitagdes de uso devido a sua toxicidade, o
desenvolvimento de um farmaco com atividade terapéutica maior que o AV e com
menor toxicidade é de grande importancia para a ampliacdo das oportunidades de
tratamento de doencas neurolégicas e na terapia anticancer. Consequentemente, a
sintese de novos compostos analogos e derivados do AV tem sido realizada para
possibilitar o emprego de moléculas com maior atividade farmacolédgica e menor efeito
colateral (para revisdo, ver FAROOQ et al., 2014). Neste contexto, 0 complexo
organometalico  [Cu(Valp),Phen] aumentou consideravelmente a atividade
anticonvulsivante do AV em ratos (>3000 vezes) sem aumentar a sua toxicidade
(SYLLA-IYARRETA VEITIA et al., 2009). Dados experimentais do nosso laboratorio
mostram que 0s compostos organometélicos [Cuz(Valp)s] e [Cu(Valp).Phen], diferente
do AV, podem interagir com o DNA ocasionando sua clivagem in vitro (PICH et al.,
submetido), indicando um possivel uso futuro como agentes quimioterapicos. Portanto,
as atividades farmacoldgicas desses compostos apresentam um potencial de utilizacdo
promissor. Assim, o0 entendimento da citotoxicidade, mutagenicidade e reparacdo de
danos ao DNA induzidos por um novo farmaco pode facilitar a identificacdo de
marcadores moleculares para prognosticar a toxicidade para usos farmacoldgicos e
auxiliar no entendimento do mecanismo de acdo em possiveis tratamentos para o
cancer. Nao obstante, muitos aspectos sobre o mecanismo de toxicidade do AV ainda
nédo foram profundamente investigados, como indugdo de danos no DNA e sobre as vias
de reparacdo. Portanto, nossos resultados contribuem para o0 aumento desse
conhecimento.

No presente trabalho, avaliou-se o potencial citotoxico, mutagénico e a

atividade do AV (NaValp) e seus derivados organometalicos - [Cua(Valp)s],
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[Cu(Valp).Phen] e [Mg(Valp),Phen] - sobre a maquinaria de reparacdo de DNA. Este
estudo a compreensdo do mecanismo de acdo dos complexos, principalmente no
ambiente macromolecular, e o possivel envolvimento destas vias na atividade toxica dos
agentes na levedura Saccharomyces cerevisiae.

Nossos resultados mostram que os complexos organometélicos apresentaram
efeitos citotoxicos na maioria das concentragdes utilizadas nos testes de sobrevivéncia
apos 24 h de exposicao em crescimento (Fig. 2B-D — Capitulo I). Tais compostos foram
mais citotoxicos que o AV, na seguinte sequéncia de citotoxicidade: [Mg(Valp).Phen] >
[Cuz(Valp)4] = [Cu(Valp),Phen] > NaValp, sendo que os derivados de cobre e magnésio
apresentaram uma citotoxicidade cerca de ~25 e ~170 vezes maior do que o NaValp,
respectivamente (Figura 2 — Capitulo 1). De fato, MITSUI e colaboradores mostraram
uma reducdo de crescimento de S. cerevisiae expostas ao AV de maneira dose-
dependente, sendo que a completa inibicdo do crescimento ocorreu na concentracéo de
100 mM (MITSUI et al., 2005). Além disso pode-se destacar que compostos de cobre
podem retardar a progressdo do ciclo celular e aumentar a morte celular em diferentes
culturas, tornando esses compostos promissores para o desenvolvimento de terapias
mais eficientes (SANTINI et al., 2014; DENOYER et al., 2015).

Curiosamente, as células de levedura ndo apresentaram sensibilidade aos
compostos em fase estacionaria ou exponencial quando incubadas em PBS sem
condicdes crescimento (dados ndo mostrados). Como observado por MUTOH e
colaboradores, a sensibilidade de Schizosaccharomyces pombe ao AV foi fortemente
dependente da fase de crescimento (MUTOH; KITAJIMA; ICHIHARA, 2011).

Com o objetivo de aumentar o conhecimento em relacdo ao mecanismo de
toxicidade do NaValp e derivados organometalicos, foi investigado o seu efeito sobre a
estabilidade gendmica. Na linhagem XV185-14c de S. cerevisiae, foi possivel observar
inducdo de mutagdes pontuais, nos loci hisl e lysl, evidenciada pela reversdo do
fendtipo auxotrofico para histidina e lisina, respectivamente, em leveduras expostas aos
complexos organometalicos (Tabela 2 - Capitulo 1). Nenhum dos compostos provocou
reversdo da mutacdo no locus da homoserina, sugerindo que 0S compostos ndo causam
alteracdo no quadro de leitura (frameshift mutation) (Tabela 2 — Capitulo I).

As acles citotoxicas e mutagénicas do NaValp e seus complexos
organometalicos derivados estdo associadas aos mecanismos pelos quais essas
moléculas causam danos ao DNA. Assim, também foi avaliado o envolvimento das vias

de reparo de DNA em resposta as lesdes induzidas pelo NaValp e seus derivados,

75



empregando diferentes linhagens de S. cerevisiae proficientes e deficientes em proteinas
envolvidas na reparagdo do DNA. Os resultados obtidos demonstraram que a na
proteina Oggl da via BER € especialmente importante no reparo de danos induzidos
pelo NaValp.

Nossos resultados também indicam a participacdo da via NER na reparacao das
lesbes provocadas pelo NaValp, uma vez que as linhagens deficientes nas proteinas
Rad1p e Rad10p foram sensiveis ao composto (Fig. 4A — Capitulo ). Essa interacdo foi
demonstrada na exposicao da linhagem quadruplo mutante ntglAntg2AapniAradiA ao
NaValp e observou-se reducéo significativa na viabilidade, enquanto a linhagem triplo
mutante ntglAntg24apniA apresentou sensibilidade semelhante a selvagem (Figura 7A
— Capitulo I).

A inducdo de estresse oxidativos € um mecanismo importante na toxicidade
provocada pelo AV (GOLLA et.al., 2016), e o material genético é um alvo de danos
oxidativos que resultam em lesbes no DNA, como 8-oxoguanina (ABEDIN et al.,
2013). Somado a estes fatos, a sensibilidade da linhagem oggl4 indica que o AV induz
danos oxidativos no DNA do tipo 8-oxoguanina (para revisdo, ver ABEDIN et al.,
2013). E importante ressaltar que as vias BER e NER podem interagir no
processamento de danos no DNA, tais como o reparo de lesbes oxidativas de timina
glicol e 8-oxoguanina, e na reparacdo de sitios abasicos (BOITEUX; GUILLET, 2004).

Os mutantes em TLS (revlA, rev3A4 e rad304) também foram sensiveis ao
NaValp, especialmente a linhagem deficiente em Rad30p (Figura 5A — Capitulo I).
Esses resultados sugerem que Rad30p pode atuar preferencialmente na tolerancia ao
dano induzido pelo AV, em relacdo a Revlp e Rev3p.

E possivel que o AV induza a formagéo de lesdes no DNA capazes de bloquear
a replicacdo, como glioxal ou timina glicol, que, se ndo for removida por BER, pode
recrutar a via TLS. O dano induzido é tolerado pela via TLS, envolvendo polimerases
especializadas, que podem executar a sintese de DNA livre de erros ou sujeita a erro
(para reviséo, ver DIANOV; HUBSCHER, 2013). Assim, os resultados sugerem que
Rad30p pode atuar preferencialmente na tolerancia ao dano induzido pelo NaValp, em
relacdo a Revlp e Rev3p. Como Rad30p pode promover a tolerancia ao dano livre de
erro (CHATTERJEE; PABLA; SIEDE, 2013), tais resultados poderiam explicar a
auséncia de mutagénese na linhagem XV185-14c tratada com NaValp (Tabela 2 —

Capitulo I).
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As linhagens deficientes em PRR (rad64 e rad184), HR (rad524) e NHEJ
(rad50A4) ndo apresentaram sensibilidade ao NaValp (Figura 5A e 6A — Capitulo 1),
sugerindo que estas vias tenham pouca ou nenhuma participacdo no processamento das
leses induzidas por este composto. E interessante ressaltar que MAKITA e
colaboradores (2015) mostraram o potencial do AV de inibir as vias de reparacdo de
DSBs pela acetilacdo da proteina p53 na cascata de sinalizacdo de DSB e pela a
acetilacdo da proteina Ku70 na NHEJ, bem como a supressao dos niveis de expressdo
de Rad51 na HR, inibindo HR e NHEJ no processo de reparo DSB (MAKITA et al.,
2015).

As lesBes induzidas pelos complexos de cobre [Cu,(Valp)s] e [Cu(Valp).Phen]
podem ser reparadas pela via BER, pelas proteinas Oggl, Ntgl, Ntg2, Rad27 e Apnl
(Figuras 3B e 3C — Capitulo I). Ainda, também parece ocorrer a interacdo de BER e
NER para o processamento de danos no DNA ocasionado por estes compostos, uma vez
que as linhagens radl4 e rad104 apresentaram maior sensibilidade em comparacdo a
linhagem selvagem (Fig. 4B e 4C — Capitulo I). Reforgando esta evidéncia, a linhagem
quadruplo mutante ntglAntg2AapnlAradlA foi mais sensiveis do que a triplo mutante
ntglAntg24apnlA (Fig. 7B e 7C — Capitulo I).

Os ions de cobre sdo capazes de interagir com as proteinas nucleares, causando
danos oxidativos (BARILLI et al., 2014; CADAVID-VARGAS et al., 2017). Assim, a
toxicidade do cobre pode vir da sua capacidade de produzir ERO, deslocando outros
fons metélicos e induzindo peroxidacdo lipidica (BURROWS; MULLER, 1998;
BORTOLOTTO et al., 2016). Dessa forma, complexos metélicos de cobre e outros
metais podem atuar como mediadores da oxidacdo do DNA (RAMAKRISHNAN et al.,
2009; MUKHERJEE et al., 2016). Realmente, varios complexos de cobre(ll) induzem
estresse oxidativo em diferentes tipos de células e, consequentemente, produzem danos
ao DNA (BARILLI et al.,, 2014; CADAVID-VARGAS et al.,, 2017). Ainda, os
complexos de cobre com 1,10-fenantrolina também estdo associados a formacéo de
ERO e induzem lesbes no DNA (BORTOLOTTO et al., 2016). Um exemplo bem
estudado é o composto [Cu(Phen),]**, que é reduzido in situ a [Cu(Phen),]", ligando-se
ao sulco menor da dupla fita; em seguida, produz espécies de cobre-oxo na superficie do
DNA, sendo diretamente responsavel pelo dano oxidativo (para revisdo, ver
HIROHAMA et al., 2005; SILVA et al., 2014).
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As linhagens deficientes em proteinas da via BER apresentaram resisténcia ao
[Mg(Valp),Phen], sugerindo que esta via pode inclusive contribuir na formagédo das
lesGes provocadas por esta molécula (Figura 3D — Capitulo ). Em contraste, a via NER
é importante para reparar lesées no DNA induzidas pelo composto [Mg(Valp),Phen],
evidenciado pelo fato das linhagens deficientes nas enzimas Radlp, Rad10p, Rad4p e
Rad14p apresentarem sensibilidade ao complexo (Fig. 4D — Capitulo I). Além disso, a
linhagem quadruplo mutante ntglAantg24apnlAradlA foi menos sensivel que a simples
mutante radlA (Fig. 4D — Capitulo 1), refor¢ando a contribuicdo de BER na toxicidade
de [Mg(Valp).Phen] e a importancia de NER. O complexo Radlp-Rad10p, além de
fornecer atividade endonucleolitica, estd envolvido na montagem adequada da
maquinaria de NER no sitio do dano (MAZIN et al., 2012).

Caso as vias BER/NER ndo reparem o dano, a reparagdo pode ser canalizada
para as vias HR ou TLS. Assim, diferente do observado na exposi¢cdo ao AV, as
linhagens revid e rev3A foram resistentes, enquanto a rad304 foi consideravelmente
mais sensivel que a linhagem selvagem aos complexos organometalicos (Figuras 5B-D
— Capitulo 1). Portanto, os danos ao DNA causados pelos complexos organometalicos
podem ter a reparacdo direcionada para duas vias, dependendo da presenca de proteinas
de HR e/ou TLS: (1) HR associado a TLS catalisado por Rad30p e Rad52p (sem erros),
na auséncia de Revlp ou Rev3p, ou (2) na reparagdo por TLS, ocasionando mutacfes
(propenso a erros) na presenca de Revlp e Rev3p. De fato, o tratamento com os
complexos organometalicos induziu substituicdes de pares de bases, identificadas pelo
aumento da frequéncia de mutacdo nos loci hisl e lysl da linhagem XV185-14C
(Tabela 2 — Capitulo 1). A sensibilidade de rad524 pelos complexos organometalicos
(Fig. 6B-D — Capitulo 1) sugere que a via HR ¢é importante no processamento de lesdes
ao DNA ocasionadas por esses compostos.

Ainda, os resultados sugerem uma interacdo de diferentes vias para o reparo
aos danos no DNA produzidos pelos complexos organometalicos. Esse aspecto €
evidenciado pelo fato de que o quadruplo mutante de genes da via BER e HR
(ntglantg24apnlArad524) apresentou alta  sensibilidade a [Cuy(Valp)s e
[Cu(Valp),Phen] quando comparado ao triplo mutante apenas de genes de BER
ntglAantg24apnlAa (Fig. 7B e 7C — Capitulo 1) e menor sensibilidade ao complexo
[Mg(Valp),Phen] do que rad524 (Fig. 7D e 6D — Capitulo I).
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Desta forma, é possivel que as vias BER e NER possam iniciar o reparo
reconhecendo e removendo a base danificada, e assim, levando a formacdo de quebras
na fita do DNA. Além disso, é possivel que reparos intermediarios paralisem a forquilha
de replicacdo, resultando em DSBs que sdo substratos para a via HR atuar. Caso o dano
ndo for reparado, as DSBs podem levar & morte celular (NICKOLOFF, 2017).
Observamos também uma maior sensibilidade da linhagem rad50A4, subunidade do
complexo MRX (Fig. 6D — Capitulo 1), que, além de seu papel na via HR, também esta
envolvida no processamento de DSBs pela via NHEJ (SAN FILIPPO; SUNG; KLEIN,
2008).

Os complexos [Cu,(Valp)s] e [Cu(Valp).Phen] podem interagir com 0 DNA in
vitro e provocarem sua clivagem (PICH et al., manuscrito submetido), mas ainda n&o ha
dados nesse sentido em relagdo ao composto [Mg(Valp).Phen]. No entanto, pode-se
destacar que complexos metalicos contendo magneésio sdo capazes de permanecer mais
fortemente ligados ao DNA (ANASTASSOPOULOU; THEOPHANIDES, 2002).
Seguindo esse raciocinio, uma possivel ligacdo mais forte do complexo
[Mg(Valp),Phen] com o DNA pode ajudar a explicar a maior citotoxicidade do
composto em relacdo aos demais. Ainda, o ligante 1,10-fenantrolina é utilizado em
varios complexos metalicos para ampliar a capacidade dos compostos de intercalar-se
no DNA e potencializar a clivagem (RAJALAKSHMI; KIRAN; NAIR, 2014; ZHOU et
al., 2016).

As diferentes vias de reparo participantes nos processamentos das lesdes
induzidas para cada composto, resumidas na tabela 6, podem inferir os possiveis tipos
de danos induzidos pelos agentes. Essas diferencas podem ser devidas a adicdo de
ligantes e sobretudo dos metais nas moléculas, bem como o tipo de metal adicionado.
Assim, as alteracdes nas moléculas em relacdo ao composto original possibilitaram a
demonstracdo de novos efeitos biolégicos com mecanismos de acdo distintos. Desta
forma, os novos efeitos bioldgicos encontrados podem ser explorados para um possivel
futuro emprego em terapias antiproliferativas. Ainda, foi possivel ampliar o
entendimento dos mecanismos toxicos do AV, uma vez que sua acdo no DNA ainda é

pouco conhecida.
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Tabela 6: Resumo das proteinas participantes de cada via de reparacdo de DNA na
resposta ao respectivo complexo

Composto/Via de Reparo BER NER TLS PRR HR NHEJ

NaValp Oggl Radl Revl NS NS NS
Rad10 Rev3
Rad30
[Cux(Valp).] Oggl Radl Revl Radé Rad52 Rad50
[Cu(Valp),Phen] Ntgl Rad10 Rev3 Rad8
Ntg2 Rad30
Rad27
Apnl
[Mg(Valp),Phen] Oggl RadlR Revl Rad6 Rad52 Rad50

Ntgl ad10 Rev3 Rad8
Ntg2 Rad8 Rad30

ApnlA Radl4

pn2

Mag1l

NS = ndo significativo
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Conclusao geral

O presente estudo mostrou que os complexos organometélicos sdo mais
citotoxicos que o AV em S. cerevisiae e as lesdes no DNA induzidas por esta molécula
e seus derivados sdo distintas. Por consequéncia, recruta mecanismos de reparagdo
especificos para o tipo particular de lesdo provocado por cada um dos compostos. Essas
particularidades se devem, provavelmente, as alteracfes realizadas na molécula de AV
pela inclusdo de cobre ou magnésio e o ligante 1,10-fenantrolina.

Conclusoes especificas

* A reducdo da viabilidade celular nas linhagens testadas ocorreu apenas na

exposicdo de 24 h em meio de cultivo em condic¢des de crescimento.

* Os complexos organometalicos foram mais citotoxicos que o AV, e 0

[Mg(Valp).Phen] apresentou a maior citotoxicidade.

* Os complexos organometalicos induziram mutagdes pontuais (Mmissense),

enquanto o AV ndo apresentou potencial mutagénico.

*+ O AV induz a formacdo de lesbes no DNA reparadas pelas vias BER, NER e
TLS.

» Os complexos [Cuz(Valp).] e [Cu(Valp),Phen] induzem a formacéo de lesdes no
DNA que levam ao recrutamento das vias BER, NER, HR, TLS e PRR.

« O complexo [Mg(Valp),Phen] induz a formacao de lesdes no DNA processadas
pelas vias NER, TLS, HR, NHEJ e PRR.
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PERSPECTIVAS

Seria de importancia para a continuagdo do trabalho, complementacdo dos

resultados e progresso do conhecimento a respeito dos efeitos biologicos do AV e

derivados organometalicos em levedura, buscar o entendimento mais aprofundado dos

seus mecanismos de toxicidade pela investigacdo do seu efeito no remodelamento de

cromatina e a relagdo desses processos com a reparacdo de DNA, possivel produgéo de

ERO e interagio com o DNA (no caso do composto de magnésio, ainda néo

caracterizado neste sentido):

Verificar, em levedura, a participacdo da inducdo de estresse oxidativos
na citotoxicidade do AV e derivados pelo emprego de N-acetilcisteina,
em condi¢cBes de pré-tratamento, nos ensaios de sobrevivéncia e
mutagénese e analises mais refinadas como dosagem do acimulo de
ERO, inducdo de peroxidacdo lipidica e alteracdo na atividade de

enzimas antioxidantes.

Investigar a participacdo de proteinas envolvidas no remodelamento da
cromatina e sua interface com o0s processos de reparacdo de DNA nas
lesGes induzidas pelo AV e seus derivados organometalicos utilizando

linhagens mutantes de S. cerevisiae.
Caracterizar a capacidade de interacdo do DNA do [Mg(Valp),Phen] por

sua atividade de nuclease e pelo dicroismo circular e, ainda, avaliar sua

capacidade de necrose a apoptose em células de mamiferos.
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