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RESUMO

Motta, F.D. Geragdao de ozbénio isotopicamente marcado com atomo de
oxigénio-18, ('®0;), formando oxigénio-18 molecular no estado singlete, %0,
(1Ag), e modificagées na 2'-desoxiguanosina 2011. 318p. Tese — Programa de
Poés Graduacdao em Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo.

O ozénio (O3) € um poderoso oxidante e quantidades significativas podem ser
formadas em ambientes urbanos, como resultado de uma série de eventos
fotoquimicos, sendo um risco para a saude humana. Devido a sua reatividade
quimica, o ozbnio é capaz de promover modificacdes oxidativas em diversas
biomoléculas, tais como, DNA, proteinas e lipidios. As reagbes do Os; com
biomoléculas geram quantidades significativas de O, (1Ag). Sendo assim, essas
reagdes sdo caracterizadas pela transferéncia de um atomo de oxigénio do O3 ao
substrato oxidado. Devido a regra de conservagao do Spin, isto requer que o
dioxigénio gerado nesta reacado esteja no seu estado singlete. Neste especifico
mecanismo, a formacao do hidrotriéxido tem sido frequentemente assumida como
um importante intermediario da ozonizac&o. Ainda, constatou-se o elevado potencial
mutagénico do Oz sobre o DNA, levando, principalmente, a substituicdo de suas
bases. A frequéncia das substituicbes das bases foi essencialmente localizada no
par G: C’s (75%), uma caracteristica das espécies reativas de oxigénio, como o O,
(1Ag). No entanto, os mecanismos pelos quais O3 causa danos ao DNA ainda nao
foram completamente elucidados. No presente trabalho, as evidéncias
espectroscopicas na geragao do O (1Ag) foram obtidas através da emisséo de luz
bimolecular na regido vermelha do espectro (A = 634 nm) e através da emissao de
luz monomolecular na regido do infravermelho préoximo (A = 1270 nm ) durante a
reagédo de O3 com dGuo e 8-oxodGuo. Além disso, desenvolveu-se uma metodologia
para a geracdo de ozobnio isotopicamente marcado com atomo de oxigénio-18 a
partir do ®0, (329'). Deste modo, as evidéncias da formagao dos diastereocisémeros
da spiroiminodihidantoina, tanto a isotopicamente marcada no 0 quanto a nao
marcada, juntamente com a 8-oxodGuo, imidazolona e oxazolona, foram detectados
como produtos de oxidacdo das reacdes com 805. Para tal observacao, analises
foram realizadas por HPLC acoplado ao espectrémetro de massas. Ademais, a
detecgdo do '®0, ('A,) durante a decomposicdo do '°0; foi obtida por captagdo
quimica do O, ('Ag) pelo derivado de antraceno, EAS, detectando o endoperéxido
corresponde com a adicdo de dois atomos de 'O na posicdo 9,10 do antraceno.
Além disso, mais uma evidéncia da presenga do O (1Ag) foi inequivocamente
demonstrada pela caracterizagdo do espectro de emissao no infravermelho préximo.

Palavras-chave: Oxigénio molecular singlete, ozénio, DNA, marcagéo isotépica,
quimiluminescéncia e espectrometria de massas.



ABSTRACT

Motta, F.D. Isotopically labeled ozone, '®0s;, generate '®O-labeled singlet
molecular oxygen,'®0, (1Ag), and oxidation of product of the purine moiety of
2'-deoxyguanosine. 2011. 318p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo.

Ozone (O3) is a potent oxidant and significant amounts can be formed in urban
environments as a result of a series of complex photochemical events. It is a threat
for human health. Due its chemical reactivity towards biological targets, ozone is able
to promote oxidative modification in several biomolecules, such as DNA, proteins and
lipids. Reactions of Oz with biomolecules are able to generate in high yields of singlet
molecular oxygen [O- (1Ag)]. The transfer of one oxygen atom from O3 to the oxidized
substrate characterizes these reactions. Spin conservation rules require that the
dioxygen generated in this reaction has to be in its singlet state. In this specific
mechanism, hydrotrioxide has often been assumed as important intermediates in the
ozonization process. In addition, ozone has been established as a powerful
mutagenic agent, and the most observed mutation is in G:C transversion. This kind of
transversion is typical in reactions involving DNA and reactive oxygen species, such
as Oy (1Ag). However, the mechanisms by which O; causes DNA damage have not
yet been fully elucidated. In the present research, spectroscopic evidence for the
generation of O, ('A4) was obtained by measuring the dimol light emission in the red
spectral region (1 = 634 nm) and the monomol light emission in the near-infrared
region (A=1270 nm). Both measuements were done during interaction of Oz with
dGuo and 8-oxodGuo. In addition, a system was built to produce isotopically labeled
ozone with '8O. Thefore, in the same system that 8-oxodGuo, imidazolone and
oxazolone, '®O-labeled and unlabeled diastereoisomeric spiroiminodihydantoin
nucleosides were detected as the oxidation products with 1803. In that case, analyses
by HPLC coupled to mass spectrometry were performed. Moreover, in the O3
decomposition the formation of '®O-labeled O, ('A4) from '®O-labeled ozone was
obtained by chemical trapping of O, ('A;) with EAS anthracene derivative and
detected the corresponding ®0-labeled EAS endoperoxide. More evidence of the
presence of O, (1Ag) was unequivocally demonstrated by the direct characterization
of the near-infrared light emission spectrum.

Keywords: Singlet molecular oxygen, ozone, DNA, isotopic labelling,
chemiluminescence, mass spectrometry.



ABREVIATURAS E SIGLAS

1Ag Primeiro estado excitado do oxigénio molecular (delta)
1Zg+ Segundo estado excitado do oxigénio molecular (sigma)
329' Estado triplete do oxigénio molecular (sigma)

A Comprimento de onda

€ coeficiente de absortividade molar

T Tempo de meia vida
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8-oxodGuo 8-Oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
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1 INTRODUGAO

1.1 Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas incluem espécies radicalares, espécies nao radicalares e
espécies eletronicamente excitadas, como radical hidroxila ("OH), anion superéxido
(O2"), radical alcoxila (RO®), radical peroxila (ROQ®), o 6xido nitrico (NO®), o diéxido
de nitrogénio (NO®), peroxinitrito (ONOQO’), peroxido de hidrogénio (H20,),
hipoclorito (HOCI), hidroperoxidos organicos (ROOH) ozbnio (O3) e oxigénio
molecular singlete [0, ('Ay)], (Halliwell e Gutteridge, 2007) . A tabela 1.1 apresenta o

tempo de meia vida (t12) estimado para algumas espécies reativas.

Tabela 1.1 — Tempo de meia vida (ti2) estimado de algumas espécies

reativas.
Espécies reativas T1/2 (Segundos)
*OH <10”
RO’ ~10°
COs™ ~10°
NO," ~10°
ONOO 10°-10™
NO* 1-10
02 (') 10°
ROO* 7

www.kinetics.nist.gov/solution/index.php.
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A fim de entender o impacto biolégico das espécies reativas de oxigénio
(EROs), é importante o conhecimento de quais espécies sdo produzidas e em que
condicbes. Assim tem-se como desafio conciliar a quimica com a biologia sobre um
aspecto mecanistico. Para tal observacdo requer a identificagdo de oxidantes
especificos envolvidos em um processo biolégico, o conhecimento de sua
reatividade e a dindamica dos processos (Winterbourn, 2008).

Os sistemas bioldgicos sdo constantemente expostos a espécies reativas de
oxigénio. Algumas dessas espécies sdo produzidas especificamente em processos
fisioldgicos relevantes. (Valko M, et. al., 2004).

As espécies reativas de oxigénio sado capazes de gerar danos bioldgicos, tais
como oxidagdo de biomoléculas, incluindo DNA, RNA, lipideos, carboidratos,
antioxidantes e proteinas, e, além disso, sédo relacionadas ao envelhecimento e a
determinadas patologias, incluindo o cancer e doengas cardiovasculares,
inflamatdrias, dentre outras. Nao obstante, espécies reativas de oxigénio sdo ainda
relacionadas aos processos de morte celular, tanto por necrose quanto por apoptose
(Navarro, 2009).

Ainda, EROs podem ser produzidas por radiagao ionizante, radiagédo UV e no
metabolismo de xenobidticos. Destaca-se, por tanto, a respiracdo mitocondrial como
uma importantissima fonte de EROs. Em termos gerais, no metabolismo de
organismos aerébicos, o oxigénio molecular triplete [O» (329')] € essencial para
fornecer energia por meio da combustdo de alimentos através para a geragao de
ATP. Dentro deste contexto, ressalta-se a importancia da mitocondria, uma organela
celular, no interior da qual ocorre o principal metabolismo oxidativo dos eucariotos.

Uma das funcgdes indispensaveis para a vida celular € a sintese de ATP, a qual
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ocorre na matriz mitocondrial devido ao acoplamento da cadeia de transporte de
elétrons com a fosforilagao oxidativa (D. Voet e J.Voet, 2006).

Durante o processo de respiragéo celular, o oxigénio molecular é reduzido a
agua através de um processo de transferéncia sequencial de 4 elétrons, o qual é
finalizado pela citocromo oxidase (complexo IV). Ainda que a cadeia de transporte
de elétrons seja um sistema eficiente, existe um pequeno e continuo vazamento de
elétrons. O oxigénio molecular presente na reagdo sofre uma redugéo
monoeletrénica, o que ocorre principalmente nos complexos |, Il e lll (Cadenas e
Davies, 2000; Kowaltowski, 2001). Ademais, o acumulo das coenzimas reduzidas,
NADH e FADH,, gera um maior potencial de membrana, proporcionando, assim,
um aumento no tempo de meia vida desses intermediarios reduzidos da cadeia de
transporte de elétrons — esse estado reduzido facilita o vazamento de elétrons. A
figura 1.1 mostra o esquema da cadeia de transporte de elétrons, (D. Voet e J.Voet,
2006).

O produto primario do vazamento de elétrons é o O,", formado pela adigdo
de um elétron ao O, (329'), o qual é menos reativo que o ‘OH e ndo reage com a
maioria das moléculas bioldgicas em solugdo aquosa. Apesar de ser pouco reativo, o
0O," desaparece rapidamente em solugdo devido a reagdo de dismutagéo catalisada
enzimaticamente pela superéxido dismutase, resultando em uma molécula de O,
(329') e H,0,. Contudo, o O," pode atuar como agente redutor, sendo capaz de doar
elétrons para o citocromo ¢ (Halliwell e Gutteridge, 2007). O H,O, possui baixa

reatividade, mas solubiliza-se em agua e pode difundir entre as células.
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Figura 1.1- Esquema da cadeia de transporte de elétrons — Respiragao

mitocondrial e formacao do anion radical superoéxido.

Além disso, danos em biomoléculas podem ser formados por espécies

reativas catalisadas por metais de transigdo. O peréxido de hidrogénio na presenca

de ions de Fe?* pode gerar o "OH através de reagdes de oxirredugdo corroborado

pela primeira vez por Fenton em 1876. Esta reacéo classica € conhecida como

reacao de Fenton, a qual é termodinamicamente favorecida e muito complexa de

modo que o mecanismo de oxidagdo ainda permanece em debate, reacdes 1.1 e

1.2. Outra possibilidade de gerar °*OH provém da mistura de H,O, com o O,",

reagao conhecida como Haber- Weiss, reacao 1.3, (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Fe’* + H,0, —> Fe* + HO + ‘OH

Fe’ + H,0, —> Fe*" +HOO" + H’

0, + H,O, — HO + *OH + 02(

°%q)

reagao 1.1

reacao 1.2

reacédo 1.3
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A producgdo das espécies reativas por diversas vias metabdlicas e a sua alta
reatividade podem promover lesbes em biomoléculas, causando um disturbio na
homeostase redox, conhecido como “estresse oxidativo”. Deste modo, prejudicando
o funcionamento celular “normal”. No entanto, para superar esse efeito os
organismos contam com um sistema sofisticado de defesa celular, chamado de
defesa antioxidante. Portanto, existe nas células um balanco entre a producao de
EROs e os mecanismos de defesa antioxidante para manter sua concentragéo de
EROs em niveis “ controlados” e assim sendo o balango redox, (Foyer, et. al., 2005).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que retarda,
impede ou remove um dano oxidativo a uma molécula de destino, (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Os quais estédo divididos em duas classes: enzimaticos e ndos
enzimaticos.

Antioxidantes enzimaticos: superoxido dismutase é altamente eficiente na
dismutagdo catalitica do O, em H,0O, (McCord e Fridovich, 1969; Weisiger e
Fridovich, 1973; Fridovich, 1995), reagdo 1.4; a catalase converte o perdxido de
hidrogénio a dgua e a oxigénio molecular, reagdo 1.5 (Chance, 1979 ; Lardinois,
1995); glutationa peroxidases, reduz o H;O, e outros peroxidos a H,O e GSSG
utilizando um substrato, a glutationa reduzida (GSH) (Chance, 1979 ; Brigelius-

Flohé, 1999), reacdes 1.6 e 1.7, respectivamente.

0, + 0O, + 2 H — H,O, + O reagao 14
2H,0, —— 2H,0 + Oy reacao 1.5
H,O, + 2GSH —— GSSG+ 2H)0 reacao 1.6

LOOH+ 2GSH —— GSSG + H,O + LOH reacao 1.7
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As reacbes apresentadas acima equivalem a um panorama global das
reagcdes gerais, pois estas passam por intermediarios formados por complexo

enzimatico de suas respectivas catalises.

Antioxidantes ndo enzimaticos sdo fundamentalmente compostos de baixa
massa molar. Alguns sao sintetizados in vivo e outros s&o obtidos através da dieta.
Estes compostos sao considerados importantes na defesa antioxidante.

Antioxidantes sintetizados in vivo: bilirrubina é o principal produto do
metabolismo do grupo heme da hemoglobina e pode minimizar os efeitos de
ONOOH, RO,*, RO®* e O, (1Ag) (Seril, et. al., 2003), no entanto, a bilirrubina pode
fotossensibilizar e gerar O, (1Ag). O acido urico é produzido através da hipoxantina e
xantina, e € um forte inibidor da propagacao dos efeitos deletérios gerados pelo O3 e
NO,’, ele também pode proteger proteinas contra a nitragdo, (Robinson, et. al.,
2004).

Antioxidantes derivados da dieta: Acido ascérbico (vitaminas C) (Padayatty,
2003; Nishikimi, 2003); a-tocoferol (vitamina E) (Diplock,1985); fendis (Manach e
Donovan, 2004) e carotenoides. O licopeno é o carotendéide mais eficiente para
desativagao do O, (1Ag). (Foote e Denny, 1968b; Burton e Ingold, 1986; Di Mascio et.
al., 1991; Sies e Stahl, 1995).

Quando uma espécie reativa € gerada in vivo, muitos antioxidantes estao
presentes para minimizar os possiveis efeitos deletérios. Deste modo, sua relativa
importancia depende de: qual espécie reativa é gerada; como e onde € gerada, e
qual alvo a lesao é medida (Halliwell e Gutteridge, 2007). Exemplo, quando os
fluidos pulmonares sdo expostos ao O; ou NO,* , o acido Urico age como um

antioxidante, porém, essa agao protetora possui baixa atividade antioxidante contra
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as lesdes causadas nos constituintes do plasma sanguineo gerada pelo HOCI
(Robinson, K.M. 2004). Outra abordagem pode ser descrita quando o estresse
oxidativo gerado € o mesmo, contudo o alvo avaliado € distinto, portanto gera

respostas diferentes (Halliwell ; Gutteridge, 2007).

1.2 Oxigénio molecular singlete

Quimiluminescéncia corresponde ao processo de transformagao de energia
quimica em emissao de luz. Durante décadas esse fendmeno tem atraido o
interesse de pesquisadores de diferentes areas, como desenvolvimento e pesquisa
em seus aspectos mecanisticos fundamentais e na diversidade de suas aplicagdes
praticas (Adam et. al., 2005). O conhecimento aprofundado dos sistemas
quimiluminescentes abre caminhos para o entendimento das dificuldades
relacionadas as reagdes quimicas (Kazakov e Adam, 1993). Varios aspectos da
quimica do O, (1Ag) tém sido extensivamente estudados, especialmente nas ultimas
décadas, uma vez que detectores ultrassensiveis tornaram-se disponiveis. Desta
forma houve uma expansédo rapida dos estudos nas areas de interesse bioldgico,
quimico, ambiental e medicinal (Packer, L. e Sies, H., 2000). Dentre as inumeras
reacdes quimiluminescentes conhecidas, a de particular interesse e objetivo deste
estudo é derivada da emissao de luz do oxigénio molecular singlete.

O oxigénio molecular ¢ um bi radical por apresentar dois elétrons
desemparelhados em dois orbitais n* antiligante de mesma energia (degenerados)
de spins paralelos em sua camada eletrbnica mais externa, sendo denominado

como estado triplete (329‘). Portanto, esta caracteristica o torna pouco reativo, dado
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o fato dos dois elétrons desemparelhados apresentarem a mesma orientagao de
spin. Sendo a reducgao direta por dois elétrons de spins antiparalelos ser proibida
pela regra de conservagao de spin, o oxigénio molecular é relativamente inerte.
Contudo sua configuragéo eletrbnica pode ser alterada de modo a tornar a
molécula altamente reativa, através da absor¢cdo de energia, a qual resulta na
inversdo do spin do elétron da camada eletrbnica mais externa, removendo a
restricdo de conservacao do spin. Desta forma, esse processo resulta em dois
estados eletrénicos distintos, o 1Ag e 129" gue possuem energias de 22 kcal/mol e
de 37,5 kcal/mol acima do estado fundamental, respectivamente, figura 1.2. A
transicdo do estado 1Zg+ possui um tempo de meia-vida curto retornando
rapidamente para o estado 1Ag_ Enquanto que a transicao 1Ag para 129" possui um
tempo de meia vida mais longo. Devido a essa caracteristica o estado excitado 1Ag
tem relevancia em sistemas bioldgicos (Monroe, 1985; Gorman e Rodgers, 1989) e é

tradicionalmente referido como oxigénio molecular singlete.

Estado Orbitais n* Energia (kcal/mol) Tempo de vida (us)
5yt I | 37,5 10°
o | ! ’
A, T l 22,5 1

Figura 1.2 - Distribuicdo eletrénica nos orbitais ©* do oxigénio molecular no

estado excitado singlete (1zg+, 1Ag) e no estado fundamental triplete (329').
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Como oxigénio molecular singlete € uma espécie eletronicamente excitada, ao
decair ao estado fundamental pode ocorrer simultaneamente uma emissao
luminescente extremamente fraca.

A histdria da quimiluminescéncia do O, (1Ag) foi amplamente descrita por Khan
e Kasha (1963 e 1964). A investigacdo espectroscopica evidenciou uma
luminescéncia na regiao vermelha do espectro que foi atribuida a presenga de duas
bandas de emissao de luz em 634 (reacdo 1.8) e 703 nm (reagdo 1.9) em um
sistema constituido por H,O,/OCI". Ainda, Arnold e Ogryzlo (1964) registraram um
espectro de emissdo com duas bandas de emissao a partir de uma descarga elétrica
de oxigénio molecular gasoso como Khan e Kasha demonstraram no sistema
H20,/OCI". Essa luminescéncia foi atribuida a colisdo de duas moléculas de O, (1Ag)
(emissao bimolecular) sendo a intensidade do sinal proporcional ao quadrado de sua
concentracao (Bader e Ogryslo, 1964 e Kanofsky, 1989).

Khan e Kasha (1979) desenvolveram um sistema espectroscopico capaz de
detectar espectros da emissdo de luz monomolecular do O (1Ag) diretamente da
solugdo, reagao 1.10, usando um detector termoeletricamente resfriado, uma
fotomultiplicadora de sulfito. Dois anos depois, um detector mais sensivel foi
desenvolvido baseado em um sistema de detec¢do de germanio, capaz de detectar
a geragédo de O (1Ag) em diversas reagdes (Khan, 1981). A intensidade dessa
emissao é diretamente proporcional a concentragao de O, (1Ag). Sendo assim, foi
demonstrado que a intensidade da emisséo de luz em 1270 nm € diretamente
proporcional a quantidade de O (1Ag) produzida durante a termdlise do
endoperoéxido do 3,3’-(1,4-naftilideno) dipropanoato de sédio, (NDPO,) (Di Mascio et.

al., 1989).
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00, (1Ag) apresenta bandas de emisséao intensa em 634, 703 e 1270 nm e,
bandas de pouca intensidade em 580, 1070 e 1580 nm no sistema tradicional
H,O,/OCI" (Browne e Ogryzlo, 1964; Khan e Kasha, 1970).

A emissdao monomolecular (1270 nm) é mais especifica, enquanto a
deteccdo da emissao bimolecular do O, (1Ag) pode gerar artefato, devido a possiveis
interferéncias de outra emissao de luz proveniente de outras espécies. Esse fato
implica que outras reagdes relacionadas a espécies reativas emitam luz, incluindo a
reacdo de Fenton e a termodecomposi¢ao de dioxetanos, a qual produz carbonilas

excitadas que emitem luz ao retornar ao estado fundamental.

02 ("Ag)v=0 + 02 ("Ag) v=0 = 2 02 (3¢ )=0 + hv (A= 634 nm) (reagao 1.8)

02 ("Ag) v=0 + 02 ('Ag) v=0 = Oz (*Tg)v=0 + Oz (*Tg)v=1 + hv (A= 703 nm) (reac&o 1.9)

02 ("Ag)v=0 — 02 (*%g)v=0 + hv (A=1270 nm) (reagdo 1.10)

De modo geral, o decaimento do O, (1Ag) ao estado fundamental produz dois
tipos de emissdo de luz: a emissdao monomolecular em 1270 nm e a emisséo
bimolecular resultante da colisdo de duas moléculas de O, (1Ag), a qual possui duas
bandas de emissdo luz em 634 e 703 nm. O monitoramento da emissao
monomolecular e bimolecular é realizado através de um contador de foétons
equipado com uma fotomultiplicadora (acoplado ou ndo a um monocromador) capaz
de detectar e amplificar o sinal (Deneke e Krinsky, 1977; Cadenas e Sies, 1984;

Boveris et. al., 1981).
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1.2.2 Desativagao do oxigénio molecular singlete

1.2.2.1 Tempo de vida do oxigénio molecular singlete

As primeiras evidéncias da redugdo do rendimento da taxa de oxigénio na
fotossensibilizagcdo de um antraceno em dissulfeto de carbono foram alcancadas
com a adicdo de uma pequena quantidade de hidrocarboneto no meio reacional
(Bowen, 1953). Porém a explicagdo para esse fendbmeno foi evidenciado quando
observaram que a relacdo entre a constante de velocidade do decaimento do O,
(1Ag) e a constante de velocidade na foto-oxidagdo do antraceno foi solvente
dependente. Assim foi concluido que o O, (1Ag) possui um tempo de vida muito maior
em dissulfeto de carbono do que em metanol e benzeno ( Foote, 1972).

O 0O (1Ag) pode alcangar seu maior tempo de vida em hidrocarbonetos e
dissulfeto de carbono. Substituicbes sucessivas do halogénio por hidrogénio
reduzem o tempo de vida, em cadeia alifatica e aromatica, e valores de 20 a 30 ps
sdo alcangados. Em solventes como alcool e agua, que contém o grupo hidroxila
pode ser observado o menor tempo de vida (Frimer A. A, 1985).

Para compostos com atomos de maior massa molar (halogénios) ha pouco ou
nenhum efeito no tempo de vida da espécie excitada. Por exemplo, o iodobenzeno
(27us) tem um tempo de vida menor do que o bromobenzeno (43 us) e
clorobenzeno (42- 43 us) (Hurst J. R, et. al., 1982).

Entretanto, o tempo de vida do O, (1Ag) € significativamente maior quando o
atomo de hidrogénio do solvente é trocado pelo deutério, o efeito isotopico foi

observado pela primeira vez por Kearns que descobriu uma grande diferenga no
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efeito isotdépico em agua e em cloroférmio, mas ndo em acetona. No entanto
recentemente alguns grupos tém reportado o efeito isotdpico da acetona e de outros
solventes. Um comparativo do tempo de vida do O, (1Ag) em agua e agua deuterada
€ de 4 e 68 ps respectivamente (Ogilby e Foote, 1983; Gorman e Rodgers, 1989),
tabela 1.2. O tempo de vida do O, (1Ag) em fase gasosa é de 45 min (vacuo)

(Monroe, 1985).

Tabela 1.2 — Efeito do solvente no tempo de vida O, (A) .

Solvente Tempo de vida 02(1Ag) us
Acetona-hg 50
Acetona-dg 723

Acetonitrila-hs 62
Acetonitrila-ds 554
Benzeno-hg 26
Benzeno-de 550
Cloroférmio-h4 264
Cloroformio-d, 740
Metanol 10
H.O 4
D,0 68

Ogilby e Foote, 1983 - Gorman e Rodgers, 1989.

Diante das observacgdes feitas por Bowen (1953) o efeito do solvente na
eficacia da foto-oxidagéo foi deduzido envolvendo um atomo de hidrogénio a partir
de uma ligacdo CH. Sendo assim ele prop6és um mecanismo no qual havia a

formagado de um transiente radicalar a partir da abstracdo do hidrogénio do solvente
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pelo complexo O, (1Ag)-antraceno. No entanto Mekel e Kearns (1972) sugeriram que
a energia eletronica do O ('A) é transferida para os niveis de energia vibracional do
solvente. Essa teoria foi evidenciada por uma relagado empirica entre o tempo de vida
medido e a absorcao do solvente a 1270 nm. Uma vez que frequéncias das bandas
do IR desses solventes sdo comuns nessa regiao devido as vibragdes das ligagdes
C-H e O-H, sendo importantes na relaxagcédo do O (1Ag). Desta forma explicaria os
efeitos dos solventes deuterados no tempo de vida do O ('Ay).

Atualmente podemos utiliza-la como uma ferramenta versatil e poderosa para
caracterizagdo do O, (1Ag) em diferentes testes. Baseando-se na substituicdo do
solvente pelo seu equivalente deuterado, pelo fato do tempo de vida do O, (1Ag) ser
maior, devido a minimizacdo da sua desativagao atraves de colisbes com moléculas

de solventes (Kajiwara e Kearns 1973 e Ogilby P. R., 2010).

1.2.2.2 Desativacao fisica e guimica do oxigénio molecular singlete

O oxigénio molecular singlete interage com outras moléculas
fundamentalmente de duas formas: transferéncia de energia de excitagdo para as
moléculas aceptoras ou por reagao quimica com as moléculas.

A desativacao fisica envolve a transferéncia da energia de excitagao
eletrénica entre uma espécie excitada (doador) e uma espécie aceptora. A interagao
do oxigénio molecular singlete (doador) com supressor (aceptor) leva a sua
desativacao para o estado fundamental sem formar produto. Esse fenbmeno pode

ocorrer por transferéncia de energia e transferéncia de carga (Foote, 1979).
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O uso da supressao fisica do O, (1Ag) € uma ferramenta muito utilizada, sendo
que a eficiéncia do supressor de O, (1Ag) € muito variavel em funcao do solvente ou
da mistura de solventes utilizados (Li et. al., 2001).

O mecanismo de transferéncia de energia foi demonstrado primeiramente por
Foote e Denny (1968) em um sistema de fotossensibilizagao utilizando o B-caroteno
e licopeno como supressor (Q) do O, (1Ag), deste modo, concluiram que no sistema
estudado houve uma menor geragao de O, (1Ag) na presenca do B-caroteno. Esse
mecanismo envolve a formacao do supressor no estado excitado triplete, o qual
absorve energia do O, (1Ag) e que subsequentemente, decai para o estado triplete,
estado fundamental. A eficiéncia do processo de transferéncia de energia esta
relacionada com a energia do estado triplete do supressor, a qual é necessario que
seja proxima ou abaixo da energia do O, ('Aq) de 22,5 kcal/mol (Foote et. al., 1970a),
reacdo 1.11. Uma supressao eficiente ocorre com moléculas que possuem mais de
nove ligagdes conjugadas, isso € possivel devido ao seu nivel de energia do estado
triplete. O licopeno mostrou ser o carotendide mais eficiente na desativagéo do O
('Ag) (Di Mascio et. al., 1989b e 1992).

Assim, carotendides na dieta parecem participar na prevengdo do estresse
foto-oxidativo da pele. O estresse foto-oxidativo induzido pela radiagao solar causa
envelhecimento de pele, acelerando a geragcdo de EROs através de agéao
fotodindmica em que o O, (1Ag) pode ser gerado pela transferéncia de energia de
fotossensibilizadores enddégenos no estado excitado. Um estudo in vivo com
camundongos sem pélo mostrou a formacdo de um produto especifico da
peroxidagao do colesterol derivado do O, (1Ag), 5a-O0H-3p-hidroxi-5a-colestano-6-

ene-5-hidroperéxido de colesterol (5a-O0OH), quando expostos a radiagao




Introducdo - 39

ultravioleta UVA. O acumulo do derivado 5a-O0OH na formacgao de rugas e flacidez
foi reduzido em ratos submetidos a uma dieta rica em carotenoides. Desta forma, os
carotendides, agindo como supressor de O, (1Ag) apresentaram uma desaceleragéo
do foto-envelhecimento da pele induzido pela exposicdo a radiagdo UVA (Terao,

2010).

02('Ag)) + Q 2> 0,(%) + *Q +calor reacdo 1.11

O mecanismo por transferéncia de carga ocorre pela interagdo do O, (1Ag)
com compostos que possuem caracteristicas doadoras de elétrons (compostos ricos
em elétrons) para formar um complexo de transferéncia de carga, reagao 1.12.
Alguns compostos como aminas (com alto potencial de ionizagdo) (Foote, 1982),
azida, sulfetos e fendis provavelmente desativem o O, ('A;) por esse mecanismo.
Ouannes e Wilson (1968) observaram o efeito da 1,4-diazobiciclo[2, 2,2]octano
(DABCO) na reagao de oxidagao de alguns compostos conhecidos como aceptores
de O, (1Ag) e que a oxidacgao lenta envolvia transferéncia de carga de O, (1Ag) para o
DABCO. Entretanto Di Mascio e Sies (1988) demostraram haver um aumento da
luminescéncia da emissdo bimolecular do O, ('Ag) utilizando o DABCO na
termodecomposicao do NDPO, e com o sistema hipoclorito com H20,. A razao
desse aumento foi sugerida pelo fato do DABCO influenciar na mudanga da
localizacdo da concentragcédo do O, (1Ag) permitindo a colisdo de duas moléculas da
espécie excitada, o mesmo efeito nao foi observado para a emissao monomolecular

(1270 nm), que houve metade do sinal suprimido. Portanto na presenga de DABCO
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em concentragcdes necessarias para suprimir 50% do O (1Ag), afetou drasticamente

a emissao monomolecular.

0:('Ay) + Q > [Q0]1> + 0,(%y) + Q reagdo 1.12

A desativagao quimica ocorre quando o O, (1Ag) reage com uma molécula
para gerar um produto oxidado resultante, ou seja, ele é consumido na reagao.
Deste modo, compostos que contém ligacdo dupla carbono-carbono com um
hidrogénio alilico, composto com duplas conjugadas, aqueles que contém duas
ligagdes duplas separadas por uma ligagado sigma e se houver um atomo doador de
elétrons como N e S adjacente a dupla ligagao pode gerar um dioxetano. As reagdes
quimicas serao apresentadas no préximo item detalhadamente.

Em células, o tempo de vida O, (1Ag) depende da distancia de difusao e, do
compartimento celular. Assim, apesar de uma vida intracelular relativamente longa o
(o)) (1Ag) nao possui uma distancia significativa na difusdo do seu local de formacgéo.

Isso pode ser atribuido a viscosidade intracelular (Kuimova, et. al., 2009).

1.2.3 Tipos de reagdes do oxigénio molecular singlete

As reacgdes do O (1Ag) com compostos insaturados podem ser organizadas
em trés tipos de reacoes; tipo ene, que tem como produto hidroperoxidos; reacdes
de cicloadicdo [2n+2x], resultando em 1,2-dioxetanos e reagdes de cicloadicdo

[4n+27], resultando na formagao de endoperoxidos (figura 1.3).
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1) Reacéo do tipo “ene”

Alcenos que possuem hidrogénios alilicos sdo oxidados aos correspondentes
hidroperéxidos alilico no processo de foto-oxidagao por duas vias distintas, sédo elas
por processo radicalar em cadeia e pela reacdo com o O (1Ag). A Ultima se da pela
reacao do tipo “ene” gerando hidroperdxidos como produtos finais. A reagao é
estereoespecifica e ocorre a abstragdo do hidrogénio alilico perpendicular ao alceno
na conformacgdo molecular de mais baixa energia (< 20 KJ mol™"). O ataque do O
(1Ag) € suprafacial, pela mesma face, com deslocamento da dupla ligagéo, essa rota
€ consistente com a via concertada. (Gollnick e Kuhn, 1979; Stratakis e

Orfanopoulos, 2000).

1)} Cicloadicao [27+ 2]

Alcenos com alta densidade eletrénica com substituintes de atomos doadores
de elétrons como N e S, com baixos potenciais de ionizagdo que nao possuem o
hidrogénio alilico reagem com o O; (1Ag) pela reacdo de cicloadigdo [2n+2r]
formando dioxetanos de forma estereoespecifica. Uma vez que os dioxetanos sao
instaveis e sua decomposicado envolve um intermediario birradical, o qual gera duas
carbonilas, sendo uma delas no estado triplete (n, ©*) que podem ser acompanhados
pela emissdo de luz na regiao visivel do espectro (Bartlett e Landis, 1979), os

dioxetanos sdo uma das classes de compostos envolvidos na bioluminescéncia.
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1)} Cilcoadicao [47+ 27]

Oxigénio molecular singlete reage rapidamente com compostos que possuem
ligagdes duplas conjugadas através da cicloadi¢do 4n + 2n conhecida como tipo
Diels-Alder gerando endoperoxidos (Aubry et. a.l, 2003). A primeira evidéncia
relativa ao efeito de substituintes e solventes na formacdo do endoperdxido foi
resumida por Denny e Nickon, 1973. O efeito do substituinte na reatividade pode ser
alcangcado com substituintes doadores de elétrons, exemplo, a introdugdo de um
grupo metila nas posigées 2 e 3 do furano levam a um aumento da constante de

velocidade em 5 vezes na adi¢cao do O (1Ag) em metanol (Denny e Nickon, 1973).

Diferentemente do oxigénio molecular triplete, o qual possui um carater
birradical, os elétrons da camada de valéncia do O, (1Ag) estdo pareados. Desta
forma o O, (1Ag) € uma espécie altamente eletrofilica, a qual reage com compostos

com insaturagdes, ou atomos com alta densidade eletrénica.
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Figura 1.3 - Reagao do oxigénio molecular singlete, (1) Reagao do tipo ene,

(I) Reagéo do tipo [2n+27] e (lll) Reagao do tipo [4n+2x].




Introducdo - 44

1.2.4 Fontes quimicas de oxigénio molecular singlete

O esquema abaixo apresenta uma visao geral dos mecanismos classicos de

geragao de O ('Ag).
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1.2.4.1 Fotossensibilizacdo

Um método classico de gerar O, (1Ag) € a utilizacdo de processos
fotodindmica envolvendo luz, corante e dioxigénio. Um importante mecanismo
responsavel pela transferéncia de energia do estado eletrénico excitado para um
aceptor em seu estado fundamental de menor energia € referido como
fotossensibilizagdo, um processo bimolecular.

O oxigénio singlete molecular é simples e usualmente gerado pela
transferéncia de energia do estado triplete excitado de um fotossensibilizador para o
oxigénio molecular no estado fundamental, triplete. Fotossensibilizadores eficientes
absorvem luz em um intervalo de 380 a 900 nm e apresentam fluorescéncia e
fosforescéncia.

Este processo acontece fundamentalmente quando o fotossensibilizador é
irradiado por um comprimento de onda de absor¢gdo maxima, ocorrendo a excitagao
eletrdnica ao estado singlete ('sens’). Geralmente este estado eletronicamente
excitado possui um tempo de vida curto e, é convertido rapidamente para o estado
fundamental emitindo fluorescéncia ou decair para o estado excitado triplete (>sens’),
através de um cruzamento intersistemas (ICS), o qual possui um tempo de vida
maior. Desta forma, os sensibilizadores mais eficientes sdo aqueles que possuem
um 3sens’ de longa duracao e alto rendimento quantico. Entre os sensibilizadores
mais utilizados estdo o azul de metileno, rosa bengala, cristal violeta, coenzimas e
pigmentos como derivados de porfirina que apresentam bandas de absorgéo de luz

na regido do visivel, tabela 1.3, (Kochevar et. al., 2000).
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Tabela 1.3 — Parametros fotofisicos de alguns fotossensibilizadores.

Faixa de Rendimento quéantico
Fotossensibilizador Solvente
absorcéo (nm) de Oz ('Ay).
Rosa bengala 450-580 0,76 Agua, metanol
Azul de metileno 550-700 0,56 Agua, metanol
Fenalenona <400 0,95 Organicos

(Kochevar et. al., 2000).

Existem dois mecanismos possiveis para gerar o sensibilizador no estado
excitado triplete. (Foote, 1986 ; Gollnick, 1968). O mecanismo tipo | envolve a
producao de radicais livres ou ions radicais pela interagdo do sensibilizador no
estado excitado triplete com o substrato reduzido por transferéncia de elétrons ou de
prétons que também podem reagir com O, (329') resultando em produtos oxidados.
No mecanismo do tipo Il ocorre a transferéncia de energia do sensibilizador no
estado excitado triplete para o O, (329'), gerando O, (1Ag). Esses mecanismos podem
ocorrer simultaneamente e, deste modo, o fator que determina qual mecanismo
prevalecera € a competicdo entre o substrato e o oxigénio no estado fundamental
pelo fotossensibilizador, figura 1.4. Assim o processo € dependente da concentragédo
de dioxigénio molecular no estado fundamental, considerando que O (°Zy) é bem
menos soluvel em agua (200 yM) do que em solventes organicos (9 - 12 mM). A
estrutura quimica do fotossensibilizador e do substrato também influéncia na
competicdo (Foote et. al.,, 1982). O efeito do solvente também é relevante na
eficiéncia do mecanismo do tipo Il, uma vez que a natureza do solvente influéncia
no tempo de vida do O (1Ag), assim existindo a competicdo entre a sua desativagcao

quimica e fisica (Merkel e Kearns, 1972).
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Normalmente os fotossensibilizadores com a fungéo carbonila, como cetona e
quinonas que possuem o estado triplete n, n* sdo eficazes na abstracdo de
hidrogénio dos substratos organicos. Fotossensibilizadores que possuem a natureza
n, 1 como a fluoresceina, fenotiazina e compostos poliaromaticos reagem com mais

frequéncia pelo mecanismo tipo I, O, (1Ag).

02 Zg' .
SO; «—— S" + sens sens
transferéncia 3y -
de 02 Eg
energia
transferéncia
de O 32 -
. létron S 3 » Y272 1
S + sens”t £ x| sens — > sens + 0 A
S + 3sens 2 (4Ag)
A Tipo Il
transferéncia )
de
hidrogénio Tivo | ISC 802
S + sens P I
'sens "
sens + hv

Figura 1.4 — Esquema de fotossensibilizagdo mostrando os mecanismos tipo | e Il.

(S = Reagente), ISC = cruzamento intersistema, sens = sensibilizador).

1.2.4.2 Endoperdxido de naftaleno

Os endoperdxidos de aromatico policiclicos séo fontes conhecidas de O, ('A,).
O processo ocorre pela sua termdlise resultando em quantidades estequiométricas
de O, (1Ag), (o)) (329') e 0 composto aromatico correspondente (Turro, 1981), portanto
os endoperdxidos sao quimicamente inertes e podem ser utilizados em sistema

bioldgicos.
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Estudos da reatividade quimica do endoperéxido mostrou que os perdxidos
transanulares geram uma grande quantidade de oxigénio molecular no estado
eletronicamente excitado. O mecanismo de fragmentacdo do endoperdxido a
oxigénio molecular e ao aromatico correspondente foi observado por Wilson (1969) e
Turro (1981). A fragmentagéo pode ocorrer por dois mecanismos: (i) mecanismo
dirradical, envolvendo a clivagem homolitica da ligagao C-O seguido pela perda de
O, ambos podem ser formados O, (1Ag) e Oy (329') e (ii) mecanismo envolvendo a
clivagem concertada de ambos os C-O. (Concertado: Um termo que descreve um
processo quimico no qual as ligagdes que se quebram e se formam ocorre
simultaneamente).

Alguns exemplos destes geradores sao o endoperéxido do 1,4-
dimetilnaftaleno (DMNO,), 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sddio e o
endoperoxido nao ibnico do N,N’-di(dihidroxipropil)-3.’-(1,4-naftilideno)

dipropanamida (Pierlot et. al.,1996), figura 1.5.
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2 + 02 (329-) + 02 (1Ag)
R

Endoperéxido de naftaleno R = Derivado de naftaleno

* DMNO, —CH; DMN

H
DPHNO, WNJVOH DHPN
o
NDPO, uk NDP
ONa

Figura 1.5 - Endoperdxidos de naftaleno gerador de O, (1Ag), durante o

aquecimento se decompde gerando o oxigénio molecular no estado excitado —
mecanismo geral — Substituintes (R) na posicao 1.4 do naftaleno e seus respectivos

nomes e abreviagdes. * hidrofébico; ** hidrofilico.

1.2.4.3 Perdxido de hidrogénio

A reagao de peroxido de hidrogénio (H20,) com hipoclorito (OCI), ¢é de
grande impacto na quimiluminescéncia do O (1Ag), reacao 1.13. Desde a sua
descoberta, essa reagao € estudada em detalhes e é muito utilizada como um
sistema modelo de geragdo apropriada de O ('Ay) de forma eficiente (Kajiwara,
1979 ; Foote 1968). Com a utilizagdo da marcagao isotopica nos dois atomos de
oxigénio,'®0, foi demonstrado que o O, ('Ag) foi originado do peréxido e ndo do

hipoclorito (Aubry, 1988).
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O desproporcionamento do H,0O, catalisado pelo ion molibdato (MoO4%) s6
ocorre em solucéo alcalina, sendo que a espécie mononuclear diperoxo (MoOg*) é a
responsavel pela geragéo de O, (1Ag) e a regeneracdo do MoO,* (Aubry et. al.,
1989).

A interagdo do ion radical superéxido com peroxido hidrogénio tanto em
tetracloreto de carbono como em acetonitrila mostrou ser quimiluminescente na
emissdo monomolecular, (Khan, A. U. Kasha, 1994). Trés etapas foram propostas
para explicar a luminescéncia do O (1Ag): A reagcdo de Haber-Weiss, a
transferéncia de elétrons entre o radical hidroxila e o ion radical superéxido, e a

dismutagao do ion radical superoxido.

OCI" + Hy02 > CI + Hy0 + 0, ('Ag) Equacao 1.13

1.2.4.4 Dioxetanos

A quimiluminescéncia fraca tem sido associada com peroxidacéao lipidica. A
luminescéncia foi a atribuida a dois fenébmenos (i) a combinagéo do radical peroxila
ou alcoxila e (ii) a termodecomposi¢dao do dioxetano. Em ambos os casos a
luminescéncia foi atribuida as carbonilas eletronicamente excitadas, as quais em seu
estado triplete quando decaem para o estado fundamental fosforecem entre 380 -
450 nm, e 02(1Ag) (Cilento, 1982 ; Cadenas, 1984 ; Murphy e Sies, 1990).

Historicamente importante, a termdlise do dioxetano mostrou a formagéo do
oxigénio molecular no estado eletronicamente excitado. Essa possibilidade sugeria

que O, (1Ag) pode ser produzido pela transferéncia de energia a partir de carbonila




Introducdo - 51

excitada no estado triplete, o ultimo formado na decomposigdo de peroxidos
organicos (Bowen, E. J., 1964). Posteriormente, tal processo de transferéncia de
energia foi atribuido uma a série de reagdes quimiluminescentes, por exemplo, na

recombinacao de radicais peroxila, e a decomposicéo de triéxido.

1.2.4.5 Trioxido

Os trioxido sdo compostos com sequéncia de atomos de oxigénio O-O-O. A
quimica envolvida nestes compostos tem sido um assunto de consideravel interesse
durante as ultimas décadas. A hipotese que os hidrotrioxidos sejam intermediarios
formados na ozonizagdo de certos compostos organicos. Os quais foram descritos
pela primeira vez de forma independente por Price e Tumolo (1964) e White e Bailey
(1965) para interpretar os resultados obtidos nos estudos das reagbes de ozbnio
com éteres e aldeidos aromaticos.

A familia dos triéxidos compreende por: trioxido de hidrogénio HOOOH,;
hidrotrioxido organico; trioxido de dialquil e diaril; ozonideos primario (1,2,3-
trioxidolanes) ; ozonideos transanular e ozonideos derivado de fosfito (Bailey, 1978 ;
Plesnicar, 1983 e 1992).

A decomposig¢do térmica dos trioxidos € acompanhada de luminescéncia a
partir da quebra da ligagcdo RO-OO, a qual foi monitorada pelo decaimento no
infravermelho préximo e no visivel, (Adam et. al., 2005).

A quimiluminescéncia (QL) nas regides visiveis e infravermelhas da
decomposicao dos trioxidos € um fendbmeno bem conhecido. A QL no infravermelho

deriva do relaxamento da radiacdo O (1Ag), a qual é gerada diretamente da
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decomposi¢ao do ROOOH ou a partir da dismutagéo dos radicais peroxila (ROQ®). O
ultimo processo também emite luz na regiao visivel do espectro, (Avzyanova E. V. et.
al.,1999). Essa emissao provém do O (1Ag) e das carbonilas excitadas no estado
triplete pela combinagao dos radicais peroxila.

O mecanismo da ozonizagdo do benzaldeido formando o hidrotriéxido
correspondente envolve a insergao 1,3-dipolar do ozbénio na ligagao CH, consistindo
em uma reagao exotérmica, porém, este intermediario pode se decompor via um
segundo mecanismo exotérmico concertado para formar acido benzéico e O, (1Ag).
Outra teoria sobre a possibilidade mecanistica do benzaldeido envolve um diferente
intermediario, um tetréxido ciclico formado como um produto primario na cicloadi¢gao

1,3-dipolar do 0zdnio ao grupo carbonila do aldeido (Cerkovnik, 2008).

1.2.4.6 Ozobnio

A quimiluminescéncia derivada das reacdes de 0zbnio € bem conhecida por
mais de cem anos (Toby, 1984), mas somente nas ultimas décadas foi apontado
que O, (1Ag)é a espécie emissora da luminescéncia resultante das reacbes do
ozOnio com varios substratos, como: aminas, compostos sulfurados, fendis, cisteina,
metionina, albumina, acido urico, acido ascoérbico, DNA, bases nitrogenadas,
glutationa reduzida, NADPH e anions nucleofilicos (NO2", N3°, Br',I, CN") (Kafnosfsky
et. al.,, 1991 e 1993). O mecanismo sugerido para essa via de reagao do ozonio é
fundamentado na transferéncia de um atomo de oxigénio para o substrato e
consequentemente geragao de O, (1Ag) por meio de um intermediario trioxido. Esse

topico sera abordado em maiores detalhes nos préximos itens.
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1.2.4.7 Peroxinitrito

Como exemplos de geragao quimica de O (1Ag) podem ser citados as
reacdes de perdxido de hidrogénio com peroxinitrito (ONOQO™), decomposi¢do do

oxoperoxinitrato (O,NOQO"), (Miyamoto et. al., 2009) equacao 1.14.

H,0, + ONOO > > [0,NOO] > > NO; + H,0 +0:('Ay) reacgdo 1.14

1.2.5 Captadores quimicos

Captadores quimicos sao apropriadamente utilizados para detectar e
quantificar a geragao de O, (1Ag) em um sistema. O termo endoperodxido surgiu em
1944 (Schenck G.0O.), o qual foi usado para descrever a formagédo de um peréxido
ciclico obtido da fotossensibilizacao do 1,3-ciclohexadieno, a clorofila foi utilizada
como fotossensibilizador. Essa foi a primeira sintese do ascaridol.

Essa técnica é sensivel, porém a eficacia de um captador quimico depende
principalmente da sua reatividade, especificidade com O (1Ag) e a sua solubilidade
no solvente de interesse. A reatividade de uma substancia como o O, (1Ag) pode ser
expressa por seu valor B, que indica 50% da concentragédo de O, (1Ag) disponivel que
sera captada (McCall, 1984). Algumas classes de captadores quimicos sao
utilizadas para a deteccdo da formacao de O (1Ag), como por exemplo, furanos,
colesterol, acidos graxos, derivados inddlicos e derivados de antraceno.

Os compostos derivados de furano foram um dos primeiros captadores

utilizados, os quais apresentam alta reatividade nas reagbes com O (1Ag), no
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entanto os endoperoxidos inicialmente gerados sdo normalmente instaveis e
somente a baixa temperatura eles podem ser isolados e caracterizados em solugéo
por espectroscopia (Schenck, 1949). De forma que foi possivel isolar 20 % do
endoperoxido de furano correspondente em solvente organico, porém a -10°C
podem ser explosivos.

De tal modo, Graziano e colaboradores, (1980, 1981, 1982) demonstraram
que os endoperoxidos de furano podem ser mais estaveis quando substituintes que
possuem a propriedade de deslocar a nuvem eletrbnica em sua dire¢do estio
ligados a dupla ligacao.

Desta forma, os furanos reagem com O3 (1Ag) gerando compostos
dicarbonilicos via reagdo Diels-Alder formando um ozonida como intermediario
(figura 1.6) (Foote et. al., 1984; Kreitner et. al., 1996). Entretanto estes
endoperoéxidos derivado de furano nao se mostraram especificos para o O, (1Ag), ja
que podem formar dioxetanos na presenga de outras espécies oxidantes (Foote et.

al., 1984; McCall, 1984).

0
R—ON R 0,(a) R 0 0
\ - 0O — RUR
O -
R

Figura 1.6 - Reagao de um derivado de furano com O, (1Ag), formando um ozonida

como intermediario. R € um substituinte.
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O derivado de antraceno, o sulfato mono-{2-[10-(2-sulfoxi-etil)-antracen-9-il]-
etil} éster de sédio (EAS), reage com O (1Ag) para formar o endoperoxido
correspondente (EASO;) (Figura 1.7). Sua solubilidade independe do pH e a
reatividade é maior que o valor 3 para todos os valores de pH. Ademais possui alta
estabilidade (até 120°C) e pode ser facilmente detectado por HPLC e por

espectrometria se massas (McCall, 1984 ; Di Mascio e Sies, 1989).

EAS EASO,

Figura 1.7 - Reagédo de um derivado de antraceno EAS com O, (1Ag) gerando

o respectivo endoperéxido EASO..

1.3 Geracgao de oxigénio molecular singlete em sistema biolégico.

A formacao do O, (1Ag) foi proposta em sistemas bioldgicos pela foto-oxidagao
de uma variedade de compostos biologicos, xenobioticos, peroxidacdo lipidica e
também por reagdes enzimaticas.

Em detrimento dos efeitos deletérios causados em biomoléculas o O, (1Ag)

vem sendo utilizado para o combate de tumores através da terapia fotodinamica
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(PDT). Atualmente a PDT esta sendo usada para tratar algumas formas de: cancer,
tumores, micoses, melanomas, carcinomas e na inativagdo de bactérias, fungos e
virus. O tratamento consiste na utilizacdo de fotossensibilizadores, os mesmos
devem possuir caracteristicas especiais, tais como: alta absor¢ao 6tica na regiao
espectral 500 a 600 nm (janela terapéutica), onde os tecidos bioldgicos sao
relativamente transparentes; ser foto-ativo (ter a capacidade de induzir a foto-reagao
que destroem as células doentes); ser foto-estaveis; ndo possuir toxicidade no seu
estado fundamental (ndo excitado). Esta terapia resulta em uma sequéncia de
processos fotodindmicos e fotoquimicos envolvendo oxigénio molecular cujos
produtos de oxidagao levam a sua destruicao (Bonnett, 1995; Sharman et. al., 2000).

Porfirias sdo doencas relacionadas a deficiéncia de certas enzimas
participantes do processo de sintese do grupo heme, que resultam na produgao
excessiva das porfirinas, que por sua vez, a exposi¢cao a luz do sol ha a geram O,
(1Ag) proveniente da fotossensibilizagao. Varios sintomas dessa doenca podem estar
associados aos comportamentos estranhos atribuidos ao famoso Conde Dracula
(Onuky et. al., 2002).

Atualmente, sdo conhecidas diversas reagbes enzimaticas capazes de gerar
O, (1Ag) como as peroxidases, tais como lactoperoxidase, mieloperoxidase e
cloroperoxidase (Kanofsky, 1983, 1984 e 1985, 1989). A quimiluminescéncia
monomolecular do O, (1Ag) foi detectada em 1270 nm e, comparou-se a mudanga da
intensidade de emissao trocando o solvente pelo respectivo deuterado (H.O para
Oxido de deutério). A obtengdo de um espectro na faixa de 1100 a 1500 nm,
evidénciou de forma inequivoca a presenca de O, (1Ag). Ademais, a utilizagdo de um
supressor fisico denotou uma diminuicdo da fracdo da intensidade de emisséao

(Kanofsky J., 2000).
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A peroxidagao lipidica pode ser gerada pela auto-oxidagao (processo radicar)
ou pela reacdo com o O, (1Ag). Este processo é considerado um evento chave
importante na quimica do estresse oxidativo associado a diversas patologias,
(Esterbauer, 1992). Os hidroperoxidos de lipideos sdo os produtos primarios da
peroxidacgao lipidica, e supde-se que a sua decomposic¢ao esta envolvida na geragao
de produtos téxicos e na indugéo de lesées em tecidos (Girotti, 1998 e Esterbauer,
1993). Apesar da sua relativa estabilidade em solugdes organicas, hidroperoxidos de
lipideos sao facilmente decompostos por ions metalicos, gerando radicais peroxila e
ou radicais alcoxila, que sdo responsaveis na propagacao da peroxidagao lipidica e
na formacao de compostos toxicos.

A formagéao de O, (1Ag) na lipoperoxidagéo ocorre principalmente por meio do
mecanismo proposto por Russell, no qual radicais peroxila interagem entre si,
gerando um tetradxido intermediario linear que se decompde via um mecanismo
ciclico, gerando como produtos um alcool, uma cetona e O, (1Ag), figura 1.8. Esta
reacao pode gerar tanto oxigénio eletronicamente excitado ou cetona no estado
excitado.

Hidroperoxidos de lipideos envolvendo o mecanismo proposto por Russell foi
demonstrado por Miyamoto (2003) utilizando hidroperdxidos de acido linoleico
isotopicamente marcado com oxigénio ('®0) na presenca de metais, ferro e cério. A
evidéncia da geragao de O (1Ag) foi demonstrada por quimiluminescéncia tanto na
regiao vermelha do espectro (decaimento bimolecular) e no infravermelho
(decaimento monomolecular) e por captagcdo quimica caracterizada por
espectrometria de massas.

Recentemente foi demostrado que os hidroperoxidos de timidina no DNA

reagem com ions metalicos ou HOCI gerando O, (1Ag). Essa evidéncia foi constatada
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empregando medidas espectroscopicas da emissao da regidao vermelha do espectro
e na regido do infravermelho proximo. Observou-se também o aumento da
intensidade da emisséo e o efeito da supressao fisica do O, (1Ag) utilizando D,O e
NaN3, respectivamente. Além disso, a presenca da espécie emissora foi demostrada
inequivocamente pela caracterizagdo do espectro de emissdo do infravermelho
proximo. Ademais, utilizando um captador quimico derivado de antraceno foi
constatada a formagao do endoperéxido correspondente. Baseado na compreensao
destas evidéncias o mecanismo de Russell foi proposto na decomposicdo de
hidroperéxidos de timidina em radicais peroxilas, aos quais se combinam para gerar

0O, (1Ag), alcool e cetona, (Prado et. al., 2009).

R1 R: OH
=0 + X+ 00n) (@
R Qj_\Q\ Rz H
. ><) 0
R: 0—0 Rz \7y (V
2 >< <:> H 0 H ou
R H X
R* R2
R R: OH
=0 + R2>< + 0,05) ()
R2 H
ROO -’ ROOOCR RO / RO* ROH 0,('Ay) 1 0,(3Zy)

Figura - 1.8 - Mecanismo de Russell: formagéao do intermediario tetradxido que se
decompde gerando um alcool, cetona e oxigénio molecular, sendo que a cetona ou
a molécula de oxigénio podem estar na forma eletronicamente excitada.

A explosao "burst" respiratério € uma caracteristica de neutréfilos e de
macrofagos, os quais sao essenciais para a defesa celular contra a invaséo de

microrganismos. Sua funcdo € a morte de bactérias e fungos, em parte, pelo
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desencadeamento de um estresse oxidativo, que € composto por um conjunto de
reacdes enzimaticas e quimicas, levando a formagao de espécies reativas (Babior,
2000).

O primeiro evento na cascata consiste na redugdo do oxigénio molecular,
iniciada pela enzima NADPH oxidase, a qual produz o O,". Embora este seja pouco
reativo, sua fungdo parece originar uma série de espécies reativas mais potentes. A
partir da dismutagdo espontanea do O," gera o H,O,, que por sua vez é precursor
de outras espécies reativas, como, sua conversao ao radical hidroxila via reacédo de
Fenton. Ainda, origina acido hipocloroso (HOCI) através da oxidagao do ion cloreto
catalisado pela mieloperoxidase, que também é utilizada para formar cloroaminas,
(Babior, 2003). Dado que as concentragdes H,0O, e HOCI estdo presentes no interior
do fagossomo, existe a possibilidade da formagao O, (1Ag) (Krinsky, 1974; Rosen e
Klebanoff, 1979) figura 1.9. Da mesma forma, para determinar se o O, (1Ag) é
produzido por neutroéfilos durante o processo de fagocitose bolinhas de vidro foram
revestidas com um captador quimico, 9,10-difenilantraceno, DPA, gerando o
endoperoxido correspondente, DPAO,. A termdlise do DPAQO, foi medida pelo
decréscimo da absorbéancia do DPA (A = 355 nm) por espectroscopia ultravioleta-
visivel. Os resultados indicaram que a mieloperoxidase tem um papel fundamental,
pois, a geragcdo de HOCI na presenga de H,O, levou a formagdo de O, (1Ag)
(Steinbeck et. al., 1992).

Estudos de luminescéncia confirmaram a formacao de O, (1Ag) através de
medidas diretas de emissao de luz no infravermelho (Khan, 1984). Posteriormente,
reforcando a importancia biolégica desta via durante a fagocitose, Kiryu (1999)
demonstrou a produgao de O, (1Ag) através da detecgao da emissao de luz em 1270

nm, utilizando concentragdes fisioldgicas de MPO/H,0,/CI".
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Ainda ha evidéncias da geracao de O (1Ag) na reacao de ozbdnio com
biomoléculas (Kanofsky e Sima, 1991), que sera discutida posteriormente.

Recentemente propde-se que os anticorpos possam catalisar a geragéo de
oxidantes na defesa celular, incluindo o hidroxido-hidrotrioxido (H203) e Os
provenientes da reagao do O, (1Ag) e H20. A abordagem experimental consistiu na
utilizagcado de uma sonda sensivel, porém nao seletiva. Este fato foi apontado para as
espécies O (1Ag), HOCI, H,O3 e O3 ,entretanto ndo para oH,O, e O,". Essa
evidéncia é baseada na descoloragao do indigo carmim, deste modo, a sonda foi
analisada por espectroscopia do UV-Visivel (A= 610 nm) e o produto
correspondente foi analisado por HPLC (Babior, 2003). Um estudo adequado da
formagdo de ozénio em sistemas bioldgicos é dificil, porém uma assinatura da
quimica do O3 foi demonstrada com abordagens experimentais envolvendo a
clivagem da dupla ligacdo da sonda juntamente com a participacdo da agua
isotopicamente marcada no atomo de oxigénio-18. Dentre as espécies reativas
geradas pelos neutroéfilos somente o O3 possui essa caracteristica (Lerner, 2003).

A especificidade, e, sobretudo a reatividade do ozbénio com o indigo carmim
para gerar como produto o acido isatino sulfénico foi questionado como uma
inequivoca evidéncia de producédo de ozbdnio por neutrofilos. Deste modo, a reagao
da xantina oxidase realizada na presenca de H,'®0 mostrou que a proporcéo de
atomos de "0 incorporada no acido isatino sulfénico foi & mesma que a encontrada
para o ozOnio. Assim, as reacdes de ozonio e de O,” com indigo carmim sao
indistinguiveis com relacao a formacgao do acido isatino sulfénico (Kettle A. J, et. a.l,
2004).

Babior (2003) evidenciou novamente a formagao de oz6nio em meio bioldgico

em placas arterosclerdticas através da identificagdo do produto 3p-hidroxi-5-oxo-
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5,6secocolestano-5-al (CSec) proveniente da reagdo do colesterol com Os.
Anteriormente foi apontado in vivo o CSec como produto especifico do ozbnio e a
sua presenca em sistema bioldgico foi detectado através da exposi¢cao de ratos ao
O3 (Pryor et. al, 1992). Contudo inequivocamente foi demonstrado por
espectroscopia de RMN, massas e quimiluminescéncia a presenga do produto CSec
proveniente da reacédo do o O, (1Ag) com o colesterol, além dos hidroperéxidos de
colesterol (Uemi et. al., 2009).

A geracao endogena do O3 ainda existe controvérsias e € complexa. Existem
questbes ainda para serem abordadas perante a complexidade da quimica do

ozonio.
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Figura 1.9 - Esquema da cascata de geracao das espécies reativas de oxigénio em

neutrofilos essenciais na defesa celular. Adaptado Babior (2003).
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1.4 Reagodes do oxigénio molecular singlete com DNA

O DNA esta sujeito ainumeras alteragdes de natureza quimica e fisica
resultantes de fontes enddégenas e exdégenas. Embora a ligacao fosfodiéster do
DNA seja bastante estavel em virtude da auséncia do grupo hidroxila do carbono 2
da 2-desoxirribose, isto lhe confere uma estabilidade na ligacdo N-glicosidica. A
ligacdo quimica da base com agucar é menos suscetivel a hidrélise nos
ribonucleotideos do que nos desoxirribonucleotideos. A instabilidade da ligagao
glicosidica do DNA em condigdes fisiolégicas tem sido investigada durante 30 anos,
utiizando como ferramenta experimental o carbono-13 isotopicamente, 13C, e
medindo a velocidade de quebra das purinas e pirimidinas, gerando sitios abasicos,
em fungdo do pH, temperatura e forga i6nica (Lindah, 1993). As purinas sao
liberadas mais facilmente do que pirimidinas. Estima-se que cada célula humana
sofre 10* vezes despurinagdo por dia com subsequente reparo de DNA (Lindah,
1993). Além dessa instabilidade conferida a ligagao glicosidica, as bases do DNA
estdo suscetiveis a sofrerem hidrélise da funcdo amina, desamingao. A citosina e a
5 - metilcitosina sdo alvos mais frequente para esse tipo de reagdo e geram uracila e
timina, respectivamente. As purinas também perdem o grupo amina, adenina
desamina a hipoxantina e guanina a xantina.

A oxidacao dos componentes do DNA é uma das principais fontes de indugao
de danos ao DNA e podem ser gerados por uma variedade de fatores, incluindo o
metabolismo enddégeno das células, produtos quimicos, xenobidticos, radiagdes
ionizantes, e da radiagao solar (Cadet, J. at. et., 2010).

Processos de oxidacdo podem envolver radical hidroxila, O, (1Ag), peroxido de

hidrogénio, peroxinitrito, e oxidacdo por um elétron, levando a varios tipos de




Introducdo - 64

modificagdes no DNA. Estes processos implicam efeitos deletérios bioldgicos os
quais incluem quebra da fita, ligagbes cruzadas DNA-proteina, sitios abasicos,
adutos de aldeido, bases oxidadas, morte celular, envelhecimento, mutagénese e
carcinogénese (Cadet J. at. et.,, 1994). Também estdo envolvidos na etiologia de
outras doencas incluindo a arteriosclerose, artrite, catarata e diabetes.

Entre as bases do DNA, guanina é um alvo preferencial de oxidagdo no DNA
por varios oxidantes, pois possui 0 menor potencial de redu¢do entre as diferentes
bases nitrogenadas, purina e pirimidina (Cadet, 1997). Atualmente, sabe-se que a 2’-
desoxiguanosina € a unica base que reage significativamente com o O, (1Ag) em pH
neutro (Cadet J. et. al., 2005). A determinagéo das constantes de desativagéo total
das bases nitrogenadas em DNA e RNA em solvente orgénico foi estabelecida na
seguinte ordem de reatividade relativa: guanina>> citosina> adenina> uracila> timina

(Tabela 1.3) (Prat et. al., 1997).

Tabela 1.3 — Constante de desativagcédo do O, (1Ag) pelas bases nitrogenadas.

Base Constantes de desativacao
nitrogenada total (10° M's™)
Guanina 3,0+0,2
Citosina 0,058 + 0,001
Adenina 0,018 + 0,001
Uracila 0,011 + 0,001
Timina 0,0069 + 0,0003

(Prat et. al., 1997)
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Os primeiros experimentos demonstraram que a guanina e seus derivados
foram altamente suscetiveis a oxidagcao proveniente do O (1Ag) gerado pelas
seguintes fontes quimicas: fotossensibilizadores tipo Il, na reagdo com H,O,/HOCI e
descarga elétrica de micro-ondas (Simon, 1962 e 1964; Waskell, 1966, Cadet, 1978
e 1981).

A reacao principal envolve a formacdo de um 4,8-endoperdxido instavel,
através do mecanismo de ciclo adigao [4n+27] Diels - Alder do anel imidazoléico. O
endoperoxido formado se decompde resultando na 8-hidroperoxi-2’-desoxiguanosina
(8-OOHdGu0), a qual através da redugado do grupo hidroperdxido da origem a 8-
oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo), figura 1.10 rota (a). Através do
intermediario 8-OOHdGuo com subsequente perda de H,O, o intermediario formado
sofre um ataque nucleofilico da H,O no carbono-5 resultando na 5-OH-8-oxodGuo
seguindo do rearranjo do grupo acila dando origem as espiroiminodihidantoinas
diastereoisiméricas dSp, figura 1.10 (b), demonstrados por RMN (Ravanat e Cadet,
1995 ; Niles et. al., 2001; Kang e Foote, 2002b e Adam et. al., 2002).

Anteriormente os diastereocisébmeros da dSp foram atribuidos como a 4-OH-8-
oxodGuo, contudo atualmente sabe-se que a reagcédo da dGuo pelo O, (1Ag) forma a
dSp, 8-oxodGuo e os diasterecisébmeros da 4-OH-8-oxodGuo. A ultima é formada a
partir da clivagem da ligagdo do endoperoxido, esse intermediario € minoritario com
relagdo ao predominante rearranjo a hidroperoxido (Ravanat et. al., 2006), figura
1.10 rota (c) e (d). A 8-oxodGuo foi detectada com baixo rendimento, quando

comparada as dSp ( Cadet et. al., 1997).
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Figura 1.10 — Esquema da reacao de oxidagédo da dGuo isolada por O, (1Ag)

em meio aquoso (Ravanat e Cadet, 1995 e Kang e Foote, 2002b).

A 8-oxodGuo é o produto mais abundante de dano oxidativo no DNA, a qual
também ¢é caracterizada pela sua alta susceptibilidade a oxidacdo por varios
processos e espeécies reativas, incluindo O, (1Ag), transferéncia de elétrons, radical
hidroxila e peroxinitrito, (Floyd et. al.,1988; Cadet et. al.,1997; Burrows e Muller,
1998). O seus produtos secundarios de oxidagao foram caracterizados em diversas
condigdes. Estudos apontaram que a 8-oxodGuo, cujo potencial de redugdo é
aproximadamente 0,5 eV menor que da dGuo, torna-se o alvo preferencial
(Bernstein R. e Foote C.S, 1999). Por essa razdo a 8-oxodGuo é utilizada como

biomarcador de estresse oxidativo.
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Em reacdes de fotossensibilizacdo a 8-oxodGuo é considerada um substrato
duas vezes mais reativo do que a guanina (Buchko et. al., 1995 e Cadet, 2006).
Portanto, propbe-se que para oxidagdo da 8-oxodGuo pelo O, (1Ag) ocorra a ciclo
adicdo [2 © + 2n] do O (1Ag) na ligagao entre os carbonos 4 e 5 resultando em um
intermediario 4,5-dioxetano que rearranja-se formando derivados de hidroperdxidos
em C4 (Sheu e Foote, 1995b) e C5 (Raoul e Cadet, 1996). O intermediario formado
no carbono-5 a 5-hidroxiperoxi-8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (5-OOH-8-
oxodGuo) sofre uma reducgéo no hidroperéxido dando origem a 5-hidroxi-8-oxo-7,8-
dihidro-2’-desoxiguanosina (5-OH-8-oxodGuo) formando a dSp Figura 1.11 rota (a).
O mesmo intermediario 5-O0OH-8-oxodGuo também da origem a 2,2-diamino-4[-2-
desoxi-B-D-eritro-pentafuranosil) amina]-5-(2H)-oxazolona (dOz), sua precursora 2-
diamino-5[-2-desoxi-B-D-eritro-pentafuranosil)amina]-4-2H-imidazol-4-ona(dlz),
Raoul e Cadet, 1996; Martinez et. al., 2003 e Cadet, 2006), figura 1.11 rota (b). Um
segundo rearranjo pode explicar a origem ao acido cianurico (dCya). Que é formado
a partir do intermediario 4,5-dioxetano que evolve a clivagem da ligagdo 1,2 do
dioxetano resultando em um anel intermediario de 9 membros, o qual apés uma
ciclizacdo intramolecular é convertido em um anel de 6 membros que sofre hidrélise

gerando o acido cianurico (Raoul e Cadet, 1996).
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Figura 1.11 — Esquema da reacao de oxidagao da 8-oxodGuo isolada por O,

(1Ag) em meio aquoso, (Raoul e Cadet, 1996; Martinez et al., 2003 e Cadet, 2006).

Diferentemente da oxidagao da 8-oxodGuo (nucleosideo isolado) resultar nos
produtos relacionados acima, quando a 8-oxodGuo ¢é inserida em um DNA de fita
simples resulta em um padrdo de degradagao completamente diferente, o qual é
mais especifica, uma vez que, o acido oxalurico foi predominantemente gerado
(Duarte et. al., 2000). Em termos de mecanismo a adicdo do O, ('Ay) leva a
formagdo do 1,4-dioxetano (Sheu e Foote, 1995b), seguido de um rearranjo
resultando no intermediario 5-OOH-8-oxodGuo, que é clivado na ligagado do carbono
5,6, este intermediario sofre uma descarboxilagéo gerando
dehidroguanidinohidantoina (Gh°*). Este composto é posteriormente hidratado na
base de Schiff, levando a mais uma hidrdlise, liberando guanidina e formacao de

acido oxalurico (dOxa) figura 1.12 (Duarte et. al., 2000).
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Figura 1.12 — Principais produtos de oxidagao gerados pelo O, (1Ag) com a 8-

oxodGuo. Formando um intermediario 5-O0OH-8-oxodGuo, no qual se decompde a

dlz, dOz e dGh®*. Entretanto no DNA de fita simples, forma dOxa através de dGh%*

como um intermediario, Adaptado Martinez, 2003.
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1.5 Ozobnio

Christian Friedrich Schénbein (1839) observou o aparecimento de um gas
picante com odor levemente adocicado, seu odor pode ser percebido em
concentracoes entre 0.0076 e 0.036 ppm. O O3 € um gas instavel, diamagnético, de
cor azul intensa e seu odor caracteristico & frequentemente associado a
equipamentos elétricos que produzem faiscas.

O ozbnio € um componente natural da alta atmosfera, conhecida por
estratosfera, a parte que abrange aproximadamente dos 15-50 km da superficie da
Terra, que previne a penetragao dos raios UV-C (A = 230 — 320 nm) a superficie da
terra, formando uma regiao da atmosfera que constitui um “escudo solar natural da
terra”. Qualquer reducao substancial na quantidade de ozénio estratosférico pode
causar um aumento na incidéncia de cancer de pele, uma vez que o0s raios
ultravioletas sdo mutagénicos.

O ozbnio esta sendo constantemente produzido pela fotodissociacdo do
oxigénio molecular através da absorgdo de energia dos fotons provenientes da luz
solar (UV-C) em dois atomos de oxigénio altamente reativos, os quais
subsequentemente reagem com outra molécula de O (329') desencadeando a
formagao do ozbnio liberando calor. Deste modo, protegendo assim os organismos
vivos da terra (Colin Baird, 2004).

Embora o ozbnio atue como uma protegédo a superficie da terra, grandes
quantidades podem ser formadas na parte inferior da atmosfera, ou seja, no
ambiente urbano. Ele € um poluente secundario formado através de reagdes entre
poluentes primarios, aqueles emitidos diretamente no ar, principalmente os 6xidos

de nitrogénio (NOy), oxidos de enxofre, Oxidos de carbono e hidrocarbonetos,
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catalisados pelos raios solares (raios ultravioletas). Essas reagbes tem como
resultado uma série de reagdes fotoquimicas complexas ("smog" fotoquimica).

Portanto, essas condigcdes ambientais tornam o 0zénio o maior componente
da poluicao do ar, trazendo inUmeros efeitos sobre a saude humana. Visto que essa
espécie € produzida nos dias com alta radiagdo UV, ou seja, em dias ensolarados e
areas com intensa poluigédo primaria.

Condi¢des meteorolégicas podem deslocar o 0z6nio ou 0s seus precursores,
poluentes primarios, destas areas mais propensas a formagao de ozbnio em diregao
as areas menos poluidas, como zonas rurais, acarretando danos nas espécies de
plantas cultivadas. Novamente, em condigbes meteorologicas pode agravar a
velocidade de formacao do O3, particularmente a inversdo atmosférica (Baumbach e
Voght, 1999, 2003).

Ainda no panorama urbano, o O3 &€ motivo de preocupacdo em muitos
centros, como na regiao metropolitana da cidade de Sao Paulo, dado o grande
aumento da frota de automéveis movidos a 6leo diesel e a alcool. Em um trabalho
publicado recentemente, Abrantes e colaboradores relataram a relevincia da
emissao de aldeidos (formaldeidos e acetaldeidos) no aumento da concentragéao de
O3 na atmosfera da cidade de Sao Paulo (Abrantes et. al., 2005).

A Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) monitora a
qualidade do ar em varias cidades da Grande S&o Paulo, regides da capital Paulista
e interior. Na tabela 1.4 podemos acompanhar os critérios da qualificacdo do ar
através de um indice, o qual é utilizado desde 1981, e foi criado usando como base

longa experiéncias desenvolvidas no Canada e EUA, CETESB.
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Tabela - 1. 4 - indice de qualidade do Ar.

0-50 0-80 0-45 0-100 0-80

Regular  51-100 50-150 80-160 45-9 130200' 80 - 365
101 - 150 - 160 - 320 - 365 -

EERELERE o 250 200 9-15 1130 800
250 - 200- . .. 1130-  800-

420 800 2260 1600

>420 >800 >30 >2260  >1600

Os padrdes nacionais foram estabelecidos pelo IBAMA - Instituto Brasileiro de
Meio Ambiente e aprovados pelo CONAMA - Conselho Nacional de Meio Ambiente,
por meio da Resolugdo CONAMA 03/90, CETESB.

O limite para a poluicdo do ar, o poluente ozbénio, estd fixado a uma
concentragdo de niveis maximos tolerados de 160 ug/m® (média de uma hora). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda um limite maximo de 100 ug/m?®
(média de 8 horas).

Podemos comparar o monitoramento da qualidade do Ar (tabela 1.5), na
regiao da Universidade de S&o Paulo (USP) na Capital Paulista. A estacdo de
monitoramento fica localizada no Instituto de Pesquisas Nucleares — IPEN (Estagao

IPEN-USP). O dia 06 de outubro de 2009 foi selecionado devido a alta temperatura,

aproximadamente 30°C.
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Tabela 1.5 - Monitoramento do Ar na capital paulista, regiao da USP, no dia

Hora

1:00
2:00
3:00
4:00
5:00
6:00
7:00
8:00
9:00
10:00
11:00
12:00
13:00
14:00
15:00
16:00
17:00
18:00
19:00
20:00
21:00
22:00
23:00
24:00

CO

ppm )
Média Média Indice/ Média

06/10/2009.

NO;
Hg/m?

O

O3

Hg/m?

indice / Média

indice /

horaria 8 h QualidadehorariaQualidadehorariaQualidade

2,0
2,6
2,8
3,0
2,0
2,3
1,7
0,9
0,5
0,5
0,6
0,3
0,6
0,4
0,3
0,4
0,6
1,0
1,0
1,2
0,4
0,3
0,5

1,4
1,6
1,9
21
2,3
24
24
2,3
2,2
1,9
1,5
1,2
1,1
0,9
0,7
0,5
0,4
0,5
0,5
0,6
0,7
0,7
0,6
0,7

Fonte:

52
53
45
44
39
41
76
66
34
34
46
20
M
19
20
40
58
85
76
99
39
9
28

(@)

ETE

()]

15
16
17
19
18
20
21
41
79
120
130
150
163
192
129
87
66
36
28
9
44
67
44

B, www.cetesb.sp.gov.br

© oo N
A~ =2 O

108
180

Ressalvando que outras regides na capital paulista como Ibirapuera, Santo

Amaro e Mooca e no interior paulista como Americana, Araraquara, Paulinia,

Piracicaba e Ribeirdao Preto entre outras tém um indice elevado de ozénio poluente.

Este cenario da poluicao atmosférica e a consequente formacao de ozénio é

motivo de preocupacdo, devido a variacdo diaria de exposicdo ao O3 ter sido
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associada com uma causa de mortalidade especifica em alguns paises. Além disso,
o tempo de exposicao tem sido associado com um moderado aumento na incidéncia
de cancer de pulmao em nao fumantes em um periodo de sete dias em homens
residentes na California (Palli D. et. al., 2003).

Uma pesquisa em modelo animal o ozbnio pode afetar o trato respiratério
primario, causando tanto efeitos crénicos como agudos na saude. O poluente produz
diversos prejuizos tanto no nivel celular como fisiolégico (Bromberg and Koren
1995). Além disso, como um componente da poluicdo do ar é associado com o
aumento da velocidade da mortalidade, devido a doencas cardiovasculares e
respiratérias, tdo bem como a diminuigao da expectativa de vida.

Exposigdo aguda, entre 80 a 200 ppb durante 5 minutos a 6 horas, induz um
conjunto de respostas pulmonares incluindo uma diminuicdo reversivel na fungao
respiratoria. Essa ocorréncia pode ser observada dentro das primeiras horas depois
de iniciar a exposicédo e podendo persistir durante algumas horas ou dias depois de
ter cessado a exposigao ao poluente (Lippman e Schlessinger 2000).

Os efeitos da exposicdo crbnica sao devido a exposicao repetitiva ou
intermitente, no periodo de dias ou semanas. Isto pode prolongar ou agravar os
efeitos transitérios na funcao respiratéria basal ou alterar a estrutura pulmonar,
resultando em danos acumulados ou implicagdo da resposta adaptativa (Frank et al.,
2001). Adicionalmente, ocorrem diferentes respostas ao poluente em distintos
grupos de risco, estes grupos incluem: criangas e idosos; pessoas com doengas
pulmonares severas, como asma e a doenga obstrutiva crbnica; aumento da
velocidade respiratdria e doengas cardiovasculares, atletas e trabalhares externos,

especialmente durante os dias quentes (Hoppe et al., 1995).




Introducdo - 75

Alguns sintomas tipicos a exposi¢gdo ao Oz em humanos, consiste na rapida e
superficial respiragdo, acompanhada de uma irritacdo da traqueia pelo esfor¢o da
inspiracao profunda e tosse. Perda da capacidade respiratéria profunda e
desconforto no peito.

Deste modo, ha uma preocupagéo com a formagao do ozonio poluente, cujo é
um potente oxidante que pode causar danos severos aos tecidos celulares,
particularmente no pulmao. Ainda, seus efeitos biolégicos sao atribuidos a sua
habilidade de oxidar biomoléculas tanto via direta e ou indiretamente (reagbes
envolvendo espécies reativas). Sendo assim, essa espécie quimica pode causar

danos em importantes biomoléculas tais como, lipidios, proteinas e DNA.

1.6 Propriedades fisico- quimicas do O3

A molécula de ozbnio possui uma geometria angular, figura 1.13, onde o
atomo de oxigénio central possui orbitais sp2 para formar ligagcbes sigma (o) com os
demais oxigénios. Os orbitais p, dos trés atomos de oxigénios sdo utilizados para
formar uma ligagao n deslocalizada. Sendo que as duas ligagdes desta molécula sao
equivalentes a 1,5 A°. Devido a este arranjo o ozénio é dipolar e pode reagir como
um agente eletrofilico, nucleofilico ou por adicdo 1,3-dipolar (mecanismo de
Criegee). Sua solubilidade é de 0,105 g por 100 mL de agua aproximadamente dez
vezes mais que o Oy (Szg'); tem densidade de 2, 144qg. L"eéum poderoso oxidante.
A tabela 1.6 apresenta alguns potenciais de reducdo para determinadas espécies

reativas incluindo Os.
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Figura 1.13 — O ozdnio existe em alguns estados mesoméricos em equilibrio

dinamico, hibrido de ressonancia, (Tanaka et. al., 1970)

A reducao de um elétron do O3 a O, (329') e radical hidroxila é altamente
favoravel, no entanto a reducado de dois elétrons do O3 formando O, (3Zg') e H0 é
ainda mais favoravel como mostrado nas reacdes 1.15 e 1.16, respectivamente,

Kopczynski, 1971.

O; + ¢ + HY ——= O, + 'OH E°=+143V reacdo 1.15

O; + 26+ 2H¥ ——= 0O, + H,O E°=+208V reacéo 1.16

O ozbnio & um gas termodinamicamente instavel, decompondo-se a O, (329')
a reacdo € exotérmica e é catalisada na presenca de diversos materiais. A
decomposicdo do O3 pode ser acelerada pelo aumento do pH ou pela adicdo de

peréxido de hidrogénio. Desta maneira, as oxidagdes aos substratos podem ocorrer
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pela reacdo direta (predominante em meio acido), ou pelas espécies secundarias
reativas (reagao indireta — predominante em meio alcalino), embora na pratica haja a

contribuicdo dos dois mecanismos.

Tabela 1.6 — Potenciais de redugéo de alguns agentes oxidantes.

Potencial de reducéao

Espécies
(Volts)

Radical hidroxila 2,80
Ozbnio 2,07
Peroxido de hidrogénio 1,78
Permanganato de potassio 1,70
Cloro 1,36
Di6xido de cloro 1,27
Oxigénio 1,23

Gunten U. Von (2003).

A reacao direta consiste em um ataque eletrofilico pelo ozénio molecular, isso
€ atribuida a compostos que contém ligagdes do tipo C=C, grupos especificos tais
como, OH, CH3;, OCH3; e atomos que apresentam alta densidade eletrbnica como
nitrogénio, fosforo, oxigénio e enxofre, sendo assim uma reacdo seletiva. Estas
reacbes diretas ndo costumam promover a oxidagdo completa dos compostos
organicos até CO, e H,O, sendo os principais produtos deste tipo de reacéao
aldeidos, alcoois e acidos carboxilicos. A reagao indireta via ‘OH, ndo é seletiva,
sendo capaz de promover um ataque a compostos organicos na ordem de 10%-10°
vezes mais rapido que os conhecidos agentes oxidantes, como perdoxido de

hidrogénio e o proprio ozénio (Almeida et. al., 2004).
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O ozobnio é instavel em solugdo aquosa, sua decomposigdo em agua pura €
caracterizada por uma cinética de primeira ordem.

Dependendo do meio pode haver uma variacdo do tempo de meia vida do
ozénio de alguns segundos a horas. Sua estabilidade depende de diversos fatores,
dentre eles, o pH merece maior atencdo, uma vez que o principal desencadeador da
decomposicido do ozbnio é o ion hidroxila. A reacao entre estas duas espécies induz
uma série de reagdes radicalares que levam a formacdo do ‘OH. Alguns estudos
com EPR demonstrou que ha a formagao do superdxido como um intermediario
desencadeador, que por sua vez transfere um elétron para o 0z6nio formando entao
o ion ozonida (O3™), o qual sera convertido a radical hidroxila, como pode ser visto

nas reagbes 1.17 a 1.20 (Hoigné J, 1985).

O; + OH -> HO, + O reagdo 1.17
O3 + HO;" » 0O, + 0O, + 'OH reacdo 1.18
O; + O, > 0" + 0O reacdo 1.19

0"+ H,O - ‘OH + OH+ O, reagdo 1.20




Introducdo - 79

1.7 Geragao de oxigénio molecular singlete proveniente da reacao de

Oz6nio com biomolécula, compostos organicos e inorganicos.

Sabe-se que reagdes com ozénio produzem O, (1Ag) com alto rendimento. Isto
ocorre quando ha predominantemente a reacédo de transferéncia de um atomo de
oxigénio proveniente da molécula de Osz adiciona-se ao substrato. Esse fato é
explicado teoricamente pela regra de conservagao do spin, a molécula de oxigénio
resultante devera estar no seu estado excitado.

Um exemplo destas reacbes sdo aminas terciarias, as quais geram em
maiores proporgdes amindxidos. A figura 1.14 mostram-se as possiveis rotas de
reacdo: na rota 1 pode-se alcancar uma maior producado de O (1Ag), em meio
organico. Na rota 2, ha transferéncia de elétrons do substrato para 0zénio, em meio
aquoso, devido a alta constante dielétrica da agua, nao podendo ser alcangada em
solventes organicos devido a baixa solvatacdo dos ions radicais. Todavia o
rendimento da formacao dos produtos por transferéncia de um atomo de O do Os,
rota 3 e 4, pode ser menor. Difundindo da gaiola do solvente, reagdo 5, o radical

ozonida, pode induzir a decomposicao do ozbnio, via reacao em cadeia.
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(1)
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0, + HO ——> ©OH + O, + OH (o)

BN

Figura 1.14 — Esquema de reacao do oz6nio com amina terciaria,

(Sonntag et. al., 2001).

Evidéncias da geracédo de O, (1Ag) a partir da reagcao do ozénio com alguns
compostos como: aminas terciarias, bases nitrogenadas e nucleosideos, que podem
ser vistos na tabela 1.7 (Sonntag et. al., 2001). Assim quando a maioria das aminas
esta protonada em pH 7,0 a velocidade de reagao diminui. E como consequéncia as
reacdes em cadeia induzida por radicais livres consomem tanto O3 como as aminas
e, portanto reduz a formagao de O, (1Ag). Somente as aminas livres reagem com
ozOnio em quanto que as aminas protonadas nao apresentam reatividade.

No caso das aminas terciarias aromaticas a produgdo de O (1Ag) é

comparativamente baixa, pois estas aminas tém baixo potencial de redugéao
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comparada as alifaticas, portanto, a rota de transferéncia de elétrons torna-se
majoritaria.

Outros compostos contendo enxofre, bromo, iodo também reagem com
ozébnio formando O (1Ag). Importantes biomoléculas como glutationa reduzida (GSH)
e oxidada (GSSG), NADH, NADPH, albumina, acido ascoérbico e acido urico geram
(o)) (1Ag) em grandes quantidades (Kanofsky e Sima, 1993).

A cafeina, um componente do café e de chas, sua estrutura molecular € uma
purina, ou seja, um anel de pirimidina e um imidazol. Existe um interesse na sua rota
de degradagao devido ao tratamento de agua, o qual € encontrado no sistema de
tratamento da agua de uso doméstico (Kolonko, et. al., 1979). Sendo assim, as
evidéncias dos produtos da cafeina ozonizada mostraram ser dependentes de
alguns parémetros experimentais como: solventes, ions metalicos e pH e outros
parametros como temperatura e tempo de reacao apresentou um efeito nao
significativo. Portanto, a ozonizagédo da cafeina pode proceder por trés mecanismos
distintos: (i) Se o tipo de mecanismo ocorrer pelo intermediario de Criegee, sendo a
adicao 1,3-dipolar na dupla ligagdo do carbono C4=C5, como ocorre com as
pirimidinas, um intermediario correspondente a um carbono quaternario pode ser
formado. Estes estudos da quimica da cafeina com ozénio podem ajudar a explicar a
reatividade do Oz com os acidos nucléicos.

(i) Um mecanismo proposto (Rosal et. al., 2009), demonstrou que em pH
acido e alcalino na faixa de 3,0 - 10,0, o ozbnio se adiciona em N9=C8, no anel
imidazol, ocorrendo a abertura do anel, com alguns transformagdo em seus

intermediarios sendo essa etapa dependente do pH, figura 1.15e 1.16 e 1.17.
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Tabela 1.7 — Porcentagem da emissao de O, (1Ag) em 1270 nm formado a

partir do 0zénio com os substratos listados abaixo, com variagdo do pH.

Substrato pH Rendimento O, ( 1Ag) %
Trimetiltilamina 7,0 63
Trietilamina 7,0 Sem sinal
9,5 52
78
DABCO 7,0 70
9,0 90
Azida 7,0 11
Nitrito 7,0 96
Timina 3,5 Sem sinal
7,0 7,0
10 8,0
Timidina 7,0 Sem sinal
10 Sem sinal
Citosina 7,0 Sem sinal
11 10
2’-desoxicitidina 7,0 Sem sinal
Citidina 7,0 Sem sinal
2’-desoxiguanosina 7,0 40
Guanosina 7,0 39
2’-desoxiadenosina 7,0 16
Adenosina 7,0 10

100 % de O, ('Ag) = HOCI / H,0, — (Sonntag et. al., 2001).
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Figura 1.15 — Esquema de reagéo do ozdnio com a cafeina em pH neutro e a

geracao do produto identificado por LC-TOF-MS, P1 (Rosal et. al., 2009).
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Figura 1.16 — Esquema de reacao do ozbénio com a cafeina em pH 3,0, outra

rota de oxidagao pelo O3, geragéo produtos identificados por LC-TOF-MS, P2, P3 e

P4 ( Rosal et al., 2009).
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Figura 1.17 — Esquema de reacao do ozbénio com a cafeina em pH 8,0, outra
rota de oxidagao pelo O3, geragéo produtos identificados por LC-TOF-MS, P2, P5 e

P6 (Rosal et al., 2009).

Anteriormente descrito por Stary (1976) e comprovado em estudos recentes
por Cerkovik (2002), a interagdo entre o O3 e uma série de compostos organicos
formam uma espécie quimica nominada como trioxido, ROOOH, a qual é atribuida
pela liberagdo de O, (1Ag). Acredita-se que esta espécie transiente seja um dos
intermediarios importantes nos processos de ozondlise, seja na atmosfera poluida
ou nao poluida, ou em sistemas biolégicos (Wentworth et. al., 2001).

Novamente, houve confirmagdo das evidéncias apresentadas por Stary sobre a

liberagcdo do O (1Ag) em reagbes do Oz com substratos organicos. Desta forma,

estudos demonstraram que HOOOH, HOOQO®, e HOOO sao importantes
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intermediarios formados durante a oxidagdo de biomoléculas por Oj. Ainda,
recentemente HOOOH mostrou ser um possivel intermediario formado durante a
producao de H,O, a partir de O, (1Ag) e agua, numa reagao catalisada por anticorpos
(Wentworth et. al., 2000, 2002, 2003).

Considera-se, geralmente devido a sua alta reatividade, que o O3 inalado seja
prontamente consumido pelo fluido de revestimento epitelial pulmonar (ELF-
epithelial lining fluid) ou pelas membranas das células pulmonares (Postlethwait et
al., 1998). Desse modo, seus efeitos genotdxicos ndao seriam exclusivos de sua agao
direta, e sim da combinacido dessas espécies reativas secundarias, considerando-se
também a formacgao de radicais livres (Mehlman e Borek, 1987).

O fluido de revestimento epitelial pulmonar € composto pelos seguintes
antioxidantes: acido ascérbico, glutationa reduzida e acido durico, os quais
interceptam o O3 impedindo que ele reaja com os tecidos.

A toxicidade do O3 nos tecidos pode ter implicagdo das espécies reativas
secundarias formadas nas reagdes com Oz, as quais precisam de aproximadamente
micro segundos para difundir no fluido epitelial pulmonar. A ozondlise do acido
ascorbico, pk = 4,1, produz cerca de 90% de O, (1Ag) em solugdo aquosa pH 7,0,
implicando na oxidacdo de dois elétrons resultando na formagdo do acido
dehidroascorbico, DHA, reacdo 1.21, (Enami e Colussi A. J et. al., 2007), esse
mecanismo pode ocorrer em maiores proporgdes em pH fisiolégico. Por outro lado,
a ozonizagao do AH; em solvente organico, onde o AH;, ndo esta dissociado produz
um ozonideo estavel, em agua, entretanto o produto principal preferencialmente
formado é o a-hidroxialquilhidroperoxido do que o ozonida, a figura 1.18, ilustra as

reacdes do AH, e AH com Os.
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A reacao do acido urico com oz6nio mostra a geragcao de O (1Ag) e a
formagdo de um epoxido, produto proveniente da transferéncia de um atomo de

oxigénio do O3 para o AU e o ozonida que da origem a outros produtos, figura 1.19.

AH + O3 + H* > DHA + H,0 + 0Oy('Ay) reagdo 1.21
HO HQ HQ
H o o . E o : o
pic =44 ° O4(g) °
OH — 'H+ -
OH OH HO
o HO o _ 0
A OH OH N OH
AR, POZ
|03(g) \
HQ /
o HO HO
0 z
+  0y('Ay) +  OH : o o
HO
OH
OH
HO —
DHA 00 “on HO o

THR

Figura 1.18 — Esquema de reacao do ozbénio com acido ascoérbico (AH) e
ascorbato (AH") em pH acima do pk = 4.1e pH neutro, o produto DHA é produzido
diretamente, enquanto THR (acido 1,2,3 —trihidroxibutanoico) e o ozonida (AOZ) séao

formados via o instavel malozonideo (POZ), (Enami e Colussi, 2007).
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Figura 1.19 — Esquema de reacao do ozbénio com acido urico (AU) em pH
neutro, os intermediarios (PU-Os) ozonideo primario (malozonideo) rapidamente
transforma em (U-O3) ozonideo e com a abertura do PU-O3 gera os produtos

identificados como epdxido (U-O) e O, (1Ag) (Colussi A. J., et. al., 2008).

A glutationa reduzida € considerada ter um importante papel no contexto de
defesa antioxidante do fluido pulmonar como um sequestrador de espécies reativas
de oxigénio e sinalizador do potencial redox celular. A sua conversao a glutationa
oxidada ocorre por transferéncia de um elétron pela GSH redutase.

Os tidis sao alvos versateis devido a sua facilidade de doar hidrogénio para
espécies reativas e aceptor de atomos de oxigénio. O ozdnio é termodinamicamente
um poderoso oxidante, possui uma cinética lenta para aceitar um elétron e muito
reativo para transferéncia de um atomo de oxigénio, o que invariavelmente se

inalado induz inflamacgao nas vias aéreas pulmonares e agrava sintomas da asma.
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As reagdes de GSH com O3 procedem via transferéncia de um atomo de
oxigénio ao enxofre da cisteina. (Colussi A. J et. al., 2008), figura 1.20. Os grupos
tidis reagem mais lentamente com O3 para gerar O, (1Ag) do que os tiolatos (RS").

O a-tocoferol (vitamina E) também pode reagir com ozbénio por transferéncia

de um atomo de oxigénio com consequente liberagéo de O, (1Ag) (Colussi A. J et. al.,

2009).
SH s
H H
o N 0 N
*NH, *NH,
-O pk=8.8 -0
HN © H HN ©
o) o o) o
2-
o5 GS
o o
03 (9)
03(9)
SOy SOy
H H
o N o N
*NHs *NH,
HO pk = 2.1 0
HN 0 " HN 0
o o 0o 0
GSO5” O GSO32'

Figura 1.20 — Esquema de reacao do ozénio com glutationa reduzida (GSH).
GS e GS? representa as suas desprotonagdes no pka indicado, e GSO3 e GSO3 %
suas formas desprotonadas, como ozonideo primario, podendo decompor em O
(1Ag) e seu sulfoxido correspondente, entre outros produtos

(Colussi A. J et. al., 2008).
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Acredita-se que o alvo primario do O3 exdégeno seja o sistema respiratério,
como foi demonstrado em modelo animal, em que houve indugcdo de cancer de
pulméao por acdo de O3 (Hasset et al.,1985). Ainda, foi observado que o O3 néo é
capaz de penetrar além dos fluidos pulmonares e das membranas das células
superficiais da interface ar pulmdes, devido a sua alta reatividade e a sua
neutralizacdo por agentes antioxidantes como Vitamina E, ascorbato, etc. (Pryor et.
al., 1995).

Uma consideragao importante relacionada ao fato do ozénio em solugbes
aquosas gerar espécies reativas secundarias, como peréxido de hidrogénio, radical
hidroxila e O, (1Ag) esse fato suporta as hipéteses da sua toxicidade ser proveniente
da acdo dessas espécies secundarias, além dos proprios produtos gerados pela
reacgao direta.

Finalmente, hoje é sabido que processos inflamatérios induzidos por fatores
biolégicos, quimicos ou fisicos estdo intimamente associados ao desenvolvimento de
cancer, considera-se que a alta producdo de espécies reativas caracteristica de
tecidos inflamados podem induzir danos oxidativos ao DNA (Ohshima et al., 2003).
Desse modo, expde-se o provavel papel do Oz no desenvolvimento de cancer
associado a processos dessa natureza, uma vez que a exposicdo ao O3

reconhecidamente resulta numa resposta inflamatéria.
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1.8 Reagodes do ozénio com Biomoléculas

1.8.1 DNA e Bases nitrogenadas

Apesar de ainda ndo haver estudos conclusivos sobre a relagcdo entre Oz € 0
desenvolvimento de uma variedade de cancer, suas propriedades mutagénicas
foram parcialmente descritas, sendo que a substituicao das bases constituintes do
DNA corresponde a quase totalidade das mutag¢des observadas. Ainda, constatou-
se o elevado potencial mutagénico do O3 sobre o DNA, levando, principalmente, a
substituicdo de suas bases constituintes. Pela frequéncia das substituicbes das
bases serem essencialmente localizada no par G:Cs (75%), uma
caracteristica das espécies reativas. As transversdes G:C > T:A (28%), sdo mais
frequentes, assim como as substituicdes G:C > C:G (23%) e G:C 2> A:T (23%),
sendo provavelmente a 8-oxodGuo responsavel pelas transversbes G:C->T:A.
Adicionalmente identificaram-se sequéncias preferenciais (hotspots) de acgodes
especificas para o Os. Esses locais foram definidos apdés comparagao dos efeitos de
outras espécies oxidantes, como radicais hidroxila, O, (1Ag), e radiacao ionizante
(Jorge et. al., 2002).

A reatividade do O3 com DNA tém sido extensivamente estudadas, Ito em
2005 evidenciou a quebra da ligagao fosfodiéster da fita dupla de DNA sem o
tratamento com piperidina, e o aumento das quebras foi observado com o tratamento
de piperidina, indicando modificagdo nas bases. Entretanto as quebras foram
diminuidas (sem piperidina) a adicdo de etanol e dimetilsuféxido (DMSO) por ter

propriedade de capturar o ‘OH. Por outro lado a mesma abordagem foi feita sem a
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piperidina as quebras do DNA foram inibidas, deste modo, sugeriu-se que a
contribuicdo do ‘OH nas modificacdes da base foram pouco significativas. Ainda
nesse contexto, experimento com Calf thymus, foi evidenciado a formagao da 8-
oxodGuo ser dependente da concentracdo de o0z6nio, ademais mostrou-se
parcialmente inibida com o uso de captadores de "OH. Os fragmentos de DNA foram
sequenciados e os sitios clivados com piperidina resultaram em guanina e timina.

Apesar dos mecanismos de danos ao DNA por agao do O3 permanecerem em
grande parte desconhecidos, propde-se que os produtos formados da reagdao do O3
com acidos graxos insaturados de membranas (derivados de aldeidos,
hidroxihidroperdxidos, e outros como o ozonida), sdo notavelmente capazes de
alcancar o nucleo de células intactas, possibilitando interacdo com o DNA (Pryor et.
al, 1995), levando assim a possiveis lesoes.

Um estudo feito da degradagdo do DNA como ozénio, mostra que o DNA
entra em colapso quando uma proporgcao molar de DNA/O3; = 2,3 é alcangada, assim
toda a timina e guanina (as mais reativas) sao consumidas (Cataldo et. al., 2006).

Cadet e colaboradores (1993 e 1996) identificaram e caracterizaram alguns
principais produtos da oxidacédo das pirimidinas (2’-desoxicitidina e timidina) com o
ozbOnio. Propde-se o mecanismo de reacdo € via geracdo de um intermediario
instavel, o ozonida (Criegee), que leva a abertura da dupla ligagao entre os carbonos
5 e 6, figura 1.21. Através da comparagéo entre a ozondlise e a agao do radical
hidroxila, foi concluido que o 0zbnio age mais especificamente nas pirimidinas do

que os radicais hidroxilas.
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Figura 1.21 — Mecanismo de oxidagao da 2’- desoxicitidina mediada por

oz6nio (Cadet et. al., 1996).

1.8.2 Lipidios

Acidos graxos insaturados constituem alvos de ataque de ERO’s, dentre as
quais esta o Os. A reatividade dessas espécies com os lipidios induz a peroxidacao
lipidica, um processo auto catalitico de oxidagdo que gera uma ampla variedade de
produtos cujas implicagdes biolégicas tém sido motivo de estudos intensos. Dentre
esses se destacam os hidroperéxidos de lipidios (LOOHSs), os produtos primarios
dessa reacdo. Apesar desses compostos apresentarem estabilidade em solugao,
podem ser responsaveis por inumeros danos in vivo, que podem variar desde

simples perturbacdes fisicas na bicamada lipidica, que podem colaborar com o
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desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Ainda, estudos de luminescéncia
mostram que a peroxidagéao lipidica € acompanhada por uma fraca emissao de luz
(Cadenas et al.,1980), que tem sido atribuida a formagao de O, (1Ag) como um dos
produtos da decomposi¢ao do LOOH (Sugioka e Nakano, 1976; King et. al., 1975).

Apos a verificagdo dos efeitos inflamatérios do Oz em estudos realizados tanto
com animais como em seres humanos foi formulada a hipétese de que alteracbes
fisiologicas primarias sao resultantes da agao de espécies secundarias, derivadas da
reacao inicial do Oz com as biomoléculas alvos (Pryor et. al.,, 1995). Essa
abordagem foi considerada devido a persisténcia dos efeitos do O3 mesmo horas
ap6s o periodo de exposicdo. Desse modo, propds-se que os efeitos tdxicos da
exposi¢cao ao O3 ndo seriam consequéncias de sua agao direta, e sim ocasionada,
ao menos parcialmente, por uma “cascata” de produtos de ozonizagao lipidica (LOPs
— lipid ozonation products). Devido ao fato dos fluidos pulmonares apresentarem
uma composic¢ao que pode chegar a 90% em lipidios insaturados, e também dada a
grande concentragdo dos mesmos nas regides das membranas.

Essa hipétese foi entédo verificada quando alguns dos produtos de ozonizagao
lipidica causaram efeitos similares, ou mesmo idénticos, aos observados por
inalacao direta (Pryor et. al.,1995). Ainda, as estruturas desses produtos podem ser

previstas através do mecanismo de ozonizagao de Criegee. (Pryor et. al.,1995).
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1.8.3 Aminoacidos, peptideos e proteinas

Uma das propostas para a toxicidade do O3 deve-se a sua acao oxidante em
moléculas de baixo peso molecular contendo grupos como tidis, aldeidos, e aminas,
e também por oxidagao de proteinas (Mehlman e Borek, 1987).

Peptideos e proteinas presentes na bicamada lipidica das membranas
celulares constituem alvos potenciais para a acdo dessa espécie quimica, de modo
que a modificacdo de proteinas ocorre devido a oxidacdo das cadeias laterais de
seus aminodacidos. (Mustafa et. al., 1983).

Propbe-se que os aminoacidos mais susceptiveis quando expostos ao ozénio
foram: cisteina, triptofano, metionina e histidina. Asssi, a cisteina e os aminoacidos
aromaticos como triptofano e tirosina sdo oxidados pelo ozénio. A metionina mostra-
se altamente reativa. A histidina deveria reagir totalmente com o 0zdnio, contudo néo

ha evidéncia desta reagéo. (Cataldo et. al., 2005).

1.8.4 Poliaminas: Espermina e Espermidina

As espermidina e espermina sao poliaminas conhecidas por desativarem o O,
(1Ag), desta forma foi proposto proteger o DNA contra danos causados por O, (1Ag)
(Wilson et. al., 1992). Assim, também ha evidéncias da protecdo de danos
oxidativos do DNA causados por superdoxido e radical hidroxila. Além disso, as
poliaminas (figura 1.22) sao eficazes na diminuigdo da peroxidacgao lipidica (Misra et.

al., 2003).
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N,N'-bis(3-amminopropil)butil-1,4-diammina N-(3-aminopropil)butano-1,4-diammina
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Figura 1.22 — Estruturas das poliaminas — (A) Espermina. (B) Espermidina.

1.9 Ozobnio terapia, o O; possui propriedades terapéuticas?

A descoberta e uso medicinal do ozénio foram em 1840. O precursor do uso
do ozénio foi Werner Von Siemens, que em 1857 construiu o primeiro tubo de
indugdo para a destruicdo de microorganismos. O primeiro conceito: a caracteristica
de um poderoso agente oxidante descartaria a possibilidade que este gas poderia
ter um papel terapéutico. Contudo no século XIV o O3 foi identificado com um
potente bactericida, e posteriormente foi utilizado na Primeira Grande Guerra
Mundial em tratar soldados alemaes com gangrena infectados com Clostridium.

A ozonioterapia pode ser realizada por via intravenosa, intramuscular,
subcutdnea e intra-articular. Pode ainda ser aplicado na forma de
autohemotransfusdo (extragdo e ozonizagdo extracorpérea do sangue, que
posteriormente € administrado ao paciente) e como tratamento tépico (com gas ou
6leo ozonificado) (Veranes et. al., 1999).

A técnica vem sendo aplicada ha trés décadas e desde entao foi proposto que

em dose apropriada de oz6nio em contato com o sangue (ex-vivo) por alguns
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minutos ativa diversas vias bioquimicas em eritrocitos, leucécitos e plaquetas sem
provocar qualquer toxicidade aguda ou crénica, (Bocci V. A., 2006).

O mecanismo bioloégico da acdo do ozbénio: doses fisioldgicas desencadeia
um preciso estresses oxidativo capaz de ativar processos biolégicos com
propriedades terapéuticas. Compostos oxidados pelo ozbénio sdo considerados
mensageiros fisiologicos sinalizando um estresse oxidativo, o qual induz a resposta
adaptativa (Bocci V. A., 2008 e 2009).

Atualmente, a técnica é reconhecida pelo Sistema de Saude da Alemanha, da
Suiga, da ltalia, de Cuba, da Ucrania, da Russia, da Espanha, da Grécia, do Egito e
da Australia, além de ser praticada em 15 estados dos Estados Unidos. Embora seja
pouco conhecida no Brasil, a Associacao Brasileira de Ozonioterapia (Aboz) enviou
documentos para o Conselho Federal de Medicina, para a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e para o Ministério da Saude, solicitando o

reconhecimento da ozonioterapia como um procedimento médico (Ramos, R., 2011).
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2. OBJETIVO

21 Objetivo geral

A proposta deste trabalho tem a finalidade de contribuir com um modelo
quimico envolvendo a reacao da 2’-desoxiguanosina com o 0zénio com o objetivo de
elucidar o mecanismo evolvidos na geracao de O (1Ag) e caracterizar os principais

produtos formados desta reacao.

2.2 Metas

v Desenvolver uma metodologia para a geragcdo de o0zbnio

isotopicamente marcado com &tomo de oxigénio-18 a partir do '°0, (329').

v Estudar a formag&o do oxigénio molecular singlete marcado ['?0, ('A)]
a partir da decomposicéo do 05 diretamente ou apds a reagcdo com as bases

nitrogenadas do DNA e poliaminas.

v Estudar os mecanismos e produtos formados na reagdo do '®0; com
a 2’-desoxiguanosina, 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina e 8-metoxi-

oxodGuo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A agua deuterada (99,9%) foi obtida junto a Aldrich (Wisconsin, Estados
Unidos).

O gas oxigénio 99,99, uso industrial, da Oxylumi

Azul de metileno, acido férmico e acido sulfurico foram adquiridos junto a
Merck (Rio de Janeiro, Brasil).

2’- desoxiguanosina, Adenina, Guanina, Timina, Citosina, Timidina, 2’-
desoxicitidina, 2’-desoxiadenosina, formiato de amoénio e resina chelex® foram
obtidos da Sigma. [15N5]-2'-desoxiguanosina foi obtida da Cambrigde Isotope
Laboratories, Inc.

Agua oxigenada 35 % foi adquirida da Peréxidos do Brasil (Parana, Brasil).

As solugdes foram preparadas em agua ultrapura utilizada foi tratada pelo
sistema de purificagdo da Water System Nanopure da marca Barnstead (lowa,
Estados Unidos).

Colunas para HPLC, LC-18 Luna (250 x 4,6 mm, tamanho de particula 5 pm),
coluna LC-NH; (250 x 4,6 mm, 5 um) e coluna semi-preparativa NH,, Luna, (250 x
10 mm, tamanho de particula 10 uM) foram obtidas junto a Phenomenex®
(Califérnia, Estados Unidos).

Todos os solventes utilizados classificados como grau HPLC (acetonitrila e
metanol) e foram adquiridos da Merck (Rio de Janeiro, Brasil).

O sal dissédico do captador quimico hidrossoluvel, antraceno-9,10-diildietano-

2,1-diil disulfato (EAS) foi sintetizado por Paolo Di Mascio.
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3.2 Equipamentos

- O O3 gerado foi obtido a partir do uso de um aparelho ozonizador com
capacidade de gerar 200mg/h de O3 (AquaZone — Red Sea Fish pHarm Ltd. — Eilat,
Israel).

- Fluxometro — AALBORG INSTRUMENTS & CONTROLS, INC.

- Balangas da Denver Instrument Company (Estados Unidos) modelos XE-310
e AA-200.

- Espectrofotdmetro da Hitachi (Téquio, Japao) modelo U-3000.

- pHmetro da Corning ( Estados Unidos) modelo 320

- Liofilizador Savant (Nova lorque, Estados Unidos), modelo RVT 4104.

- Agitador Thermomixer Confort da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha) modelo
5355.

- Sistema de HPLC da Shimadzu (Téquio, Japao): 2 bombas LC-20AT, injetor
automatico SIL-20A, detector de absorbancia UV SPD-20AV, detector de
fluorescéncia RF-10AXL, detector de fotodiodos em série SPD-M20A, controlador de
Sistema CBM-20A conectado a um computador e software LC-REAL TIME
ANALYSIS.

- Sistema de MS composto por espectrdmetro de massas Quattro Il da
Micromass (Manchester, reino Unido), com fonte API z-spray e software Masslynx
verséo 3.2.

- As medidas de quimiluminescéncia do O, (1Ag) no infravermelho (que ocorre
em A= 1270 nm) serao monitoradas utilizando-se uma fotomultiplicadora, composta
por um tubo fotomultiplicador (R5509 — Hamamatsu Photoniks KK — Shizuoka,

Japao) sensivel a regidao do infravermelho (800-1400nm), refrigerada a —80°C por
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um sistema de refrigeracao de N, liquido (S600 PHOTOCOOL™, PC176TSCE005
cooler — Products for Research Inc. — MA, EUA). Este sistema encontra-se
conectado a uma fonte de alta tensao (High Voltage DC Power Supply Model C3360
— Hamamatsu Photoniks KK — Shizuoka, Japdo) e um monocromador capaz de
varrer as regides do UV, visivel e infravermelho (M300 — Edinburgh Analytical
Instruments — Reino Unido).

- Sistema contador de fotons que consiste em um tubo fotomultiplicador
sensivel na regido do vermelho (9203 BM Thor EMI Electron Tubes), refrigerado
termoeletricamente a - 20 °C (FACT 50 MKIII). Foi aplicado um potencial de 1150V,
e o tubo fotomultiplicador foi conectado a um amplificador (model 1121; Princeton

Instruments), o qual transmite o sinal ao computador.

3.3 Geragao do O;

O ozénio foi gerado a partir do uso de ozonizadores, descrito no item 3.2,

aparelhos que geram O3 por meio de descargas elétricas em um fluxo de oxigénio.

3.4 Quantificacao do ozdénio

3.4.1 lodometria

A quantificagdo foi realizada através da titulagdo iodométrica, que tem sido
usada por muitos anos como uma ferramenta para determinagdo de solugbes

aquosas de ozdbnio, (Gordon et. al., 2000).
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O método consiste na oxidagao do ion iodeto (I') a iodo (I;) e titulado com
tiosulfato de sodio (Na;S;03), onde o |, sera reduzido a iodeto, o indicador
apropriado € uma solugao de amido, onde este formara um complexo com iodo,
apresentando uma coloragéo azul. O ponto de viragem pode ser observado quando
todo iodo reagir com os ions tiossulfato, a solugao passara ser incolor.

A variavel deste método consiste na variacdo do pH, onde a estequiometria
depende desta condi¢cdo e, igualmente, as impurezas podem catalisar as reagdes
com o ozénio interferindo na estequiometria da reagao. Outra fonte de erro é a perda
do iodo, por volatilidade, onde pode ser contornado adicionando um excesso de ions
iodeto, pois estes ficam em equilibrio formando os ions triiodeto (I37), reagéo (3.1).
Na formacéo destas espécies (I3") ndo se altera nem introduz erros mensuraveis no
método, porque os potenciais padroes das reagdes sdo equivalentes, reacdes 3.2 e
3.3.

Outra possibilidade é a oxidagao de |I" pelo oxigénio do ar, onde pode ser
acelerada pela luz. As reag¢des do ozbnio com iodeto serdo mostradas na reacao

(3.4) e a seguir com o titulante, reagao (3.5).

|2(aq) + I (excesso) 4_: |3- (31)
b + 2e 22l E°=0,535V (3.2)
3" + 2e > 3I E°=0,536 V (3.3)
HO + 21" + O3 -> I, + O, +20H (34)

l, +2S,05% > 21" + S,06% (3.5)
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Com o aumento do pH ha a formagao do hipoiodeto (I0°), como mostrado na
reacao (3.6). Estes ions sofrem desproporcionamento para os ions iodato (1037 e
iodeto (reagéo 3.7), estas reagdes sao extremamente rapidas e favoraveis, sendo
assim a espécie iodeto é encontrada em menor quantidade, havendo entdo um erro

na estequiometria da reacao.

I, +20H > I'+10 +H,0 (3.6)

3100 > 21+ 105 (3.7)

As solugdes a seguir foram preparadas em agua Mille-Q, em temperatura

ambiente.

a) Solucdo de tiossulfato de sédio 0,01M

Pesou-se 6,00 g de Na»S203.5H,0 e adicionou-se 1 litro de agua. Deixou-se a

solugdo em repouso por um dia antes de padronizar, esta solucdo devido a sua

natureza higroscopica € necessario utilizar um padrao primario.

b) Solucéo de amido 1% m/v — indicador

Triturou-se 0,50 g de amido soluvel em 3 mL de agua e adicionou-se a

suspensdo 50 mL de agua quente, com agitacdo constante. Prosseguiu-se o

aquecimento até obter uma solugao clara. A solugao foi filtrada por apresentar uma
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turbidez. Apds seu resfriamento foi transferida para um recipiente adequado. A

solugao foi preparada no mesmo dia de seu uso.

C) Solucéo de lodeto de potassio 4% m/v

Pesou-se 8 g de Kl e dissolveu-se o sal em 200 mL de agua. A solugao
preparada foi armazenada em um frasco ambar e guardada sob abrigo da luz. O pH

encontrado da solugao foi 6,0.

d) Solucéo de lodato de potassio ( KIO3) — Padrdo primério

Pesou-se 0,11 mg de KIOs (MM = 214 g.mol™"), seguiu-se secando-o em
estufa a 120°C por duas horas e meia. Transferiu-se a massa pesada para um
erlenmayer de 250 mL e dissolveu-se a massa pesada em 50 mL de agua, agitou-se
a solugao até total dissolugdo. Apos a dissolugcdo adicionou-se 2 g de iodeto de
potassio e 5 mL de acido sulfurico 4 % v/v. Este procedimento foi seguido para cada
replicata, imediatamente antes da titulagdo com o tiossulfato de sédio (reagdes 3.8 e

3.9).

05 + 51 +6H"> 31,+3H0 (3.8)

l, + 2 S50 "> 21 + S406” (3.9)

De acordo com a estequiometria das reagdes 8 e 9, temos: o numero de mol
de I, (n ;) é trés vezes o numero de mols de 103 (n kio3) € 0 numero de mols de

S,05% é duas vezes o nimero de mols de I,.
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3.4.2 Andlise espectrofotométrica do UV- visivel

Para as medidas da concentracido de ozénio por espectrometria do UV-visivel.
Primeiramente adquiriu-se um espectro no intervalo de 190 a 450nm, assim
verificou-se o comprimento de onda em maxima absorbancia, e a absortividade
molar da espécie. Utilizou-se cubeta de 1 cm de quartzo, 1 mL de solugdo contendo
ozobnio a 25°C. Como ¢é estabelecida pela Lei de Beer, a absorbancia é proporcional
a concentracdo da espécie absorvente. As concentragdes das solugdes de ozdnio

foram aferidas utilizando & =2900 mol™*. L. cm™ e A = 259 nm.

3.4.3 Método utilizado para a quantificacio do 0z6nio no fluxo de 6 e 8 mL a

25 e 50% do potencial de reducdo do ozonizador.

Utilizou-se 4 mL da solucdo de Kl 4%, borbulhou-se N, para retirada do
oxigénio da solugdo em um frasco com um septo envolto em papel aluminio. A
solugdo de Oj foi preparada borbulhando Oz por um minuto em agua a baixa
temperatura (~4 °C). Transferiu-se 3 mL da solugdo contendo ozénio para um
erlenmayer de 50 mL, seguiu juntando 4 mL da solugao de Kl e por fim adicionou-se
1 mL de indicador (amido) e titulou-se com uma bureta de 5 mL (1/20). Os
experimentos foram feitos em quadruplicata.

Da solucdo preparada acima foi transferido 1 mL da solu¢do contendo ozénio
e mediu-se a absorbancia em 259 nm, possuindo uma absortividade molar de 2900

mol”.L.cm™. Utilizou-se o mesmo procedimento para todas as medidas de
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concentragao, variando somente o fluxo de gas e a capacidade do potencial do

ozonizador.

3.5 Decomposigcao do ozénio por espectrometria UV-Visivel

O ozbnio por ser uma espécie instavel e com um elevado potencial padrao o
torna um poderoso agente oxidante, sendo assim sua decomposi¢gao acontece em
solugdo aquosa e qualquer impureza pode catalisar a sua decomposi¢do. Devido a
essas caracteristicas foi avaliada a sua decomposi¢cdo durante 15 minutos em

temperatura ambiente utilizando um espectrofotdmetro.

As solugdes saturadas avaliadas consistem nos seguintes experimentos:

i.  Ozb6nio em solugédo aquosa 1 mL de volume.
ii. Ozbnio em solugdo em 0,9 mL de H,O com adi¢cao de 0,1mL de H,SO,4 - pH
2,0
iii. Oz06nio em solugdo em 1,0 mL de agua deuterada (D,0)
iv. ~ Ozbnio em solugdo em 0,9 mL D,O com adi¢ao de 0,1 mL de H,SO4 - pH 2,0.
v. Ozbnio em solugdo em 0,9 mL de H,O com adigéao de 0,1 mL de alcool tert —

butilico.

As solucbes saturadas de ozbnio foram preparadas utilizando 100% da
capacidade do ozonizador durante 20 minutos em baixa temperatura

(aproximadamente 4°C — banho de gelo) para permitir uma maior solubilidade do
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gas, o O3z segue a lei de Henry. Utilizou-se cubeta de 1 cm de quartzo com tampa,
1mL de solugdo. As medidas espectrofotométricas utilizadas estédo relacionadas no

item 3.4.2.

3.6. Sinteses: Endoperéxido 1,4-dimetilnaftaleno; 8-oxo-7,8-dihidro-2’-

desoxiguanosina e Diastereoisémeros da Espiroiminodihidantoina.

3.6.1 Foto-oxidacdo do 1,4-dimetilnaftaleno

A sintese do endoperdxido 1,4-dimetilnaftaleno foi preparada baseada nos
procedimentos experimentais descritos por Wassernan e Larsen, 1972 e Di Macio,
1992, com algumas modificagdes. O intuito da sintese é utiliza-lo como padrao da
fonte quimica da geragéao de O (1Ag) nas anadlises de luminescéncia e oxidagao de
compostos , a reagao da formagao o endoperdxido pode ser vista na figura 3.1.

A foto-oxigenacéo foi conduzida em um Dewar encamisado que possui uma
lampada de halogénio. Preparou-se uma solugdo com concentracdo de 1 mg.mL'1
de azul de metileno em diclorometano com volume total de 60 mL, seguiu-se
adicionado 4.0mL de 1,4-dimetilnaftaleno (DMN) com constante agitacdo e
mantendo a reagao resfriada a -15°C e mantendo um constante fluxo de oxigénio
molecular. A reagao de fotossensibilizagao foi acompanhada por TLC de modo que
seis horas de reacao foram suficientes para um bom rendimento. A partir da sintese
completa o volume da reacao foi rotaevaporada. O azul de metileno foi separado em
uma coluna de silica empacotada a baixa temperatura com diclorometano. Depois

secou-se produto final, DMNO,, por rotaevaporagao.
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Por fim o produto foi recristalizado em pentano e éter etilico na proporgao 1:1.

A concentragdo das solugbes de DMNO, foi determinada por
espectrofotometria no UV, através da cinética de termdlise a 37C° sendo a
absorbancia medida da solucdo a 288 nm é equivalente a absorcdo do anel
naftaleno (¢ = 7780 cm'1.mol'1.L). Assim, no inicio espera-se que nao haja absorgao,
pois teriamos 100 % de conversao em endoperdxido. Ao decorrer da
termodecomposi¢cao, mede-se a absor¢gao do anel naftalénico, pois o endoperéxido
foi destruido (Pierlot et. al., 2000a).

Foi acompanhada a emissao de luz da transicdo monomolecular (A = 1274
nm) do O (1Ag) para a termdlise do endoperdxidos de naftaleno. As cinéticas de
termolise do DMNO, foram obtidas durante a incubagdo da solugdo 40 mM do

endoperoxido a 37°C e 60°C.

H.C
O, (1A,)

CH

DMN DMNO,

Figura 3.1 — Foto-oxidagao do 1,4-dimetilnaftaleno (DMN) para gerar o

endoperoxido 1,4-dimetilnaftaleno (DMNO,).
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3.6.2 Sinteses da 8-ox0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina.

A sintese da 8-oxodGuo foi feita com a finalidade de se obter quantidades
maiores do produto para o estudo da quimiluminescéncia e caracterizagdo dos
produtos de oxidagao nas reagdes com ozénio. O procedimento adotado foi baseado
nos trabalhos de Lin e Sartorelli (1984), Ravanat (1992) e Martinez G.R (2003).

A sintese foi realizada em trés etapas, a 8-bromo-2’-desoxiguanosina (8-
BrdGuo) é um produto intermediario para a sintese da 8-(benziloxi)-2'-
desoxiguanosina que por sua vez é o produto intermediario da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina, o produto final. A figura 3.2 mostra a rota e os principais reagentes

envolvido nessa sintese.

o O

HN N
/K | >_Br 1) Na, BzOH, DMSO
N~ N

H,N N o HoN o 2) AcOH
HO HO

N
| \> Br2/H20
N

HO  OH HO  OH
2'-desoxiguanosina 8-bromo-2'-desoxiguanosina
O O

ZT

HN N, HN
PR | N}OBZ H,/ Pd-C PR [ )=o
N

H,N H,N~ N N
2 o 2 o)
HO HO
HO  OH HO  OH

8-benziloxi-2'-desoxiguanosina 8-0x0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

Figura 3.2 — Rota da sintese da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina.
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3.6.2.1 Sintese da 8-Bromo-2’-desoxiqguanosina

O procedimento adotado foi baseado nos trabalhos de Lin e Sartorelli (1984),
Ravanat (1992) ; Martinez G.R (2003) com algumas modificagbes. Dissolveram-se
3,9 g de dGuo (14,6 mmol) em 100 mL de agua, em seguida foram adicionados 20
mL de agua saturada de bromo (Bry) em aliquotas de 2 mL sob agitacao, foi feita
checagem do pH , uma vez que este deveria ficar em torno de 7. A seguir foram
adicionados 800 uL de Br, em aliquota de 100 uL, apdés 15 minutos de cada adicéo o
pH foi neutralizado com NaOH 2,5 M e aguardavam-se mais 30 min para a proxima
adi¢do. Ao término das adi¢des foram acrescentados 2,5 mL de uma solugdo 2 M
de bissulfito de sédio. O precipitado resultante foi filtrado e lavado com agua fria e
acetona fria, apos recristalizou-se com agua quente.

A identificacdo e a formacdo da BrdGuo foi acompanhada utilizando o
equipamento de HPLC com o detector UV programado para deteccdo em
comprimento de onda 260 nm e monitorado por PDA programado para a detecgao
em comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm. A coluna utilizada foi LC-C18
(250 x 5 mm, 5 um) Luna da Phenomenex® com fluxo de 0,8 mL.min™'. A separacao

foi feita de modo isocratico com fase moével constituida de 10% ACN e 90 % H-0.

3.6.2.2 Sintese da 8- (benziloxi)-2'-desoxiguanosina

Em um baldo de 100 mL, equipado com condensador de refluxo, adicionou-se
DMSO seco e 8 mL de alcool benzilico (BzOH), seguiu-se adicionando 0,22 g de

soédio metalico. A partir deste ponto esperou-se por algumas horas a formagéao do
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benzoato de sdédio e continuou-se adicionando 1,0 g de BrdGuo, obtida na primeira
etapa da sintese. Apds atingir a temperatura de 65 °C deixou-se refluxando durante
20 horas. O aquecimento foi feito com banho de silicone.

Depois do término do refluxo esperou-se resfriar a solucdo a temperatura
ambiente e adicionou acido acético glacial. Acrescentou-se lentamente a solugéo
obtida em 500 mL de éter etilico gelado, observou-se a formagédo de um dleo.
Conservou-se em 6° C por um dia, apos filtrou-se e secou-se o produto a vacuo e

recristalizou em metanol quente, a seguir filtrou e secou a vacuo.

3.6.2.3 Sintese da 8-ox0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina

O produto sintetizado na etapa anterior foi utilizado para prosseguir com as
préximas etapas. A massa obtida foi de 0,48 g de 8-(benziloxi)-2’-desoxiguanosina
que foi dissolvida em 20 mL de MeOH e 20 mL de HO, foi hidrogenada a 50 psi em
temperatura ambiente na presenca de 0,72 g de 10 % Pd/C (catalisador) por 20
horas. O catalisador foi eliminado por filtragdo a vacuo com celite. O solvente foi
seco em um rotaevaporador.

A identificagcdo e a formacdo da 8-oxo-2’-desoxiguanosina foi acompanhada
utilizando o equipamento de HPLC com o detector UV programando para detecgao
em comprimentos de onda 260 nm e monitorado por PDA programado para a
deteccdo em comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm. A coluna utilizada foi
LC-C18 (250 x 5 mm, 5um) da Phenomenex® com fluxo de 0,8 mL.min". A
separacao foi feita de modo isocratico com fase maovel constituida de 10 % ACN e

90 % H20.
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3.6.2.4 Purificacdo da 8-oxodGuo por HPLC.

Para a obtengao do produto final obtido na sintese foi feita uma separacao por
HPLC com o detector UV programando para deteccado em comprimentos de onda
230 e 254 nm e monitorado por PDA programado para a detecgao em comprimento
de onda na faixa de 200 a 400nm.

Posteriormente utilizou-se uma coluna semi - preparativa LC-NH; luna (250 x
10 mm, 5 ym) da Phenomenex®. A separagao foi feita com um fluxo de 3,8 mL.min™
de forma isocratica, sendo a fase movel constituida de 70 % de metanol em H,O.

As fragbes coletadas, correspondentes ao produto purificado foi
rotoevaporado, com adi¢des sucessivas de MeOH com a intuito de arrastar a H,O
contida no sistema de purificacdo. Apds este procedimento obteve-se um sélido
branco.

As amostras coletadas foram dissolvidas na fase movel e analisadas em
HPLC num sistema, nos mesmos parametros de detecgao citados acima, mudando
a coluna para LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Phenomenex®, analitica. A
identificacao foi feita com um fluxo de 0,8 mL.min”", com um gradiente partindo de
0,5 % de MeOH e formiato de aménio 10 mM a 10 % de MeOH em 16 min, 20 % em
20 min e 50 % de MeOH em 25 min permanecendo 10 min em 50 % MeOH, em 35
minutos a 20 % de MeOH e retornando a 0,5 % em 40 minutos e mantendo por mais

7 minutos para estabilizacdo da coluna para que a préxima injecao fosse realizada.
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3.6.2.5 Andlise da 8-oxodGuo por HPLC acoplado ao espectrometro de

massa.

A 8-oxodGuo purificada e rotoevaporada, além de confirmar a sua identidade
por HPLC, posteriormente foi analisada pelo sistema de HPLC-MS/MS,
espectrometro de massas Quattro || da Micromass, descrito no item 3.2, no modo
electrospray positivo (ESP+) com temperaturas da fonte e de dessolvatagdo
respectivamente de 100 e 200 °C. A voltagens do cone e energia de colisdo eram de
20 V e 10 eV, no modo SRM m/z 284 - 168. O sistema HPLC foi utilizado detector
UV/Vis em A = 254 nm, com um fluxo de 0,8 mL.min™!, com um gradiente partindo de
0,5% de MeOH e formiato de aménio 10 mM a 10% de MeOH em 16 min, 20 % em
20 min e 50% de ACN em 25 min permanecendo 10 min em 50 % MeOH, em 35
minutos a 20 % de MeOH e retornando a 0,5 % em 40 minutos e mantendo por mais

7 minutos.

3.6.3. Sintese, purificacdo e deteccdo dos diastereocisbmeros da

espiroiminodihidantoina-2'-desoxirribose.

A solugéo padrao dos diastereoisdmeros da espiroiminodihidantoina (dSp) foi
obtida pela fotossensibilizagdo da dGuo com azul de metileno (AM) (RAVANAT e
CADET, 1995; NILES et. al., 2001; Martinez, 2003). A reacéo foi conduzida a
temperatura constante a 15°C, utilizando um banho. Em um baldo, 5 mL de solug¢ao
10 mM de dGuo contendo 10 pL de uma solugao 10 mg.mL'1 de MB ¢ irradiada com

uma lampada de 500 W com filtro “cut-off” 590 nm, sob fluxo de oxigénio constante
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por 5 horas. Nesse sistema manteve a lampada a uma distadncia de
aproximadamente 15 cm do baldo contendo a solugédo. A cada hora retirou-se uma
aliquota de 10 pL, diluindo-a para 100 uL e injetou-se no HPLC para o
monitoramento do consumo de dGuo e a formacédo de dSp tdo bem como outros
produtos formados pela fotossensibilizagao do tipo I.

Portanto, a deteccado dos diastereoisbmeros da dSp foi feita por HPLC como
descrito por Martinez et. al., 2002, com algumas modificagbes, usando o
equipamento de HPLC e detector UV programado para deteccdo em comprimento
de onda de 230 nm para a dSp e 254 nm para a dGuo. A coluna usada foi a LC-C18
(250 x 4,6 mm, 5 pm) da Phenomenex®. Utilizou-se um padrao dSp para
comparacao.

Por fim, a purificagdo foi feita por HPLC, como descrito acima, mudando
apenas a coluna para LC-NH; (250 x 4,6 mm, 5 um) da Phenomenex®, de forma
isocratica com fluxo de 2,0 mL.min", sendo a fase mdvel constituida por 0,5 % de
ACN e H;0.

As fragdes coletadas, correspondentes aos diastereoisbmeros da dSp, foram
rotoevaporadas e liofilizadas.

A concentragao foi aferida por medida no espectrofotdbmetro usando, nesse
caso, o coeficiente de extingdo em A = 230 nm (5240 L. cm™.mol™") publicado para os
diastereoisdmeros da 4-OH-8-oxodGuo (Ravanat e Cadet, 1995).

A dSp liofilizada foi analisada por espectrometria de massas no modo
eletrospray positivo com deteccdo no modo SRM m/z 300 > 184. Os parametros
utiizados como temperaturas da fonte e de dessolvatacdo 100 e 150°C,
respectivamente e voltagem do cone energia de colisdo de 12V e 12eV

respetivamente acoplado HPLC com as seguintes especificagdes: coluna LC-18 (250
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x 46 mm, 5 ym) da Phenomenex®. A separacao foi feita com um fluxo de
0,8 mL.min"" de forma isocratica com fase mével de 85% ACN e formiato de amonio

25 mM.

3.7 Medidas da emissdao monomolecular do O, (1Ag) na reagao de O; com 2’-

desoxiguanosina.

As medidas de emissdo de luz no infravermelho préximo foram realizadas
com o equipamento descrito no item 3.2.

As primeiras investigagdes foram obtidas utilizando o seguinte sistema: uma
solugao de ozbénio 0,15 mM com volume de 1,35 mL em &agua deuterada foi
colocada em uma cubeta, e 150 pL de solu¢do de 2’-desoxiguanosina 10 mM em
D,0, volume inicial, foi injetada manualmente através de um tubo de polietileno a
25°C, com constante agitagao.

O composto azida de sodio (NaNs), supressor fisico do oxigénio singlete, foi
misturado 5 yL de N3~ 10mM, com concentracao final de 1mM, na solu¢cdo de dGuo
10 mM, essa mistura foi injetada manualmente a solugdo de ozénio contida na
cubeta. Com o intuito de verificar o mesmo efeito de supressao fisica, a agua foi
utilizada como solvente.

Para controle, injetou-se 150 yL de N3~ 10 mM, com concentragao final de 1
mM em uma solucéo de ozbénio de 0,15 mM.

Posteriormente as analises foram realizadas variando a concentracido de
dGuo para verificar se a geracao de O, (1Ag) € dependente da concentracéo do

reagente. Com este propdsito os experimentos foram realizados da segunte forma:
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uma solugdo com volume de 1,8 mL 0,15mM de O3 contida na cubeta juntamente
com a adicao de 0,2 mL de dGuo nas seguintes concentragdes finais: 0,15; 1,5; 3,0;
4,5;6,0;7,5;9,0e 10,5 uM, as analises foram conduzidas em agua deuterada.
Todas as solucbes nestes procedimentos exceto quando mencionado o
solvente foi utilizado D,O. As medidas de emissdo foram realizadas em uma cubeta
de quartzo para fluorescéncia (1x1 cm, Sigma).
As solugbes saturadas de ozbdnio foram obtidas utilizando 100 % da capacidade
do ozonizador durante 20 minutos em baixas temperaturas (aproximadamente 0° C).

As concentracdes de O3 foram aferidas por espectroscopia do UV-Visivel.

i. A solucdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 1,35 mL e
manualmente injetou-se 0,150 mL de dGuo 10 mM.

i. A solugdo de Oj foi adicionada na cubeta com volume de 1,35 mL e
manualmente injetou-se uma mistura de 0,150 mL de dGuo 10 mM com 15 uL
N3~ 10mM.

iii. A solugdo de Oj; foi adicionada na cubeta com volume de 0,90 mL e
manualmente injetou-se 0,10mL de dGuo 1,5 mM; 0,75 mM; 0,5 mM; 0,375

mM; 3,0 mM; 4,5 mM ou 6,0 mM.

3.8 Efeito do pH nas medidas da emissdo monomolecular do O, (1Ag) na

reacao de O; com os nucleosideos isolados e seus derivados e poliaminas.

Esta sequéncia de experimentos foi efetuada utilizando o seguinte sistema:

uma solugdo de ozbénio 0,15 mM (7,2 ppm) em D,O com volume de 0,9 mL foi
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adicionada em uma cubeta e 100 yL da solugao de um substrato 5 mM em D0,
volume inicial, foi injetada manualmente através de tubo de polietileno a 25° C, com
agitacdo constante.

O Efeito do pH (2,0, 6,0 e 9,0) na intensidade da emissdo do O (1Ag) foi
testado, as solucgdes utilizadas para acidificar e basificar o meio reacional, H,SO4
(0,1M) e NaOH (0,1M).

As solugdes saturadas de ozdnio foram obtidas utilizando 100 %, (200 mg/h)
da capacidade do ozonizador durante 20 minutos em baixas temperaturas
(aproximadamente 4° C). As medidas de emissao foram realizadas em uma cubeta

de quartzo para fluorescéncia (1x1 cm, Sigma).

3.8.1 Medidas da emissdo monomolecular do O, (!4,) na reacdo de Os

com nucleosideos.

i. A solugdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e
manualmente injetou-se 0,10 mL de timidina, 2’-desoxicitidina, 2’-
desoxiadenosina ou 2’-desoxiguanosina 5 mM em (i) pH 2,0; (ii) pH 6,0;

(iii) pH 9,0.
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3.8.2 Medidas da emissdo monomolecular do O, (!4,) na reacdo de Os

com bases nitrogenadas.

i. A solucdo de Oj foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e
manualmente injetou-se 0,10 mL de timina, citosina, adenina ou guanina 5

mM em (i) pH 2,0; (ii) pH 6,0; (iii) pH 9,0.

3.8.3 Medidas da emissdo monomolecular do O, (*4,) na reacdo de O3

com xantina.

iii. A solugdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e
manualmente injetou-se 0,10 mL de xantina 5 mM em (i) pH 2,0; (ii) pH

6,0; (i) pH 9,0.

3.84 Medidas da emissdo monomolecular do O, (*4,) na reacdo de O3

com a 8-oxodGuo.

iv. A solugdo de Oj foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e
manualmente injetou-se 0,10 mL de 8-oxodGuo 5 mM em (i) pH 2,0; (ii) pH

6,0; (i) pH 9,0.
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3.8.5 Medidas da emissdo monomolecular do O, (*4,) na reacéo de O; com

as poliaminas: espermina e espermidina.

As medidas de luminescéncia das poliaminas seguem o mesmo modelo
experimental j@ mencionado no item acima. Partiu-se de 2,5 mM de concentracio
das poliaminas de modo que a concentracao final seja 0,125 mM.

O efeito do pH também foi estudado na intensidade de emisséo para a espermina
(2,0; 6,0 e 13) e espermidina (2,0; 8,0 e 13), as solugdes utilizadas para acidificar e

basificar foram H,SO4 e NaOH. Como supressor fisico do O, (1Ag), utilizamos agua.

i. A solugdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e
manualmente injetou-se 0,1 mL de espermina 2,5 mM em (i) pH 2,0; (ii) pH
6,0; (iii) pH 13,0 em H,0 ou D,0.

i. A solucdo de Oj foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e
manualmente injetou-se 0,1 mL de espermidina 2,5 mM em (i) pH 2,0; (ii)

pH 8,0; (iii) pH 13,0 em H,O ou D,0.

3.9 Medidas de emissdao monomolecular do O, (1Ag) da reacdao da dGuo

ozonizada apos a injegdo de com Ce**.

As medidas de emissao de luz foram adquiridas com o equipamento descrito
no item 3.2. A cinética foi monitorada durante a injegdo de 0,150 ml de uma solugéo
de Ce** 100 mM em D,O por outro tubo de polietileno, em uma cubeta com solugao

de dGuo 5mM em D-,0, ozonizada.
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As solugdes contidas na cubeta de dGuo foram ozonizadas por 5 minutos,
em fluxo de 6,0 mL / min com 118 mg/h de ozénio.
Avaliou-se a emissdo de luz com a injecéo do Ce** em diferentes pH 2,0, 6,0
e 9,0 das solugbes ozonizadas de dGuo como descrito acima. Os experimentos
foram feitos em triplicata.
Solugdes de H,SO,4 0,1M e NaOH 0,1M em D,0O.
i. A solugdo da reagdo de dGuo ozonizada por 5 minutos foi adicionada na
cubeta com volume de 1,35 mL e manualmente injetou-se 0,150 mL de dGuo
Ce* 100 mM em (i) pH 2,0; (i) pH 6,0; (iii) pH 9,0.
ii. A solucdo da reacdo de dGuo ozonizada por 5 minutos foi adicionada na
cubeta com volume de 1,35 mL e manualmente injetou-se 0,350 mL de dGuo

Ce* 100 mM.

3.10 Quimiluminescéncia da decomposi¢ao do ozénio

Estudo da quimiluminescéncia foi realizado utilizando uma fotomultiplicadora
com detecgdo no infravermelho préximo, 1270 nm, item 3.2. As medidas do
decaimento foram evidenciadas na decomposigéo do ozdnio em D,0.

O espectro de emissao de luz monomolecular do O, (1Ag) foi registrado em
uma fotomultiplicadora sensivel a regido do infravermelho (800-1400 nm). O
espectro de emissao de luz no infravermelho foi adquirido durante a decomposicao

do ozénio em D,0 a temperatura ambiente.
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As medidas de emissao de luz no visivel foram realizadas com o equipamento
descrito no item 3.2. A emissao de luz foi determinada com filtros “cut-off” 570 nm
(Melles Griot Inc., Carlsbad, CA) colocados entre a cubeta e a fotomultiplicadora.

As solugcbes de ozobdnio foram feitas utilizando H,O e D,O e colocadas na
cubeta com volume de 1 mL, a cubeta foi revestida com papel aluminio para
aumentar a focalizagdo dos fétons gerados na reagdo de decomposigao. As medidas
de emissao foram realizadas em uma cubeta de quartzo para fluorescéncia (1x1 cm,

Sigma).

3.11 Medidas da emissao bimolecular do O, (1Ag) na reagao de O; com 2’-

desoxiguanosina

As medidas de emissao de luz no visivel foram realizadas com o equipamento
descrito no item 3.2. A emissédo de luz de determinados comprimento de onda foi
obtido com filtro “cut-off’ (Melles Griot Inc., Carlsbad, CA) colocados entre a cubeta e
a fotomultiplicadora.

Como padrao de emissao do O, (1Ag), utilizou-se uma fonte quimica, peréxido
de hidrogénio e hipoclorito. As concentragbes de H,O, e hipoclorito foram
determinados através da medida de absorbancia a 240 nm (¢ = 43,6 M"cm™) e 292
nm (¢ = 350 M'cm™, em 0,1 M NaOH), respectivamente reagdo 1.13.

As solugbes de ozbnio foram colocadas em uma cubeta em frente a
fotomultiplicadora, a porta foi aberta e em seguida uma solugado de dGuo foi injetada
na cubeta, sob agitacdo constante. As solugdes de ozbnio foram preparadas como ja

descrito nos itens anteriores com concentracao de 0,15 mM.
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Experimentos com uma cubeta de 1 mL e com filtro de “cut-off” 570nm

i. Na cubeta foi adicionado H,O, com concentracao inicial de 50 mM com um
volume de 0,90 mL e manualmente injetou-se 0,1 mL OCI" com concentragao

final de 50mM.

i. A solucdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e

manualmente injetou-se 0,1 mL de dGuo 10 mM.

Experimentos com uma cubeta de 1 mL e sem filtro “cut-off”.

iii. Na cubeta foi adicionado H,O, com concentragao inicial de 50 mM com um
volume de 0,90 mL e manualmente injetou-se 0,1 mL OCI" com concentragao

final 50 mM.

iv. A solugdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 0,9 mL e

manualmente injetou-se 0,1mL de dGuo 10 mM.

Analisou-se também a quimiluminescéncia na regido vermelha do espectro, por
meio de uma cubeta 39 mm x 10 mm x 58 mm. Proporcionando um maior volume de
aproximadamente 6 mL, a mesma foi envolta em papel aluminio com a superficie
reflexiva voltada para dentro da cubeta, assim obtemos um maior rendimento da
emissao dos fotons.

As solucdes de O3 foram adicionadas no interior da cubeta com concentragao

de 0,15 mM e volume de 4 mL e 1 mL de dGuo 10 mM foi injetada manualmente na
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cubeta com constante agitagdo. O pH da solugao do substrato foi variado entre 2,0
e 9,0 com adicdo de H,SO4 e NaOH. Todos os experimentos foram feitos em H,O

exceto quando mencionado foi utilizado D,0.

i. A solugdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 4,0 mL e
manualmente injetou-se 1,0 mL de dGuo 10 mM em (i) pH 2,0; (ii) pH 6,0;

(iii) pH 9,0 em H,0 ou D,0.

3.12 Medidas da emissao bimolecular do O, (1Ag) na reacao de O; com as

poliaminas espermina e espermidina.

As medidas de emissao de luz na regiao do visivel foram realizadas com a
espermina e espermidina. A cinética de emissao foi realizada através da injecédo de 1
mL de solugdo 2,5 mM das poliaminas em H,O através de um tubo de polietileno em
4 mL de uma solugéo de ozdnio (concentragdo 0,15 mM) em uma cubeta de quartzo
de 35mm x 5mm x 56 mm, com agitagao. O efeito do pH e do solvente também foi
monitorado, utilizando o mesmo procedimento. Todos os experimentos foram feitos

em H,0O exceto quando mencionado foi utilizado D,0.

i. A solucdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 4,0 mL e
manualmente injetou-se 1mL de espermina 2,5 mM em (i) pH 2,0; (ii) pH

6,0; (iii) pH 13,0 em H>0 ou D,0.




Materiais e Métodos - 123

i. A solugdo de O3 foi adicionada na cubeta com volume de 4,0 mL e
manualmente injetou-se 1mL de espermidina 2,5 mM em (i) pH 2,0; (ii) pH

8,0; (iii) pH 13,0 em H,0 ou D,0.

3.13 Anadlise dos produtos formados da oxidagcao de 2’-desoxiguanosina e 8-

oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina com o '°0;.

Os experimentos foram primeiramente realizados em uma solugdo de dGuo
ou 8-oxodGuo 5mM em H,0 ou D0.

Posteriormente estudou-se o efeito do pH ( 2,0 ; 6,0 e 9,0), uma solucao de
dGuo ou 8-oxodGuo 5mM em H,0 e D,0 e em seguida ozonizou por 5 minutos com
fluxo de 6 mL por minuto a 140 mg de O3 por hora.

Finalmente avaliamos a contribuicdo de alguns solventes organicos na
medida em que foi possivel a solubilizagdo da dGuo e 8-oxodGuo. Assim sendo as
solugbes foram feitas em metanol e a partir destas solugdes preparou-se uma
mistura com outros solventes respeitando sempre as mesmas proporcoes, as
seguintes composigdes foram analisas:

Metanol 100%; Metanol 25% em 75% ACN deuterada e H20 50% ou D20 em
50% alcool tert - butilico. Estes arranjos experimentais foram submetidos a
ozonizagao por 5 minutos em um fluxo de 6 mL por minuto com 140 mg por hora de
O3 a temperatura ambiente.

Analisamos a formacdo dos produtos gerados das reagbes de dGuo e 8-

oxodGuo 5 mM pelo tempo de ozonizagdo, deste modo a cinética foi realizada
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retirando aliquotas nos seguintes tempos: 30 segundos, 1, 2,3,4,5,8,10,15,20,e 25
minutos.

Os produtos oxidados gerados das reagdes com ozbénio foram analisados
utilizando um sistema de HPLC Agilent constituido por um autoinjetor Agilente 1200
High performance resfriado a 4 °C, Bomba Agilent 1200 Binary Pump SL, detector
Agilent 1200 DAD G1315C, forno de coluna Agilent 1200 G1216B a 24° C e um
software Analyst 1.4.2. Acoplado em um espectrdmetro de massas triplo quadrupolo
sendo o terceiro quadrupolo uma camara hibrida ion trap linear (APl 4000 Q-TRAP,
Applied Biosystems).

Os parametros foram otimizados para a fonte eletrospray no modo positivo,
sendo que, cutain gas (fluxo de gas que impede entrada de goticulas de solvente) foi
de 15 psi, temperatura 600° C, gas de nebulizagdo e gas auxiliar 50 psi, voltagem
aplicada no spray de ions na fonte Turbo lon Spray 5000 V, gas de colisao médio.

Para a deteccao especifica das diferentes espécies moleculares utilizou-se o
modo SRM no espectrdmetro de massas. O qual é feita a detecgdo de uma transicao
especifica da molécula, selecionando o ion precursor no primeiro analisador (Q1) e
apo6s fragmentagao provocada na camara de colisdo, o ion produto € monitorado no
segundo analisador (Q3).

A metodologia de separagado por HPLC foi desenvolvida de forma diferente
para modificagdes estudas, as quais serdo relacionadas nos proximos itens,
lembrado que as condicbes do espectrdbmetro de massas sé serdo citadas

novamente se houver modificagao.
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3.13.1. Caracterizacdo e deteccdo de 8-oxo0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

gerada na reac&o a 2’-desoxiguanosina_com *°0s,

A 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina foi analisada utilizando o sistema
HPLC acoplado ao espectrOmetro de massas. Para as analises da 8-oxodGuo o
sistema HPLC foi composto por uma coluna de fase reversa Luna LC-18 (150 mm
4.6 mm, tamanho de particula 5 pm, Phenomenex®, CA), com fase modvel
acetonitrila (ACN) e formiato de aménio 25 mM, utilizando um gradiente partindo de
3 % MeOH mantendo linear por 10 min, indo a 15 % em 6 min, a 25 % em 4 min e a
50 % em 5 min, mantendo a 50 % por 5 min e retornando a 15 % em 5 min e
finalmente a 3% em 3 min e mantendo a 3 % por 7 min para estabilizar a coluna.
Com fluxo de 0,6 mL por minuto com temperatura do forno de coluna a 24° C.

As amostras foram monitoradas no modo SRM e a transi¢cao m/z escolhidas
para [M + HJ' foi 284 = 168 e o espectro de massas do ion precursor foi adquirido
na faixa de 40 a 400 m/z, com os seguintes parametros: potencial de entrada foi
fixado a 10 V, energia de colisdo (CE) foi de 18 V, o potencial de colisdo na saida
(CXP) de Q2 foi de 10 V e a diferenga de potencial entre Q0 e a orifice plate,
declastering potencial (DP) em 50 V.

Os parametros do espectrébmetro de massas foram ajustados de forma a se
ter a melhor aquisigcéo, esses parametros encontrados foram os mesmos para todas

a modificagdes analisadas.
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3.13.1.1 Analise da fragmentacdo de 8-oxo0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

gerada na reac&o de 2'-desoxiguanosina_com *°Os.

Os fragmentos do ion produto gerado pela clivagem da ligagao N-glicosidica
apo6s a fragmentagao provocada do ion precursor m/z 284 foi analisado no sistema
HPLC/MS/MS com os seguintes parametros de fragmentagao do ion produto: EP foi
mantida em 10 V, CE 25V, CXP 12V e DP 50 V, para m/z 168. Desta forma 10 pL

foi injetado neste sistema.

3.13.2. Caracterizacdo e Deteccdo dos diastereoisbmeros da

espiroiminodihidantoina gerados na reacdo de 2’-desoxiguanosina e 8-oxo0-7,8-

dihidro-2'-desoxiguanosina com °0s,

Os produtos foram inicialmente separados em uma coluna analitica Luna NH;
(250 x 4,6 mm, 5 ym) da Phenomenex® de forma isocratica com fluxo de
0,8 mL.min™", sendo a fase mével constituida por 80 % de MeOH em uma solucéo 10
mM de formiato de amdnio, com detector UV programado para detec¢cdo em
comprimento de onda de 230 nm.

A dSp foi analisada no espectrbmetro de massas com ionizacdo por
eletrospary no modo positivo e detectada por SRM. A transi¢gdo m/z escolhida para
[M + H]" foi 300 > 184 e o espectro de massas do ion precursor foi adquirido na

faixa de 40 a 400 m/z.
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3.13.2.1 Analise da fragmentacdo de espiroiminodihidantoina gerada na

reacéo de 2'-desoxiguanosina e 8-oxo0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina com *°0s,

Para o estudo das fragmentagcbes dos diasterecisbmeros da
espiroiminodihidantoina utilizou-se o sistema HPLC/MS/MS descrito no item 3.13.2,
com os mesmos parametros para a fragmentacdo do ion precursor das transi¢cdes
analisadas. Para as fragmentagbes do ion produto gerado pela perda de 116

unidades de massas equivalente a quebra da ligagao N-glicosidica.

3.13.3 Caracterizacdo e deteccdo de imidazolona e oxazolona geradas na

reacéo a 2'-desoxiguanosina e 8-oxo0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina_com *°Qs,

Para analises dos produtos de oxidagao gerado, inicialmente foram separados
em uma coluna analitica Luna NH (250 x 4,6 mm, 5 ym) da Phenomenex® de forma
isocratica com fluxo de 0.8 mL.min™", sendo a fase movel constituida por 75 % de
ACN em uma solugdo 10 mM de formiato de amdnio, com detector UV programado
para detecgdo em comprimento de onda de 230 nm. Desta forma 5 L foi injetado no
sistema HPLC/MS.

As transicdes especificas para cada ion precursor [M + H]" foram monitoradas

no modo SRM com m/z 229 - 113 para imidazolona e 247> 131.
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3.13.4 Caracterizacdo e deteccdo de X; e X, gerados na reacdo de 2'-

desoxiguanosina e "°Ns-2'-desoxiguanosina com *°Qs,

Os produtos X4 e X; (isbmeros ainda nao identificados) foram analisados
através de um espectrbmetro de massas com ionizagdo eletrospary no modo
positivo e detectada por SRM. A transi¢gdo m/z escolhida para [M + H]" foi 300 -
184 e o espectro de massas do ion precursor foi adquirido na faixa de 40 a 400 m/z.

Os parametros do espectrébmetro de massas foram ajustados de forma a se
ter a melhor aquisi¢cao, para o potencial de entrada (EP) foi fixado a 10V, energia de
colisdo (CE) foi de 17 V, o potencial de colisdo na saida (CXP) de Q2 foi de 12V e a
diferenga de potencial entre QO e a orifice plate, declastering potencial (DP) em 50

V.

3.13.4.1  Analise da fragmentacdo da X; e X> gerados na reacdo a 2'-

desoxiguanosina e °Ns-2'-desoxiguanosina com 0.

Os parametros utilizados para as fragmentagdes do ion produto referentes a
clivagem da ligagéo N-glicosidica de X4 e Xy foram EP 10 V, CE 20 V, CXP 12V e
DP 50 V, para m/z 184. Desta forma 30 uL foi injetado no sistema HPLC acoplado a

espectrometria de massas.




Materiais e Métodos - 129

3.14 Andlise dos produtos formados na reagdao da 8-metoxi-2’-

desoxiguanosina (MeOdGuo) com 0.

A ozonizagado da 8-MeOdGuo em D,0 ou H,O por 5 minutos com fluxo de 6
mL por minuto a 140mg por hora de O3 a temperatura ambiente levou a formagao
dos produtos diz, dOz e os diastereoisémeros da dSp contendo o grupo metoxi (8-
MeOdSp). A presenga desses produtos foi detectada pelas andlises de HPLC-
MS/MS, usando a fungao perda neutra de 116 unidades com as transigbes com m/z
=229, 247 e 314.

As amostras foram injetadas no equipamento de HPLC Agilent, com o
detector UV programado para detecgcdo em comprimento de onda em 230 nm. A
detecgdo no espectrobmetro de massas foi feita no modo no modo eletrospray
positivo em um espectrdbmetro de massas triplo quadrupolo sendo o terceiro
quadrupolo uma camara hibrida ion trap linear (APl 4000 Q-TRAP, Applied
Biosystems).

Para separagado foi usada a coluna LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 uym) da
Phenomenex® e um gradiente linear partindo de 3 % MeOH em solugédo 10 mM de
formiato de amonio por 10 min e indo a 15 % MeOH em 6 min, a 25 % em 4 min e a
50 % em 5 min, mantendo a 50 % por 5 min e retornando a 15 % em 5 min e
finalmente a 3% em 3 min e mantendo a 3% por 7 min para estabilizar a coluna com
fluxo de fase movel de 0,6 mL.min™".

A MeOdGuo foi incubada com DHPNO, como padrdo da formacado dos

produtos gerados pelo oxigénio singlete e analisada da mesma forma.
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3.15 Geragao do ozodnio isotopicamente marcado no atomo de oxigénio

molecular-18.

Esse sistema foi desenvolvido com a finalidade de gerar ozbnio
isotopicamente marcado a partir do 20, (329'), em um sistema fechado baseado em
um sistema proposto por (Subke et. al., 2009). Este sistema é composto por: cilindro
de 0, (*zy), bomba peristéltica, ozonizador, agitador bomba a vacuo e conexdes. A

figura 3.2 ilustra a montagem do sistema desenvolvido, figura 3.2.

Bomba dg vacuo

. ] i
1802 (329-) —
[P ———

Figura 3.2 - Sistema de geragéo de 0z6nio marcado isotopicamente com atomo de

1802 (329-).
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3.15.1. Captacdo quimica do '®0, (*4,) gerado na reacdo da 2-

desoxiguanosina com *05_utilizando EAS e gerando EAS™0,,

0 "0, ('A4) gerado durante a reagéo da dGuo com 03 (°y) foi monitorado
utilizando-se o captador antracénico quimico hidrossoluvel EAS.

Uma solucado de 3 mL de EAS 8 mM em D,O foi misturado a 1 mL de uma
solucdo de dGuo 5 mM em D;0, a mistura foi transferida para um baldo de 10 mL
com duas bocas, sendo que uma delas € um borbulhador. O oxigénio molecular
dissolvido na solugédo foi removido através de 5 etapas sucessivas de congelamento
em nitrogénio liquido e descongelamento apds vacuo. Apds essa etapa o sistema foi
alimentado por %0, (3Zg') de forma que a pressao igualou se aproximadamente a 1
atmosfera. Desta forma o fluxo de '°0; (°Zy) passou através do ozonizador com
auxilio de uma bomba peristaltica, assim gerando ®0s a reagdo prosseguiu-se por 1
hora com constante agitagao. O balao foi revestido com papel aluminio, pois 0 EAS
é fotossensivel. A reacao foi realizada em temperatura ambiente.

Ao decorrer da reagcdo uma aliquota de 20 ul da mistura de reacao foi
injetada em um sistema composto por HPLC Agilent, com o sistema cromatografico
descrito acima acoplado em um espectrédmetro de massas triplo quadrupolo sendo o
terceiro quadrupolo uma camara hibrida ion trap linear (APl 4000 Q-TRAP, Applied
Biosystems) no modo eletrospray negativo. Sendo que, cutain gas foi de 15 psi,
temperatura 600° C, gas de nebulizagdo e gas auxiliar 50 psi, voltagem aplicada no
spray de ions na fonte Turbo lon Spray - 4500 V, gas de colisdo médio, o potencial

de entrada (EP) foi fixado a — 10 V, energia de colisdo foi de - 13 V, o potencial de
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colisdo na saida de Q2 foi de — 7 V e a diferenga de potencial entre Q0 e a orifice
plate, declastering potencial em 50 V.

A deteccado do EASO; foi realizada como uma coluna de fase reversa Luna
LC-18 (150 mm 4.6 mm, tamanho de particula 5 ym, Phenomenex®, CA), com fase
moével acetonitrila ( solvente B) e formiato de aménio 25 mM (solvente A), partindo
de um gradiente linear: 12 % B a 15 % em 15 min, indo a 20 % em 2 min e a 60 %
em 3 min, mantendo a 60 % por 5 min e finalmente retornando a 12 % em 3 min. O
fluxo utilizado foi de 0.8 mL.min™". O eluente foi monitorado pelo detector UV em 215
nm e com o espectrometro de massas utilizando o modo de ionizagdo electrospray
negativo (ESI-). A aquisicédo dos dados foi no modo scan total na regido de massa
de 100 — 500 m/z e foi detectada no modo SRM, selecionado a transicido de massas
(moléculas duplamente carregadas) 228, 229 e 230 para 212, referente ao EAS'0,,
EAS'0'™0 e EAS'®0,, respectivamente. Os dados foram processados pelo software
Analyst.

Como controle da reacao utilizou-se o0 mesmo sistema fechado mencionado
acima, no entanto o sistema foi alimentado com "0, (*,) em uma solugéo de 4 mL
de EAS 8 mM em D,O ou H;O, a reagao prosseguiu-se por 1 hora. As aliquotas
foram retiradas a cada 15 minutos e prosseguiu-se analisando-as imediatamente,
como descrito acima, porém a transicdo de massa selecionada foi de 228 > 212

equivalente ao EAS'®0O,, ndo marcado.
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3.15.2 Caracterizacdo dos produtos oxidados gerados na reacao de 2'-

desoxiguanosina e 8-0x0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina com **0s,

Para essa reacido neste tipo de sistema seguiu-se 0 mesmo procedimento
descrito acima, quanto as etapas de congelamento e descongelamento para
remog&o do °0; (*%y) dissolvido no sistema, o fluxo de 0, (°%y) de forma que a
presséo do cilindro atingiu aproximadamente 1 atm.

Em um baldo de 10 mL adicionou-se uma solu¢cdo de dGuo 5mM ou 8-
oxodGuo 5 mM em DO, a reagao prosseguiu-se a temperatura ambiente, com
agitacado constante por 5 horas. Apds o término da reacéo a solugao foi transferida

para um frasco &mbar e mantida a - 20°C.

3.15.2.1. Caracterizacdo e deteccdo de 8-oxo0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

gerada na reacdo a 2’-desoxiguanosina com *20s.

As aliquotas de 5 pL foram injetadas e analisadas no espectrbmetro de
massas, APl 4000 Q-TRAP, Applied Biosystems, como descrito no item 3.13.1,
monitorada por SRM, as transi¢cdes m/z escolhidas para [M + H]" e [(M + 2)+ H]
foram 284 > 168 e 286 >170, respectivamente, com o0s seguintes parametros:
potencial de entrada foi fixado a 10V, energia de colisdo foi de 18 V, o potencial de
colisdo na saida de Q2 foi de 10V e a diferenga de potencial entre Q0 e a orifice

plate, declastering potencial em 50 V.
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3.15.2.1.1 Analise da fragmentacdo de 8-oxo0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina

isotopicamente marcada_gerada na reacdo de 2’-desoxiguanosina_com *°0s,

Os fragmentos do ion produto gerado pela clivagem da ligagao N-glicosidica
apo6s a fragmentagao provocada do ion precursor m/z 284 ou 286 foram analisados
no sistema HPLC/MS/MS descrito acima com os seguintes parametros de
fragmentagao do ion produto: EP foi mantida em 10 V, CE 25V, CXP 12 V e DP 50

V, para m/z 168 e 170. Desta forma 30 pL foi injetado neste sistema.

3.15.2.2 Caracterizacdo e deteccdo dos diastereoisbmeros da

espiroiminodihidantoina gerados na reacdo de 2’-desoxiguanosina e 8-oxo-7,8-

dihidro-2'-desoxiguanosina com 20s.

Uma aliquota de 5uL da dSp foi analisada injetada no espectrbmetro de
massas com ionizagao por eletrospary no modo positivo e detectada por SRM. As
transicdes m/z escolhidas para [M + H]"; [(M + 2) + H]"; [(M + 4)+ H]" foram 300 =>
184; 302 > 186 e 304 > 188, respectivamente. Os parametros do espectrémetro de

massas e as condi¢cdes cromatograficas foram descritas no item 3.13.2
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3.15.2.2.1  Analise da  fragmentacao de espiroiminodihidantoina

isotopicamente _marcada gerada na reacdo de 2’-desoxiguanosina e 8-0x0-7,8-

dihidro-2'-desoxiguanosina com *%0s,

Para o estudo das fragmentagbes dos diasterecisbmeros da
espiroiminodihidantoina isotopicamente marcado utilizou-se o sistema HPLC/MS/MS
descrito no item 3.13.2, com os mesmos parametros para a fragmentagdo do ion
precursor das transi¢des analisadas. Para as fragmentagdes do ion produto gerado
pela perda neutra de 116 Da equivalente a quebra da ligagao N-glicosidica utilizou-
se 0s seguintes parametros: EP foi mantidaem 10V, CE23V,CXP 12V e DP 50V,

para m/z 184, 186 e 190. Desta forma 30 pL foi injetado neste sistema.

3.15.2.3. Caracterizacdo e Deteccdo de imidazolona e oxazolona

isotopicamente _marcadas geradas na reacdo a 2’-desoxiguanosina e 8-o0x0-7,8-

dihidro-2'-desoxiguanosina_com **0s,

Do mesmo modo 5 pL foram injetados no sistema HPLC/MS descrito no item
3.13.3. As transicdes especificas para cada ion precursor [M + H]" e [(M + 2)+ HJ
foram monitoradas por SRM com m/z 229 - 113 e 231> 115 para imidazolona e
247> 131 e 249 > 133 para oxazolona, com os seguintes parametros: EP foi

mantidaem 10V, CE 16 V, CXP 10 Ve DP 50 V.
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3.15.4 Caracterizagdo e detec¢do de X; e X, gerados na reacdo a 2'-

desoxiguanosina e °Ns-2'-desoxiguanosina com *°0; .

Os produtos X; e X, foram analisados através de um espectrOmetro de
massas com ionizagao eletrospary no modo positivo e detectada por SRM. A
transicdo m/z escolhida para [M + H]* foi 300 = 184 e o espectro de massas do
ion precursor foi adquirido na faixa de 40 a 400 m/z.

Os parametros do espectrébmetro de massas foram ajustados de forma a se
ter a melhor aquisicdo, para o potencial de entrada foi fixado a 10V, energia de
colisdo foi de 17 V, o potencial de colisdo na saida de Q2 foi de 12V e a diferenca de

potencial entre QO e a orifice plate, declastering potencial em 50 V.

3.15.4.1  Analise da fragmentacdo da X; e X> gerados na reacdo a 2'-

desoxiguanosina e °Ns-2'-desoxiguanosina com 0.

Os parametros utilizados para as fragmentagdes do ion produto referentes a
clivagem da ligacao N-glicosidica de X4 e X, foram: EP 10V, CE 20V, CXP 12V e
DP 50 V, para m/z 184. Desta forma 30 L foi injetado no sistema HPLC acoplado a

espectrometria de massas.
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3.16 Caracterizagao dos produtos oxidados gerados na reagdo da

[°*Ns]-2’-desoxiguanosina com '°0;.

Com o intuito de auxiliar na proposta de mecanismo de reacdo da dGuo com
ozébnio foram feitos estudos na caracterizacdo das modificagdes na base utilizando
como ferramenta a dGuo isotopicamente marcada com atomos de nitrogénio-15. As
solugdes da ['°Ns] dGuo foram preparadas 5 mM em D,O em trés pH'’s (2,0;6,0e
9,0) e ozonizadas por 5 minutos com fluxo de 6 mL por minuto com 140 mg por hora
de ozbnio a temperatura ambiente. Para a analise dos produtos de oxidagao utilizou-
se o sistema HPLC (com metodologias distintas para as diferentes modificagcdes)
acoplado ao espectrometro de massas como descrito no item 3.13.2. As condi¢des
de ionizagdo, fragmentagcao e otimizacao da fonte eletrospray foram mantidas para
todas as modificagdes estudas e ja relacionadas nos itens acima.

Desta forma as analises para a espiroiminodihidantoina foram obtidas como
descrito no item 3.13.2.2 e detectada por SRM. A transi¢éo escolhida [(M + 5) + H]"
m/z 305 > 186 referente aos cinco nitrogénios contidos na estrutura. Posteriormente
analisaram-se as fragmentagdes do ion produto [((M + 5) — 116) + H)]" indicativo da
perda da ribose.

Sendo assim para a 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina, condi¢cbes
descritas no item 3.13.2.1, foi monitorado por SRM a transi¢cao do ion precursor com
m/z 289 - 173 de tal modo a fragmentagéo do ion produto foi analisada m/z 173.

Finalmente para a imidazolona e oxazolona as condigbes utilizadas foram
descritas no item 3.13.3. Para a detecg¢ao por SRM foi escolhida as transigbes [(M +

4)+ H]" com m/z 233> 117 e 251 = 151, respectivamente. Para as analises da
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fragmentagéo do ion produto selecionou-se 117 e 151 referente a perda de 116 Da,

desoxiribose.

3.17 Caracterizagao dos produtos oxidados gerados na reagao de

2’-desoxiguanosina e 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina com 0.

Para avaliar a incorporagdo de apenas um atomo de oxigénio-18 devido ao
ataque nucleofilico da H,'®0 ou outro possivel mecanismo de reagdo do ozdnio
envolvendo a formacao de espécies radicalares utilizou-se mais essa ferramenta da
marcacao isotopica no oxigénio -18. Deste modo elegemos uma composicdo de
solventes organicos a qual foi formada por 25 % de metanol, 50 % de acetonitrila
deuterada e 25 % de agua marcada. Deste modo uma solugdo 5 mM de dGuo ou 8-
oxodGuo em metanol foi adicionada a outra parte da proporgdo do solventes.
Apenas para a 8-oxodGuo foi feita uma solucdo somente em H,'%0, ou seja, uma
pequena quantidade foi dissolvida em 50 uyL de agua marcada. Estas solugbes
foram ozonizadas por 5 minutos a um fluxo de 6 mL por minuto a temperatura
ambiente com 140 mg por hora de ozbnio. Os produtos provenientes destas
reacdes foram analisados pelo sistema HPLC acoplado a espectrometria de massas,
as condi¢des de detecgao, SRM, fragmentagao e otimizagao da fonte mantiveram-se
as mesmas como ja mencionado nos itens acima. As transi¢coes selecionadas foram

acrescida de 2 ou 4 Da para a dSp, 8-oxodGuo, imidazolona e oxazolona.
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4 RESULTADOS

41 Medidas de concentragao de ozénio

4.1.1 lodometria

A iodometria consiste em um método indireto na dosagem de espécies
oxidantes pela adicdo de um excesso de iodeto. O iodeto é oxidado a iodo e
posteriormente este é titulado com uma solucdo padrao de tiossulfato de sédio,
basicamente essa titulagcdo se fundamenta na reacao reversivel de oxirredugédo. A
principio foi feita a padronizacdo do tiossulfato de sédio hidratado, Na;S,03.5H,0,
pois ndo se tem certeza quanto ao seu conteudo de agua, devido a sua natureza
higroscopica. Sendo assim, utilizou-se iodato de potassio (KIO3) como padréao
primario, os resultados dos volumes encontrados na titulagdo sdo mostrados na

tabela 4.1 juntamente com a concentragao do titulante.

Tabela 4.1 — Padronizacao do tiossulfato de sodio por titulagéo.

Kl1Os (g) S,05% (mL) $,05% (M)
0, 0114 31,2 0, 01024
0, 0104 27,0 0, 01079
0,0118 32,3 0, 01024

0, 0107 29,0 0,01034
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A concentragao padronizada de tiossulfato de sédio encontrado foi 0,0104 +
0,0003, ou seja, 10,4 mM. Para as solu¢gdes com concentragdes menores de ozdnio
utilizou-se S,05% 2,085 mM, ou seja, 5 vezes mais diluida.

Apos a padronizagao determinou-se as concentracdes de ozdnio em solugao
a 25 e 50% do potencial de reducédo do ozonizador nos fluxos de gas dioxigénio de 6

mL e a 25%; fluxo de 8 mL, os resultados estdo apresentados na tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Resultados da quantificacao do ozbénio por iodometria indireta.

lodometria
25% 6 mL.min* 25% 8 mL.min* 50% 6 mL.min™*

vs,os mL Osppm vsoo?mL Ozppm Vs,oZmL Oz;ppm

1 0,100 1,668 0,125 2,085 0,200 3,36
2 0,100 1,668 0,125 2,085 0,180 3,00
3 0,100 1,668 0,145 2,418 0,185 3,08
4 0,100 1,750 0,150 2,502 0,190 3,17

A partir destes resultados calculou-se a média, o desvio padrdo e o erro de
cada sistema escolhido. Desta forma para o sistema a 25% a 6 mL por minuto
obteve-se 1,69 + 0,04 ppm de O3, erro de 2,43%. Para o sistema a 50% a 6 mL por
minuto obteve-se 3,15 = 0,15 ppm com erro de 4,91%. Finalmente quantidade
encontrada de O3 no sistema de 25% a 8 mL por minuto foi de 2,27 + 0,22 ppm com

erro igual a 9,6%.
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4.1.2 Avaliacdo da concentracdo de o0zbnio por Espectrofotometria UV-

Visivel.

Inicialmente foi avaliado o comprimento de onda de absor¢ao maxima (L) e a
absortividade molar (¢) da solugdo saturada de ozbénio em D,O a 25°C em uma

cubeta de quartzo. O espectro de absorgdo esta apresentado na figura 4.1

(absortividade molar foi de 2900 mol™" L.cm™).
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Figura 4.1 —Espectro de absorg¢ao do ozénio em solugéo (D,0) na regiao

ultravioleta.

A concentragao de oz6nio foi determinada espectrofotometricamente com A e
¢ previamente determinado. Nos sistemas elegidos, os quais abrangem ao potencial

do ozonizador em 25% e 50% e nos fluxos de gas oxigénio 6 e 8 mL por minuto, as
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medidas foram feitas de acordo com o método descrito no item 3.4.3, os resultados

estdo apresentados na tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Resultados da quantificacdo do ozbénio por UV.

Absorbancia em A 259 nm
25% 6 mL.min™ 25% 8 mL.min™ 50% 6 mL.min*

Aosg O3z ppm Aosg O3 ppm Aosg O3 ppm

1 0, 1428 2,36 0, 1900 3,14 0, 1505 2,49
2 0, 1437 2,38 0, 1907 3,15 0, 1648 2,73
3 0, 1430 2,37 0, 1861 3,08 0, 1505 2,49
4 0, 1428 2,36 0, 1800 2,98 0, 1688 2,79

A partir destes resultados calculou-se a média, o desvio padréo e o erro de
cada experimento.

Sistema de 25% a 6 mL.min™' = (2,36 + 0,01) ppm erro = 0,40%.

Sistema de 50% a 6 mL.min™" = (3,08 + 0,08) ppm erro = 2,53%.

Sistema de 25% a 8 mL.min™" = (2,625 + 0,20) ppm erro = 6,01%.

Os fluxos e potencial de reducdo do ozonizador para os experimentos
realizados acima foram escolhidos por gerar menores concentragbes de ozénio em
solugdo, sendo menos agressivo, permitindo amplas condigbes de analises dos

produtos primarios formados.




Resultados - 143

4.2 Sinteses: Do endoperoxido 1,4-dimetilnaftaleno - 8-oxo-7,8-dihidro-2’-

desoxiguanosina - Diastereoisémeros da Espiroiminodihidantoina.

4.2.1 Endoperoéxido de 1.4-dimetilnaftaleno.

O endoperoxido de 1,4-dimetilnaftaleno foi preparado através da reacgao de
fotossensibilizagado utilizando azul de metileno como fotossensibilizador e um Dewar
encamisado que possui uma lampada de halogénio. O endoperoxido de 1.4-
dimetilnaftaleno (DMN) é hidrofébico e termodecompde-se gerando 70 % de O-
(1Ag) e DMN, a reacao esta representada na figura 4.2. (Pierlot et. al., 2000).

A caracterizagcdo do DMNO, foi realizada acompanhando a termdlise do
endoperoxido, monitorada por espectrometria UV-Visivel a 288 nm correspondente
ao anel naftalénico em duas temperaturas a 37° C e a 60° C.

A figura 4.3.(A) exibe a decomposicdo do DMNO; evidenciando a
dependéncia da temperatura na termélise, desta forma a 60° C em 50 minutos todo
endoperoxido foi destruido de forma linear o contrario é visto na curva a 37 °C , a
qual levou 300 minutos, demonstrando um comportamento diferente na cinética.

A figura 4.3 (B) apresenta uma sobreposigado dos espectros do endoperoxido
adquiridos por 224 minutos a cada 10 minutos a 37 °C. Nota-se que a principio no
tempo zero a banda em 288 nm relativa ao anel é bem pequena e com o tempo de

termolise ha o surgimento da banda.
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Figura 4.3 — (A) Cinética da termdlise do endoperdéxido DMNO, 63 mM em metanol
a 37°C e 60°C monitorando a absorgdo em 288 nm. (B) Sobreposi¢ao de espectros
mostrando o surgimento da banda em 288 nm a medida que o endoperoxido &

destruido a 37°C.

As medidas de luminescéncia no decaimento monomolecular na transigdo O
('Ag) = 02 (*zy) em A=1270 nm da termolise do DMNO, a 37°C em metanol foram
adquiridas utilizando uma fotomultiplicadora sensivel na regido do infravermelho
(descrita no item 3.2). A figura 4.4 (A) mostra a emissdo de luz, cuja intensidade

aumenta até atingir o estado estacionario da concentracdao do O, (1Ag) onde a
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intensidade da emissao se torna constante. A partir desse patamar da luminescéncia
um espectro de emissao de luz foi adquirido na faixa de 1200 a 1350 nm, com o
intuito de obter uma clara evidéncia da formagao O, (1Ag) da termoélise do DMNO,,

figura 4.4 (B).
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Figura 4.4 - (A) Emiss&o da quimiluminescéncia obtida da transicdo O, ('Ag)
— Oy (329') em A=1270 nm da termdlise do DMNO,; 63mM a 37°C em metanol. (B)

Espectro de emissao da quimiluminescéncia obtida da termélise do DMNO, 63 mM a

37°C em metanol.

4.2.2 Sintese da 8-0x0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina

A primeira etapa da sintese da 8-oxodGuo foi feita como descrito no item
3.6.2.2. A formacgado da 8-bromo-2’-desoxiguanosina (8-BrdGuo) foi acompanhada
por HPLC com detecgdo UV programada em 260 nm utilizando um detector DAD. A
figura 4.5, (A) mostra no cromatograma a formacado da 8-BrdGuo o primeiro

intermediario da rota de reagcao em funcdo do consumo de dGuo a partir da adigao
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de bromo. Os espectros de absor¢ao do produto de partida dGuo e o produto da
reacao 8-BrdGuo podem ser vistos na figura 4.5 (B).

Apoés a recristalizagdo do produto, foi realizado um RMN de préton para
confirmar a estrutura do produto intermediario de interesse para a continuagcédo da
rota sintética. Deste modo, os seguintes deslocamentos quimicos de RMN de préton
em DMSOds foram encontrados (2,5 ppm), apresenta os seguintes sinais & (ppm),
2,10 - 2,39 (m, 2H, 2’-H), 3,40 - 3,62 (m, 2H, 5-H), 3,63 - 3,84 (m, 1H — 3’-H), 4,18-

4,52 (m 1H, 4’ - H), 4,78 - 5,32 (m, 2H, 3’ e 5-OH) (Lin.,T. S., et. al.,1984).
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Figura 4.5 — (A) O cromatograma apresenta a formagéo de 8- BrdGuo a partir da
adicao de aliquotas de Br,, em fungado do consumo de dGuo, monitorados por HPLC
em uma coluna de fase reversa Luna C-18 (250 x 5 mm, 5 ym) separados de modo

isocratico, com fase mével constituida 10% de ACN e agua a um fluxo de
0,8 mL.min"" com deteccdo UV programado em 260 nm. (B) Espectro de absorgao
da 8-BrdGuo( A = 260nm), e dGuo ( A = 254nm), monitorados durante as analise

por HPLC.
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A segunda etapa da sintese da 8-oxodGuo foi feita obtendo o produto 8-
(benziloxi)-2’-desoxiguanosina como descrito no item 3.6.2.3. Apds a recristalizagao
do produto, foi realizado um RMN de préton para confirmar se realmente o produto
obtido é a estrutura de interesse para a continuacdo da rota sintética. Assim o
produto possui os seguintes deslocamentos quimicos de RMN de préton em
DMSOds (2,5 ppm), apresenta os seguintes sinais & (ppm), 2,05 -2,40 (m, 2H, 2’-H),
3,61-3,2(m, 1H, 3’- H), 4,12 - 4,40 (m, 1H, 4'H) (Lin.,T. S.,et. al.,1984).

A ultima etapa da sintese prosseguiu-se de acordo com o descrito no item
3.6.2.3. Apds a hidrogenacao uma aliquota do meio reacional foi diluida em injetada
no HPLC para ver se essa etapa foi satisfatéria. O catalisador foi eliminado por
filtracdo a vacuo com celite. O solvente foi seco com um rotaevaporador. O produto
foi recristalizado com metanol e seco. O sdlido final apresentou uma cor amarelo
palha.

A 8-oxodGuo foi purificada e detectada através das analises por HPLC
representada na figura 4.6 - (A) o cromatograma obtido da sintese final, (B) a
ampliagado do pico purificado e (C) o espectro de absor¢ao do produto da 8-oxodGuo
adquirido na faixa de 200 nm 350 nm no detector DAD.

Posterior a purificacdo, o produto foi rotoevaporado para remogao da fase
movel durante a purificacdo até obter se um soélido de cor branca. Este produto foi
solubilizado em Metanol/ H,O (9:1) analisado por HPLC, como ilustra a figura 4.7, o
cromatograma e seu espectro de absorgao, para a confirmagado de um produto de

interesse puro sem qualquer oxidagdo do mesmo.
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Figura 4.6 — (A) O cromatograma obtido na purificacdo da 8-oxodGuo por HPLC

utilizando um coluna semi-preparativa LC-NH, Luna (250 x 10 mm, 5 ym) da

Phenomenex®. A separacio foi feita com um fluxo de 3,8 mL.mim™ de forma

isocratica, sendo a fase movel constituida de 70% de metanol e H,O, com deteccao

em 254 nm. (B) A ampliagao do sinal com tempo de retengédo em 21 minutos. (C)

Espectro de absor¢cado da 8-oxodGuo obtido durante a corrida da purificagao.
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Figura 4.7 — Cromatograma da 8-oxodGuo purificada por HPLC com uma
coluna LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Phenomenex®, analitica. A identificacao foi
feita com um fluxo de 0,8mL.min"", a deteccao foi feita no parametro utilizando UV
programando para detecgdo em comprimento de onda de 254 nm e monitorado por
PDA programado com detecc¢ao na faixa de 200 a 400nm, espectro de absorgéo no

lado direito superior.

A 8-oxodGuo sintetizada foi analisada também por HPLC-MS no modo de
ionizacdo electrospray positivo (ESI), com temperaturas da fonte e de
dessolvatagao de 100 e 200 °C, respectivamente e voltagem do cone em 15V e com
a energia de colisdo de 15 eV. Observa-se na figura 4.8 (A) o cromatograma no
modo SRM, selecionado a transicao de massa m/z 284 - 168, (B) o cromatograma

monitorado em 254 nm, com o espectro de absor¢cdo em A= 254 nm e (C) o
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espectro de massas obtido no modo ESI+ com potencial de cone em 15V e energia

de colisdo 10 eV, analisados em fase reversa.
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Figura 4.8 — Analise por HPLC-ESI/MS obtida apés a purificagdo da 8-oxodGuo -
(A) cromatograma no modo SRM (ESI*), m/z 284 > 168, transigao referente a
clivagem da ligacdo N-glicosidica. (B) cromatograma com detecgédo UV-Vis
(A =254 nm), a figura inserida corresponde ao espectro UV-Vis da 8-oxodGuo
e (C) Eespectro de massas do sinal do produto que elui em 22 minutos.

dR corresponde a 2-desoxirribose.
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4.2.3 Sintese e purificacao dos diastereoisémeros da

espiroiminodihidantoina.

A dSp foi preparada pela foto-oxidagdo da dGuo por azul de metileno. A
fotossensibilizagdo tanto pode oxidar os substrato pela reagdo do tipo | ou Il, a
utilizagao do filtro “cut-off” 590 nm, favorece a rota do tipo Il, ou seja, pelo O, (1Ag)
que reage com a dGuo formando como produtos principais os diastereoisdmeros da
dSp (Niles et. al., 2001) e em concentragées menores a 8-oxodGuo (Buchko et. al.,
1995; Ravanat e Cadet; 1995; Martinez et. al., 2003).

A purificacdo dos diastereocisémeros foi feita conforme descrito no item 3.6.3
A figura 4.9 - (A) mostra no cromatograma o sinal referente a dSp com tempo de
eluicdo em 7,5 minutos e (B) exibe a ampliagao do pico coletado.

As fragbes coletadas, correspondentes aos diastereoisdbmeros da dSp, foram
rotoevaporadas e liofilizadas e seus espectros de massas foram obtidos, no modo
electrospray positivo SRM no modo SRM m/z 300 - 184 acoplado HPLC com as
seguintes especificagbes: coluna LC-18 (250 x 4,6 mm, 5um) da Phenomenex®. A
separacao foi feita com um fluxo de 0,8 mL.min™ de forma isocratica com fase mével
de 85% ACN e formiato de aménio 25 mM. A figura 4.10 resume em (A) Analise por
HPLC-ESI/MS no modo SRM ESI+ m/z 300 - 184, transicao referente a perda da
desoxirribose (dR) em (B) Cromatograma com detecgdo UV-Vis (A = 230 nm), a
figura inserida corresponde ao espectro UV-Vis da dSp e (C) Espectro de massas do
sinal do produto que elui em 4 minutos. Nos cromatogramas é importante notar que
os diastereoisdmeros da dSp ndo separam na coluna C-18 e o tempo de retengao é

préximo do volume morto em 4 minutos.
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Figura 4.9 — (A) Purificacdo da dSp por HPLC e com detecgdo em A = 230 nm em

fase normal com uma coluna para LC-NH; (250 x 4,6 mm, 5 um), de forma

isocratica com fluxo de 2,0 mL.min™!, sendo a fase mével constituida por 0,5 % de

ACN e H,0. (B) Ampliagao da regiao exata da coleta, as setas indicam o preciso

momento do inicio e o término da purificacao.
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Figura 4.10 - (A) Analise por HPLC-ESI/MS obtido no modo ESI+ dos

diastereoisdmeros da dSp m/z 300 - 184, transi¢ao referente da perda da

desoxirribose (dR). (B) Cromatograma com deteccao UV-Vis (A = 230 nm), a figura

inserida corresponde ao espectro UV-Vis da dSp e (C) Espectro de massas do sinal

do produto que elui em 4 minutos.
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4.3 Medidas da emissao monomolecular do O, (1Ag) na reagao de O; com

2’- desoxiguanosina.

Evidéncias da geragdo de O (1Ag) na reagdo do ozbnio com a 2-
desoxiguanosina (dGuo), foram obtidas através de medidas de emissdo de luz
monomolecular na regido do infravermelho utilizando uma fotomultiplicadora
bastante sensivel a regido espectral do infravermelho, entre 800 a 1350 nm. Na
figura 4.11 observa-se um sinal bem intenso de emissdo de luz obtido ao injetar
dGuo 10 mM, concentracgéo inicial, em uma solugdo de O3z ambos em D,0O. Com o
intuito de confirmar se o sinal de emissdo de luz resultante é do decaimento
monomolecular do O, (1Ag) € comum utilizar azida (NaN3;) como supressor fisico.
Sendo assim NaNs; 10 mM foi adicionada a uma solucdo contendo dGuo 10 mM e
em seguida essa mistura foi injetada em uma cubeta contendo uma solucdo de Os;
saturada. Desta forma observou-se uma diminuigdo de aproximadamente 90% da
intensidade da quimiluminescéncia.

Na literatura é intensamente discutida a geragao de O (1Ag) a partir das
reacdes de ozbnio com varios substratos que possuam alta densidade eletrbnica, e
uma delas sao as aminas. De modo que Sonntag (2005) demonstrou que a azida
gera O, ('Ag) com 11% de rendimento em pH 7,0. Logo como controle do modelo
experimental adotado foi injetado NaN3 10 mM na mesma concentragdo usada no
experimento de supressao fisica e com volume de 0,15 mL a uma solucdo de
ozbnio, em D,0O, notamos que ndo houve emissdo de luz, Figura 4.12 (A). As
reacdes foram feitas em D,O para prolongar o tempo de vida da molécula no estado

eletronicamente excitada em 10 vezes quando comparada a agua. Outra forma de
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supressao fisica € a utilizacdo da agua, entdo a solugao de ozénio foi preparada em
agua e a solucao de dGuo em D,0, notamos a total supressdo do O, (1Ag) figura

4.12 (B).
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Figura 4.11 — A quimiluminescéncia foi detectada durante a injegéo de 0,15 mL de

dGuo (10 mM) em 0,135 mL de ozbnio (0,15 mM) ambos em D,O e em pH 6,0. Foi

adicionado 5 pL de NaN3 10 mM na solugdo dGuo 10 mM 145 L, e essa mistura foi
injetada em uma solugéo de ozbdnio, nas mesmas condigbes da reagao sem a

supressdo. O controle de dGuo 10 mM. As setas indicam o momento da injecao.
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Figura 4.12 — (A) A emissao de luz na regido do infravermelho proximo (1270 nm)
nao foi detectada para a reagcado de NaN3 (10 mM em D,0), a qual foi injetada
0,15mL em uma solugao de ozénio 0,135mL (0,15 mM). B — Supressao fisica do O,
(1Ag), utilizando H,O nas mesmas condi¢des, a dGuo 10 mM em D,O foi injetada a

uma solucao de O3, em H,O. As setas indicam o momento da injecéo.

Com a finalidade de verificar efeito da geracéo de O; (1Ag) em fungdo da
concentracao da 2’-desoxiguanosina na reagdo com o0zOnio, a concentragao de
ozébnio foi mantida constante (0,15 mM) pela dificuldade de manipula-lo. Portanto,
somente a concentragdo de dGuo foi modificada. Para este propdsito o arranjo
experimental constituiu-se por uma solugdo com volume de 1,8 mL de O3 0,15 mM

contida na cubeta, juntamente com a adicdo de 0,2 mL de dGuo nas seguintes
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concentragdes finais: 0,15; 1,5; 3,0; 4,5 ; 6,0; 7,5; 9,0 e 10,5 uM, as analises foram
conduzidas em agua deuterada.

O efeito da concentragédo da dGuo na geragao de O, (1Ag) mostrou um perfil
linear a medida que aumenta a concentragdo excetuando em 7,5 uM, figura 4.13.
Desta forma constaou-se que geracao de O (1Ag) € proveniente da reacdao do
nucleosideo com o Oz. Uma forte evidéncia foi constatada no momento da injecao
da dGuo em baixa concentragdo, a qual foi possivel observar uma emissao de luz
proveniente de uma segunda injecdo do nucleosideo na mesma solu¢do saturada de

O3, ou seja, 0 0zbnio ainda nao tinha sido todo consumido na reagao.
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Figura 4.13 — Medida da quimiluminescéncia da emissdo de luz em 1270 nm
proveniente do efeito da dependéncia da concentracdo de dGuo na reagdao com Os,

o qual foi mantido a concentragao constante (0,15 mM).
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44 Efeito do pH nas medidas da emissdo monomolecular do O, (1Ag) na

reacao de O; com os nucleosideos isolados e seus derivados e poliaminas.

Atualmente sabe-se da importancia do pH nos mecanismos de reacdo com o
ozobnio. Dependendo do grau de protonagao a constante de velocidade pode variar
substancialmente, além disso, para certos substratos a desprotonag¢ao pode mudar o
tipo de mecanismo de reagdo envolvendo o intermediario trioxido favorecendo a
formagdo de O, (1Ag). Outro fator importante € a dependéncia do pH na
decomposicao do Oz em meio aquoso, sera discutido mais adiante. Com essa
finalidade investigou-se a importancia da espécie secundaria, O» (1Ag), gerada e o
tipo de mecanismo de reagao em diferentes pH’s (2,0, 6,0 e 9,0) a partir das reagoes
do O3 com os substratos escolhidos. A figura 4.14 destaca as estruturas quimicas
dos nucleosideos e das bases nitrogenadas, os substratos utilizados para esse
arranjo experimental. Os valores dos pKa’s referentes aos nucleosideos e suas
bases nitrogenadas e as constantes de velocidade estdo resumidas na tabela 4.4.
Sendo assim as medidas de emissdo de luz na regidao do infravermelho foram

adquiridas com uma fotomultiplicadora, descrito no item 3.2.
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Figura 4.14 — Estrutura molecular dos nucleosideos e das bases nitrogenadas.
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Tabela 4.4 - Valores do pka e a constante de velocidade (k) de reagao com O3 dos

nucleosideos e de seus derivados.

k(L.mol".s"* k(L. .mol"s")* k(L. mol's")*

Substrato pKa
protonada desprotonada neutra
Adenina 415;9,8 5 1,3x10° 12
Citosina 4,6;12,2 18 1,5 x 10° 1,4 x10°
Guanina 2,5;9,2
Timina 9,9 - ~3,0 x1 0° 4,2 x 10*
2’-Desoxiadenosina 3,8 5 14
2’-Desoxicitidina 4,3 44 3,5x10°
2’-Desoxiguanosina 2,5; 9,2 1,9 X 10*
Timidina 9,8 - 1,2 x 10° 3,0 x 10

" Theruvathu J. A., 2001. ~ Fasman, G. D., 1975.

441 Medidas de emissdo monomolecular do O, (*4,) na reacdo das

purinas: 2'-desoxiguanosina, 2'-desoxiadenosina e 8-oxodGuo e com as bases

nitrogenadas Guanina, Adenina e Xantina com ozonio.

Investigamos o efeito do pH (2,0 ; 6,0 e 9,0) na geragao do O, (1Ag) a partir
da reacéo do ozénio com a dGuo. O procedimento experimental foi semelhante ao
descrito nos itens acima, com excegao da modificagdo do pH na solugao da dGuo.

Observamos em pH 6,0 a emissao de luz é pouco mais intensa quando
comparada a reagao conduzida em pH 9,0. Interessantemente em pH 2,0 o sinal de

emissdo é muito intenso, contudo o perfil do decaimento € o mesmo para todos os




Resultados - 161

pH’s estudados, sugerindo uma mudanga do mecanismo de reagao propiciado pela
mudanca da densidade eletrobnica da dGuo mediante a protonagcdo e a
desprotonacao. A figura 4.15 (A) ilustra a diferenga na intensidade de emisséo e a
simetria do pico nas reacoes.

A reagdo da 2’-desoxiadenosina (dAdo) com ozénio, a figura 4.15 (B)
apresenta um perfil da quimiluminescéncia no decaimento monomolecular igual ao
da adenina, em pH 2,0, a qual nao ha emisséao de luz. Diferentemente foi observado
para dGuo, pois comparando o comportamento de emissao de luz em meio acido ha
uma maior intensidade. Destacamos que todas as moléculas da dAdo estdo
protonadas, o valor de pka é 3.8, tabela 4.4. Para este nucleosideo a emisséo de
luz € pouco mais intensa em pH 6,0 quando comprado ao pH 9,0. Dentre todas as
bases a adenina e seus derivados € a Unica base que reage com ozbnio pelo
mecanismo radicalar, (Sonntag, 2001) determinou-se a constante de velocidade e
evidenciou uma mudanca no comportamento da velocidade quando adicionado
alcool tert butilico, ou seja, indicando o envolvimento do radical hidroxila. Embora,
nao haja nenhum mecanismo proposto na literatura.

As bases nitrogenadas, as purinas, possuem comportamento distintos de
emissao de luz nas reagdes conduzidas nos trés pH’'s quando comparados aos seus
respectivos nucleosideos.

O resultado obtido da detecgao de luminescéncia da guanina, figura 4.15 (C)
ilustra em pH acido a sua tendéncia e de seus derivados a favorecer uma maior
emissao de luz em 1270 nm. Porém o tempo de decaimento da emissao da guanina
tem uma duragédo de 10 segundos o contrario é visto para dGuo. Em pH 6,0 € 9,0 a
intensidade de emissao de luz sdo semelhantes, nao ha uma diferenca significativa.

O mesmo perfil da quimiluminescéncia é visto para adenina e seus derivados, figura
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4.15 (D), observa-se que em pH 9,0 a emissao € mais intensa, neste caso em pH
alcalino a luminescéncia é favorecida, sugerindo a desprotonagao do nitrogénio 1.

Um dos biomarcadores de estresse oxidativo mais estudados, a 8-oxodGuo
pode ser formada pela reagao direta da 2’-desoxiguanosina com radicais hidroxila,
(o)) (1Ag), O3 e com outras espécies reativas.

Com o objetivo de compor o estudo mecanistico da geracdo O (1Ag)
investigou-se a emissao de luz em 1270 nm da reagdo de 8-oxodGuo com Os. A
figura 4.15 (E) evidencia claramente que apenas os derivados da Guanina
apresentam luminescéncia em pH acido, diferenciando somente na sua intensidade.
No entanto para a 8-oxodGuo em pH 9,0 observa-se uma emissédo de luz intensa
comparada em pH acido, ao contrario foi visto para guanina e 2’-desoxiguanosina. O
perfil no decaimento da emissao apresenta cerca de 30 segundos em pH 6,0, o que
nao pode ser relatado em outros pH’s, pois 0 tempo de emissao é cerca de 8
segundos, ou seja, quase instantanea.

A xantina é um produto de desaminagédo da guanina ou a 2’-desoxiguanosina,
portanto suas estruturas sdo semelhantes exceto a fungdo organica carbonila no
Carbono 2. Como uma tentativa de elucidagdo dos mecanismos de reacgao,
investigamos a quimiluminescéncia da xantina e a geragdo de O, ('Ag). Os
experimentos foram realizados igualmente para os outros substratos. A figura 4.15
(F) - mostra visivelmente uma emissé&o de luz bem intensa em pH alcalino, 9,0.

Ao fazer o controle notamos uma emisséo de luz a 1270 nm quando injetou
se 150 pyL de solugdo de NaOH 0,1 M, sugerindo que os ions hidroxilas, ao
catalisarem a decomposi¢do do 0zonio podem gerar O, (1Ag) , como apresentado na

figura 4.16.
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Figura 4.15 — Emissao de luz detectada na transicdo monomolecular O (1Ag) —
O, (329') em A=1270 nm, nas reagdes com (A) 2’-desoxiguanosina (dGuo) 5 mM,;

(B) 2’-desoxiadenosina (dAdo) 5 mM ; (C) Guanina (Gua) 5 mM ; (D) Adenina (Ade)

5 mM; (E) 8-oxodGuo 5 mM e (F) Xantina 5 mM em pH 2,0, 6,0 e 9,0 quando
injetadas na cubeta contendo uma solugéo 0,15 mM de O3 em D,0O. As setas

pretas indicam o momento da injeg&o.
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Figura 4.16 — Deteccao da emissao de luz a 1270 nm ao injetar 150 yL de NaOH
0,1 M em 1350 uL de ozbnio 0,15 mM em D,0. A seta indica 0 momento da inje¢ao

manual do hidroxido de sddio.

4.4.2 Medidas de emissdo monomolecular do O, (*4,) na reacdo das

pirimidinas: 2’-desoxicitidina (dC), Timidina e suas bases nitrogenadas Citosina e

Timina com Os.

A 2’-desoxicitidina quando adicionada a uma solucao de ozdnio apresenta um
aspecto quimiluminescéncia (emissdo no decaimento monomolecular do O, (1Ag), de
forma clara, destaca-se a emissdo mais intensa em pH alcalino (9,0). Na reagao
conduzida em pH 2,0 a emissdo em 1270 nm é totalmente desfavorecida, figura 4.17

(A). De tal modo, as reagbes da citosina, base nitrogenada, em pH ( 2,0, 6,0 e 9,0)
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com o ozbdnio apresentaram os mesmos perfil e intensidade da luminescéncia na
transicdo monomolecular do O, (1Ag), figura, 4.17 (C).

O estudo da luminescéncia da timidina, apresenta um comportamento
diferente ao apresentado anteriormente para 2’-desoxicitidina, a emissao de luz &
ultra fraca ou nula. Observamos na reacdo em pH 6,0 e 9,0 ha um leve aumento da
intensidade do sinal, entretanto ndo se pode concluir efetivamente uma emissao
devido a pequena diferenga entre o sinal e o ruido da fotomultiplicadora. E em pH
acido, 2,0, ndo ha sinal, figura 4.17 (B). Esses resultados sdo compativeis com a
formagao do ozonida como intermediario no mecanismo de Criegee rotas proposta
por Cadet (1996) and Flynt (2002).

Contudo a luminescéncia da timina, figura 4.17 (D) exibe um perfil semelhante
ao apresentado anteriormente para citosina, em pH alcalino e acido, ja para pH 6,0
nao ha emissao de luz. A grande diferenca esta na comparagao da timidina e da
timina, de forma que na primeira ndo ha luminescéncia significativa, ja na base
nitrogenada a emissao intensa é apresentada em pH 9,0. Essa diferenca esta na
desprotonagao do Nitrogénio 1 para a timina e na timidina ha a ligagao N-glicosidica.

(Flyunt, et. al., 2002).
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Figura 4.17 — Luminescéncia da emissdo monomolecular em 1270 nm. Nas
reagdes com (A) 2’-desoxicitidina ( dCyd) 5 mM ; (B) Timidina (dThd) 5mM ; (C)
Citosina (Cyt) 5 mM e (D) Timina (Thy) em pH 2,0, 6,0 e 9,0 injetada em uma cubeta
contendo uma solugao O3 0,15 mM em D,0. As setas pretas indicam o momento da

injecao.
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4.4.3 Medidas de emissdo monomolecular do O, (*4,) na reacdo das

poliaminas: Espermina e Espermidina com 0z6nio.

Em solugado, as aminas terciarias reagem com oz6nio formando principalmente
aminoxido e Oy (1Ag) e em menor grau formam as aminas secundarias e o aldeido
correspondente. A constante de velocidade para as reagcbes com ozbnio sao
fortemente dependentes do pH da solugdo, uma vez que somente as aminas
terciarias e secundarias livres em equilibrio reagem com o O3 com uma constante de
velocidade de aproximadamente 10° L. mol1.s”, as primarias reagem mais
lentamente enquanto que as aminas protonadas nao reagem significativamente com
0 Os;. Desta forma o nivel de formagédo de O (1Ag) € dependente do grau de
protonacdo das aminas. Assim o O3z tem uma velocidade de reacdo mais lenta,
favorecendo a sua decomposicdo em meio aquoso ou pelo mecanismo por
transferéncia de elétrons favorecendo a formagéo do radical hidroxila. A figura 4.18
(A) pode ser observado uma maior intensidade de emissao de luz em pH 13 e
nenhuma emissao é notada em pH 2,0 para a espermina. O mesmo comportamento
de emissdo de luz é esperado para espermidina figura 4.18 (B), as reagbes foram
realizadas em H,0O. Na figura 4.18 (C e D) apresenta a quimiluminescéncia D,O sem
alteracdo do pH tanto para espermina e espermidina, respectivamente, observa-se
em D,O ha uma aumento na intensidade de emissédo de luz como esperado, por
aumentar o tempo de vida do Oy (1Ag) em aproximadamente 10 vezes quando
comparada a agua, as figuras inseridas correspondem ao mesmo experimento em
H,O para um comparativo. Desta forma as medidas de luminescéncia (1270 nm)

para as espermina e espermidina condizem com o esperado.
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Figura 4.18 — Medidas de emissdo luz em 1270 nm das poliaminas concentragéo
final de 0,125 com O3 com concentragao 0,15mM, com adi¢cao de H,SO4 e NaOH
para alterar o pH para 2,0 e 13, respectivamente. (A) Espermina em H,0 e (B)
espermidina em H,0. (C) e (D) apresenta a quimiluminescéncia em D,0 para
espermina e espermidina, respectivamente. As figuras inseridas correspondem ao

mesmo experimento em H,O como comparativo.
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4.5 Medidas da emissao monomolecular do O, (1Ag) na reagao dos produtos

de reacdo de O; com a dGuo na presenca de Ce*".

Realizou-se medidas de emissao de luz no infravermelho a fim de avaliar a
possivel formacao de O, (1Ag) dos produtos da reacdo da dGuo com O3 a partir da
injecao de ce* (cério 1IV). Sabe-se que as principais espécies emissoras de luz
geradas na reacgao de radicais peroxila pelo mecanismo de Russell sdo a carbonila
no estado excitado triplete e 0 O, (1Ag). O primeiro emite luz na regiao do azul-verde
do visivel e o segundo emite na regiao do vermelho e no infravermelho. A emissao
do Oz (1Ag) na regiao do vermelho resulta do decaimento bimolecular e a emissao na
regido do infravermelho resulta do decaimento monomolecular.

O experimento foi conduzido com a inje¢do de 150 pL de ions Ce ** 100 mM
em uma cubeta com os produtos proveniente da oxidacdo da dGuo 5 mM pelo O3
durante 4 minutos e em pH diferente (2,0, 6,0 e 9,0). A figura 4.19 retrata a auséncia

da emissao de luz em todos os ensaios que foram feito em D-O.
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Figura 4.19 - Emiss&o de luz monitorada no infravermelho préximo - 0,150mL de
Ce * 100mM foi injetado manualmente em uma cubeta contendo 1,35 mL dos
produtos de reagao de 5 mM de dGuo ozonizada durante 4 minutos em pH 2,0; pH

6,0 e pH 9,0.

4.6 Medidas da emissao bimolecular do O, (1Ag) na reagao de O; com

2’- desoxiguanosina.

A emissdo bimolecular do O (1Ag) foi monitorada por meio de uma
fotomultiplicadora sensivel a regido de 360 a 700nm, utilizando um filtro “cut-off’ que
deixa passar apenas a luz superior ao comprimento de onda 570 nm para minimizar
interferéncias de outras espécies excitadas. Desta forma, utilizou-se um sistema

composto por H,O, e OCI, um gerador quimico, o qual gera quantidades
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estequiométricas de O, (1Ag), como padrdao de emissdo da luminescéncia no
decaimento  bimolecular. Consequentemente, a figura 4.20 exibe a
quimiluminescéncia proveniente da adi¢ao de uma solu¢do de hipoclorito 50 mM em
uma solugdo contendo perdxido de hidrogénio 50 mM, nota-se a diferenga de
emissao de luz na presenca e na auséncia do filtro, 0 mesmo absorve uma parte da
luz. De modo similar foi detectada uma luminescéncia proveniente da adicao de 100
ML de dGuo (5mM, concentragéo final 0,5mM) em solugdo de ozbnio 0,15mM
contida em uma cubeta com agitacdo constante, a figura 4.21 expressa a
intensidade da emissao de luz realizada na presenca e na auséncia do filtro “cut-
off” 570nm em (A) e (B), respectivamente. Antes de injetar a solu¢do de dGuo a
solugdo de 0zOnio observa-se uma emissédo de luz ao abrir a porta que permite a

passagem da luz a fotomultiplicadora.
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Figura 4.20 — Quimiluminescencia adquirida na regido do visivel proveniente

da reacgao quando o OCI" 100 pL 50 mM foi injetado a uma solugao de H,O, 50 mM

contido em uma cubeta, (A) com filtro de corte de 570 nm e (B) sem filtro.




Resultados - 172

0,035

0,030
dGuo
Abertura l

0,020 4 da porfa
0,015
0,010

0,018
0,017

0,025

A~370a700 nm

0,016 -

Emissédo de Luz no visivel (mV)

0,015

A > 570 nm

A
J\/ A AN Nn / A
V N /v\v/\’“"\ VARV v‘M\VM"V\N \VMny

0,014-

0,013

1
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo ( minutos)

Figura 4.21 — Detecg¢do da emissdo luz na regido do visivel produzida a partir
da adi¢cédo de dGuo 10 mM a uma solugao de O3 0,15 mM em agua deuterda, contida

em uma cubeta, (A) com filtro “cut-off” de 570 nm e (B) sem filtro.

De forma a proporcionar uma maior superficie para passagem da luz as
reacdes de dGuo com ozbénio em H,O foram analisadas utilizando uma cubeta com
volume de 6 mL. O pH (2,0, 6,0 e 9,0) da solugéo foi variado similarmente aos
experimentos conduzidos na detecgéo de luz no infravermelho. A figura 4.22 retrata
uma diferenca nao significativa nos pH'’s estudados da intensidades da emissao de
luz. Interessantemente a menor intensidade da emissdo de luz foi adquirida na
reacao da dGuo 10 mM com uma solugao de oz6nio em D0.

De forma mais especifica, a luminescéncia no decaimento bimolecular foi
adquirida por uma fotomultiplicadora (PMT) juntamente com um monocromador, 0

qual seleciona o comprimento de onda exato, sendo assim a emissao de luz a 634
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nm foi observada quando uma solugdo de dGuo 1,2 mM foi adicionada a uma

cubeta contendo uma solugao de ozdnio em DO pH 6.0, figura 4.23.
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Figura 4.22 — Deteccdo da medida de emissao luz na regido do visivel derivada da

reacao de dGuo 10mM (com concentragao final de 0,5mM) com O3 0,15 mM com

filtro “cut-off”. (A) em pD 6,0 ,(B) pH 9,0 e (C) em pH 6,0 em (D) pH 2,0, somente em

(A) foi utilizado D,0. * indica a abertura da porta.
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Figura 4.23 — Detecg¢ao da luminescencia por uma PMT acoplada a um
monocromador selecionando A = 634 nm derivada da adi¢cao de 200 uL de dGuo
1.2 mM (com concentragao final de 120 yM) em uma cuneta contendo 1.80 mL de

03 0,15 mM em D,0. A seta indica o momento da adicao da dGuo em pH 6.0.
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4.7 Medidas da emissdo bimolecular do O, (1Ag) na reacao de O; com as

poliaminas espermina e espermidina.

A luminescéncia adquirida na transigéo bimolecular O, (1Ag) + 0Oy (1Ag) -2
(o)) (329') + hv (A= 634 e 703 nm) das poliaminas foi adquirida em uma cubeta com
volume de 6 mL, deste modo 1,0 mL de uma solug¢ao 2,5 mM pH’s (2,0, 6,0 € 9,0) de
espermina ou espemidina foram adicionadas em uma cubeta contendo 4 mL de
ozénio 0,15 mM em H,O ou D,0, nas condic¢des ja descritas no item 3.12.

Para a espermidina observa-se em pH 8,0 uma intensa emissdo de luz
quando comparada as outras condicbes de pH. Interessantemente em pH 13 na
condicdo em que as aminas estdo desprotonadas a emissao de luz foi muito baixa
quase equivalente ao meio acido (pH 2,0) (aminas protonadas), portanto nao
correspondendo ao perfil analisado para a emissdo monomolecular (1270 nm).
Quando utilizado D,O o comportamento se mostrou inverso ao esperado, ao
compararmos o experimento em H,O e D,O ha uma diminuicdo na luminescéncia

quando utilizado D0, figura 4.24.
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Figura 4.24 — Luminescencia proveniente da regido vermelha produzida da reagao

de espermidina 2.5mM (com concentragao final de 0,4mM) com O3 0,15mM, com

filtro “cut-off”.(A) em pH 8,0 , (B) pD 8,0 e (C) em pH 2,0 em (D) pH 13,0, somente

em (B) foi utilizado D,O. As setas indicam o momento da adicao da espermidina e *

indica a abertura da porta.

O mesmo experimento foi realizado para espermina com as mesmas

condigbes. Neste caso nota-se uma maior emissdo de luz para pH 13 quando

comparado ao pH 6,0 o que é condizente com os experimentos da emissio de luz

monomolecular. Entretanto em pH 2,0 observa-se uma emissao de luz maior do que

em pH 6,0, neste caso o comportamento ndo era o esperado. Como ja foi dito acima

as aminas estdo protonadas e a reagcao com ozdnio se torna mais lenta. Ao utilizar

D,O como solvente, a emissao de luz da espermina possui 0 mesmo perfil que a
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espermidina. A emissao € diminuida, alias, dentre todas as condigbes para
espermina em D,0 foi onde encontramos a menor emissao de luz, o que nao condiz
com os experimentos realizados nas medidas de quimiluminescéncia em 1270 nm,

no qual ha um aumento da luminescéncia, figura 4.25.
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Figura 4.25 — Luminescéncia proveniente da regido vermelha produzida da reagao
de espermidina 2.5 mM (com concentragao final de 0,4 mM) com O3 0,15 mM, com
filtro “cut-off”. (A) em pH 6,0 ,(B) pD 6,0 e (C) em pH 2,0 em (D) pH 13,0, somente

em (B) foi utilizado D20O. As setas indicam o momento da adigao da espermidina e *

indica a abertura da porta.
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4.8 Quimiluminescéncias durante a decomposi¢cao do ozbénio na emissao

monomolecular e bimolecular do O, (1Ag) e por espectrometria UV-Visivel.

4.8.1 Absorcao UV-Visivel durante a decomposicdo do ozonio.

O mecanismo e a cinética de decomposicdo do 0zdnio em meio aquoso tém
se destacado e motivado numerosos estudos durante as ultimas décadas. Acredita-
se que o ozOnio se decompde em agua pura para formar oxigénio molecular, a
velocidade da reagao cresce consideravelmente quando o pH é aumentado, e isso
€ devido ao efeito catalizador dos ions hidroxilas. O mecanismo de destaque inclui
reacbes em cadeias sucessivas produzindo espécies reativas de oxigénio, ion
radical superoéxido, ion radical ozonida e radical hidroxila que propagam a reagcdo em
cadeia. O mecanismo de decomposicdo esta esquematizado nas reacdes 1.16 a
1.19, (Hoigne, 1984 e 1985).

Desta forma analisamos o tempo de decomposicdo do ozbénio em meio
aquoso, em meio acido (pH= 2,0), com adicdo de alcool tert butilico e em agua
deuterada medidos por espectrofotometria.

Como sabido os ions hidroxila iniciam a decomposi¢cdo do ozbnio, portanto
seria esperado uma menor taxa na velocidade de decomposicdo em pH 2,0, no
entanto constatamos em meio acido a decomposic¢ao € sutiimente mais lenta quando
comparado em meio neutro, figura 4,26.

O alcool tert butilico € normalmente utilizado nas reagcbes como sequestrador
de radical hidroxila para determinar o efeito da velocidade de reacgéo, desta maneira

ao adicionarmos alcool tert butilico a solugdo aquosa a decomposi¢cao do ozdnio
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apresenta-se mais lento em relagado a agua, de tal modo o alcool tert butilico reage
com os radicais hidroxilas formados, evitando a etapa de propagacgao da reagéo de
decomposicdo em cadeia prolongando a meia vida do ozdnio.

A cinética de decomposicédo do o0zdnio € evidentemente menor quando agua
deuterada é utilizada. Uma possivel explicacdo para esse fato baseia-se na
velocidade de dissociagao da H,O ser cerca de trés vezes maior do que D0, suas
constantes sdo 1 x 10™* e 3,0 x 10™"°, respectivamente. As ligacdes com préton séo
rompidas mais facilmente do que as com deutério, sugerindo que a velocidade de
reacdo com os ions hidroxila deuterados sdo mais lentas e, portanto, a velocidade
de formagdo do ‘OD é menor, favorecendo uma taxa menor da velocidade da

decomposicao. A figura 4.26 ilustra claramente o comportamento da decomposigéo

do O3 nos meios estudados.
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Figura 4.26 — Decomposi¢ao do ozénio em solugéo aquosa, acida (pH 2,0),
com adigao de alcool tert butilico e em D,O medidas espectrofotométricas em

A =259 nm a aproximadamente 25°C.
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4.8.2 Luminescéncia durante a decomposicao do 0zonio

Atualmente sabe-se que uma das espécies intermediarias da decomposicao
do 0zbénio em meio aquoso é o O,",0 qual pode transferir o seu elétron para o ozénio
com uma constante de velocidade de 1,6 x 10° para formar o anion radical ozonida
que por sua vez é protonado com constante de velocidade 5 x 10" L. mol™ s™
gerando o trioxo (HO3) que se decompde a HO e O, (329'). Ito et. al. (2005) levantou
a hipétese do oxigénio molecular formado estar no estado excitado singlete.

Deste modo, avaliamos a luminescéncia durante a decomposi¢do do o0zdnio
em D,O e H,0 na regido do visivel com um filtro “cut-off’ 570 nm, o qual permite
selecionar a passagem de luz com comprimento de onda superior a 570 nm. A
figura 4.27, observa-se uma luminescéncia durante a decomposigdo do ozénio de
forma mais lenta em meio aquoso, isso se deve pelo fato da decomposi¢cao do O3
ser radicalar. Em D,0O a velocidade de reacao é diminuida devido a for¢a de ligagao
O-D ser maior, assim contribuindo para uma menor velocidade de formagao dos ions
hidroxilas deuterados, de certa maneira pode haver a estabilizacido de uma espécie
intermediaria desconhecida.

Podemos relacionar este evento com a cinética de decomposicao analisada
no item acima, onde fica claro que o 0z6nio tem um tempo de vida maior em D0, ou
seja, sua velocidade de decomposi¢ao € menor do que em H,O. Ressaltando que as
reacdes radicalares possuem trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacéo e na
ultima com a aniquilacido do radical poder ser acompanhada de emissao de luz.

Até aqui a luminescéncia apresentada nos indica a geragao de O, (1Ag), mas
nao de uma forma tao especifica, visto que outras espécies também podem emitir no

visivel, mesmo utilizando o filtro “cut-off”. De forma mais especifica e caracteristica
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investigou-se a quimiluminescéncia na transicdo monomolecular em 1270 nm
durante a decomposicao do ozbénio. No painel (A) da figura 4.28 apresenta a
emissao de luz ao abrir a porta da fotomultiplicadora, observa-se o mesmo perfil de
emissao no decaimento bimolecular. No painel (B) ilustra a emissdo de luz
proveniente da adicdo de D,O por uma sonda de polietileno a uma cubeta contendo
uma solugéo de ozénio saturada. Com o intuito de demonstrar a geragao de O, (1Ag)
de forma inequivoca um espectro na faixa de 1150 a 1350 nm foi adquirido, a figura
4.28 (C) e (D) revela o espectro de emissao caracteristico do O, ('Ay) em D,O mais
intenso comparando com uma solucao de H,O, respectivamente. A semelhanca do
espectro obtido pode ser comparada ao espectro adquirido da termodecomposicéo

do endoperoxido 1,4-dimetilnaftaleno, figura 4.4 (B).
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Figura 4.27— Luminescéncia obtida na transigdo bimolecular O, ('Ag) + O, ('Ag) — 2
02 (329') + hv (A= 634 e 703 nm) gerada na decomposicéo de 0,15 mM de O3, na

presenca do filtro “cut-off” de 570 nm. A seta indica o momento da abertura da

porta.
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Figura 4.28 — Quimiluminescencia detectda na transicdo monomolecular O, (1Ag)
-0, (329') em A=1270 nm gerada durante a (A) decomposi¢ao do O3 0,15 mM em
D20, (B) no momento da injecdo de 150 pL de D,O em uma cubeta contendo O3
saturado em D0 0,15 mM. As setas indicam em (A) a abertura da porta e (B) o
momento da inje¢do de D,0. Espectro de emissao de luz na regido do infravervelho

emitido durante a decomposi¢cao do O3 em (C) D,O e (D) em H,0.
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4.9 Caracterizagdao da 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina formada

na reagio da 2’-desoxiguanosina com o '®0; e ®0; e por [**Ns]-dGuo com '°0s.

Com a finalidade de se obter mais informagdes sobre o mecanismo de
formagao dos produtos e a origem da incorporacdo do atomo de oxigénio na dGuo
foi desenvolvida uma metodologia para a geracdo de o0zbnio marcado
isotopicamente a partir do 20, (329'). Desta forma a detecgéo e a caracterizagédo da
8-oxodGuo resultante da oxidagcdo da dGuo pelo O3 marcado no atomo de oxigénio
16 ou 18 analisado por HPLC/MS/MS por deteccao no modo SRM e nas transicoes
escolhidas para os ions com m/z [M + H]" foi 284 > 168 e com acréscimo de duas
unidades massa m/z [(M + 2) H]" foi 286 - 170. A figura 4.29 (A) representa a
deteccdo da 8-oxodGuo com a incorporacdo de um atomo de '°0O e (B) %0, (C) o
qual pode ser comparado com um padrao de 8-oxodGuo 10 pM. A transigcéo
escolhida indica a clivagem da ligacdo N-glicosidica.

O mesmo experimento foi feito utilizando outra modalidade de marcacéao
isotdpica nos nitrogénios da estrutura, a [15N5]-2’desoxiguanosina, que foi oxidada
com o '°0;. Portanto a ['°Ns]-8-oxodGuo foi identificada no meio reacional, a
transicdo escolhida possui o acréscimo de 5 unidades massa referente aos cinco
BN, m/z [(M + 5) + H|" foi 289 > 173, como padrdo utilizou a [°Ns]-8-oxodGuo
500 pmol, a figura 4.30.

A caracterizacdo da 8-oxodGuo ndao marcada foi obtida através do espectro
de massas da fragmentacéo do ion precursor m/z 284 [M + H]" e o ion resultante
da quebra da ligagao N-glicosidica, 116 Da, m/z 168 referente ao ion fragmento [(M
— 116) + H)]". Esses fragmentos foram confirmados pela fragmentagdo da 8-

oxodGuo marcada com um atomo de oxigenio-18, com acréscimo de 2 Da do grupo




Resultados - 185

cetona localizado no carbono 8 e com cinco Da a mais da marcagdo dos cinco
nitrogénio-15. Assim para o ion precursor m/z 286 [ (M +2) + H]" e [( M + 2 — 116)
+H)] em/z289[(M+5)+H]" e [(M+5 —116) + H)], respectivamente, figura
4.31.

De modo que as reacdes com 0zbnio em meio aquoso sao conhecidas por
gerarem espécies reativas intermediarias, desta forma avaliou-se a contribuicdo da
H>0 na formacao da 8-oxodGuo a partir da oxidagao pelo 0z6nio-16 na presenga de
H,'®0. A figura 4.32 ilustra a formac&o da (A) 8-oxodGuo marcada m/z 286 com um
atomo de oxigénio-18 perante a formagao de (B) ndo marcada m/z 284 e (C) 8-
oxodGuo padrao. Assim as areas para m/z 284 e m/z 286 sao 3,1 x 107" e 2,20 x 10°,
respectivamente, denotando a diferenca de aproximadamente 140 vezes mais para

a formagéao de m/z 284.
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Figura 4.29 - Analise da 8-oxodGuo por HPLC-ESI/MS/MS por detec¢gao no modo
SRM obtida na reagado da 2'-desoxiguanosina com (A) ®Os; m/z 284 > 168; (B)
803 m/z 286 > 170 e (C) 8-oxodGuo padrao 10 uM. Legenda: O —>0O e ® =>O

referente a incorporacdo de um atomo de '°0 e "0, respectivamente.
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Figura 4.30 - Detecgéo da 8-oxodGuo por HPLC-ESI/MS/MS por detecgdo no modo
SRM obtida na transicdo m/z 289 > 173 da reacdo de ['°Ns]-2’- desoxiguanosina

com '%0;.
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Figura 4.31 - Espectro de massas obtido da 8-oxodGuo por HPLC-ESI/MS/MS da

reacgdo da 2’-desoxiguanosina com (A) '®0Os; m/z 284; (B) *0sm/z 286 e (C) da

reagdo com ['°Ns]-dGuo com '®Osm/z 289 e (D) 8-oxodGuo padréo 10 pM.

Legenda: O — O;® —> O, referente & incorporacdo de um atomo de '°0 e %0,

respectivamente. @ para "Ns.
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Figura 4.32 - Cromatograma obtido da 8-oxodGuo por HPLC-ESI/MS/MS no modo

SRM da reacdo da 2’-desoxiguanosina com '°03; em H,'20 (A) m/z 286 > 170; (B)

m/z 284 - 168 e (C) 8-oxodGuo padrdo. Legenda: O —> O e ® — O-, referente a
incorporacdo de um atomo de '°0 e "®0. O sistema HPLC foi composto por fase
normal com coluna amina constituido de fase mével 80% metanol e formiato de

aménio 10 mM em pH 6.2.

A caracterizacédo da 8-oxodGuo foi feita também por HPLC-MS/MS através da
andlise do perfil de fragmentacdo do ion fragmento mais abundante da
fragmentagao do ion precursor m/z 284, o qual tem como ion fragmento m/z 168.
Assim o espectro de fragmentagdo de m/z 168 possui um ion fragmento mais
intenso com m/z 140 referente a perda de CO (28 Da) juntamente com trés ions
fragmnetos de menor intensidade, os quais sdo caracterizados pela perda de NH3
(17 Da) originando o fragmento m/z 151 e o ion protonado de massa carga 140
também sofre uma perda de NH3; e CO formando os ions produtos de m/z 123 e 112.
O experimento de marcagao isotdpica corrobora com a incorporagdo de um atomo
de oxigénio-18 na estrutura da 8-oxodGuo proveniente do 805 seu espectro de
massas possuem as mesmas fragmentagdes seguintes: a partir do ion percussor
m/z 170 origina [ (M + 2 — NH3) +H]", [ (M + 2 — C'®0) +H]" e [ (M + 2 — CO) +H["
com m/z 153 , 140 e 142, respectivamente. A partir do ion protonado m/z 140

origina [ (M + 2 — C'®0 - NH3) +H]" com m/z 123.
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O perfil de fragmentacdo da [°Ns]-8-oxodGuo proveniente da reagdo da

["°Ns]-dGuo com Os confirma as fragmentagdes observadas acima com acréscimo

de 5 Da para o fon produto m/z 173, [(M + 5) + H]", o qual origina [(M + 5 — "®*NH3)

+H]" e [ (M + 5 — CO) +H]" com m/z 155 e 145. A partir do ion protonado m/z 145

origina [ (M + 5 — CO - "®NH3) +H]" com m/z 127. (figura 4.33).
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Figura 4.33- Analises da 8-oxodGuo por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento m/z
168 resultante da quebra da ligacdo N-glicosidica, 116 Da da fragmentagao do ion
precursor m/z 284. proveniente da reacdo de dGuo com (A) '°0s, (B) ®0; e (B)
["°Ns]-desoxiguanosina com '°O; e (D) 8-oxodGuo padréo.O —> O;@® —> O,

referente a incorporacdo de um atomo de 0 e 80, respectivamente e @ "°N,.
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410 Caracterizagdo dos diastereoisomeros da espiroiminodihidantoina
formada na reagdao da 2’-desoxiguanosina e 8-ox0-7,8-dihidro-2'-

desoxiguanosina com o '°0; e '®0; e por ["°Ns]-dGuo com '°0s.

Sabe-se que a dSp é formada através da oxidagao por O, (1Ag) por duas
rotas, a adigdo de H,O a um intermediario, Kang e Foote (2002b) e pela adi¢do de
duas moléculas de O, (1Ag). (Ravanat e Cadet, 1995 e Kang e Foote, 2002b). Tendo
em vista estes aspectos e as evidéncias espectroscopicas da geracao de O, (1Ag) no
decaimento monomolecular das reacdes de dGuo com ozbnio até aqui demostradas
foi investigada a formagao da dSp primeiramente partindo da dGuo com objetivo de
compor o panorama do mecanismo de reacdo com 0zbénio em meio aquoso. Desta
forma utilizamos como ferramenta a metodologia para a geragéo de ozénio marcado
isotopicamente a partir do 0, (°Zy) como descrito no item 3.15, as analises
procederam por HPLC acoplados ao espectrometro de massas com fonte ESI+ por
deteccdo no modo SRM, as transi¢des especificas da dSp com a incorporagao de
dois atomo de 160, dSp com a incorporagdo de um atomo de O e '®0 e dSp com
a incorporacao de dois atomo de 180 foram [M + H]+; [(M + 2) + H]+; [((M + 4)+ H]+
para m/z 300 > 184; 302 > 186 e 304 > 188, respectivamente. As transigdes
escolhidas sao referentes a clivagem da ligacao N-glicosidica, as quais estado
ilustradas na figura 4.34. A figura 4.35 corresponde ao cromatograma no modo SRM
obtido das reagbes da dGuo com o0zbdnio-16 e 0zbnio-18, o método desenvolvido
para o HPLC foi cromatografia de fase normal, sendo a coluna C-NH,; com fase
movel 80% metanol e 10mM de tampéo formiato, portanto nessas condigbes pode
ser visto os dois picos dos diastereoisdbmeros da dSp, os quais ndo sao vistos

quando uma coluna C-18 foi utilizada, conforme descrito por Ravanat e Cadet
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(2006). O cromatograma para as transi¢cdes [(M + 2) + H]" e [(M + 4)+ H]" esta
representado na figura 4.36, essa analise foi obtida de uma aliquota tirada do
sistema alimentado com 0z6nio-18 em 20 minutos de forma que a dSp com a
incorporacao de 2 atomos de 80 ¢ formada em maiores proporcdes em referéncia a
dSp com m/z 302, as areas relativas referente ao sinal com tempo de retengdo em
aproximadamente 3,0 minutos indicam esse fato, 3,36 x10° e 4 x10° unidades
arbitrarias. Os sinais com tempo de retengdo em 5,40 (X4) e 6,0 (X2) minutos

possuem a mesma transicao indicada para a dSp, os quais serao discutidos mais

adiante.
| (M + H)"= 300 ] [(M+2)+H) "= 302 Ml [m+4)+H) =304
/\ /\
OO0 O O
2 1 9/8& 2 1 9 8
i N NTY )\N N 1

HN H (0]
[(M+2-116) + H] '=18
ﬁ-/
HO OH

Figura 4.34- Estrutura da dSp nas transigbes (A) m/z 300 -> 184; (B) m/z 302 >

HO

186 e (C) m/z 304 >, [M + HJ; [(M + 2) + H]"; [(M + 4)+ H]" referente ao ion
precursor da molécula com a incorporagao de (1) dois atomo de '°O, (Il) um atomo

de "0 e um atomo de '®0 e (lll) dois atomos de 0.
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Figura 4.35- Analise da dSp por HPLC-ESI/MS/MS por detec¢gao no modo SRM
obtida na reagdo da 2’-desoxiguanosina com (A) '®0; m/z 300 > 184; (B) *0s m/z
302 > 186 e (C) dSp padrao 100 uM m/z 300 > 184. O —>O e ® — O referente a
incorporacédo de um atomo de '°0 e 80, respectivamente. Condigdes utilizadas
para o HPLC consiste em coluna de amina com fase mével composta por 80% de

metanol e formiato de amoénio 10 mM.

Uma vez detectada a dSp formada pelo sistema anteriormente estudado
através da marcagao isotépica no atomo de oxigénio, a investigagdo foi composta
pelo estudo isotépico da reacdo da [15N5]-2’-desoxiguanosina com o o0zbnio-16 por
HPLC-ESI/MS/MS, sendo assim a transigdo escolhida [(M + 5) + H]" para m/z 305 >
189, contém cinco Da referente aos diastereoisdmeros *Ns-dSp, figura 4.37. A
escolha da condicdo cromatografica esta vinculada a modificacdo da dGuo a ser
analisada juntamente com a quantidade de amostra. Nas figuras 4.35 e 4.37 a

condicdo do HPLC escolhida (fase normal) é especifica para dSp, de forma que os
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sinais de X; e X, co-eluem e o oposto pode ser visualizado para fase reversa, na
figura 4.36 evidenciando um unico sinal para os diastereoisdbmeros da dSp e os dois

sinais para X; e Xa.
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Figura 4.36 - Analise da dSp por HPLC-ESI/MS/MS por detec¢gao no modo SRM
obtida na reagdo da 2’-desoxiguanosina com (A) '®0; m/z 302 > 186; (B) '®03s m/z
304 > 188 e (C) dSp padrdo m/z 300 = 184 100uM. O —=> O ; @ >0 e @0
referente a incorporacdo de um atomo de ®0 e 0 e dois atomos de ®0
respectivamente. Condigao utilizada para o HPLC consiste em: coluna C-18 com
por um gradiente com fase movel composta por acetonitrila e 10 mM de formiato de

amonio.
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Figura 4.37 - Deteccgédo da dSp por HPLC-ESI/MS/MS por detecgdo no modo SRM
obtida em (A) transi¢do m/z 305 da reacdo de [°Ns]-2’-desoxiguanosina com '°0; e
(B) m/z 300 para dSp padrao 100uM. Condi¢cao cromatografica: fase normal, coluna
NH», com fase moével constituida de 80% metanol e 10 mM de formiato de aménio.

@ "N5-dSp.

Com base nos resultados obtidos da incorporagao do atomo de oxigénio-18
na estrutura da dSp juntamente com os resultados da formacgéo da 15N5-dSp, suas
estruturas foram confirmadas e caracterizadas por analise dos espectros de massas
obtido no modo ESI+. O espectro obtido, figuras 4.38 e 4.39, exibe a fragmentagao
do ion precursor [M + H]" m/z 300 para a molécula ndo marcada; [(M + 2) + H]" e
[(M + 4)+ H]" para molécula marcada com o incremento de duas e quatro unidades

de massas, respectivamente. Os ions fragmentos resultantes da quebra da ligagcao
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N-glicosidica (116 Da — 2-desoxirribose) sdo observados no espectro de massas
correspondente a [( M — 116) + H]*, [(M + 2) —116) + H)]" e [(M + 4) —116) + H)]",
para m/z 184, 186 e 188, respectivamente. Além disso, observa-se para os dois
diastereoisdmeros da dSp o perfil idéntico de fragmentagéo, os quais sao coerentes

aos anteriormente descritos por Ravanat (2006).
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Figura 4.38 - Espectro de massas obtido da dSp por HPLC-ESI/MS/MS da reagéo

da 2’-desoxiguanosina com (A) e (A’) ®0s; m/z 300; (B) e (B’) ®0sm/z 302 e (C)

e (C’) dSp padrdo m/z 300. Legenda: O — O;® — O-, referente a incorporagéo de

dois atomos de '°0O e um atomo de '®0, respectivamente. A terminologia A ; B; C;

refere-se ao diastereoisomero 1 e A’; B’; C’ ao diastereoisébmero 2.
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Figura 4.39 - Espectro de massas obtido da '®*0'®0dSp por HPLC-ESI/MS/MS da
reagdo da desoxiguanosina com '®0sm/z 304, referente a incorporacdo de dois

atomos de oxigénio-18.

Os diastereoisdmeros da "°Ns-dSp foram igualmente identificados através dos
espectros de massas ilustrados na figura 4.40, assim sendo, observou-se o0s
mesmos fragmentos para as andlises obtidas para a '°0'°0-dSp e '*0'®0-dSp e
80'®0-dSp com o incremento de 5 Da a transicdo [(M + 5)+ H]* m/z 305
corresponde "°Ns-dSp e [( M + 5 — 116) + H)]* = 189 a quebra da ligagdo N-

glicosidica.
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Figura 4.40 - Espectro de massas obtido da '°Ns-dSp por HPLC-ESI/MS/MS da
reagdo da "°Ns-desoxiguanosina com '®03 (A) e (A’) m/z 305 e (B) dSp padrdo m/z

300. O15N5-dSp ; A ; A’ refere-se ao diastereoisémero 1 e 2, respectivamente.

Na primeira identificagdo da dSp até aqui analisada confirma os fragmentos
dos ions precursores referente a perda da 2- desoxirribose resultando na base
nitrogenada modificada, o ion produto de maior intensidade correlacionado com a
transigéo [( M -116) H " m/z 184 e os respectivos acréscimos de massas de acordo
com a marcacao isotopica estudada. Do mesmo modo para uma identificacdo
inequivoca da geracao da dSp proveniente das reagdes com 0zénio, estudamos os
padrées de fragmentagdo no modo MS? obtidos do ion precursor. Assim, de modo
geral, o ion precursor foi selecionado em Q1 como filtro de massas assim apenas
ions com uma determinada relagdo m/z tenham trajetérias estaveis. O ion

selecionado em Q1 é fragmentado em Q2 e os ions fragmentos s&o analisados em
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Q3. Essencialmente todos os fragmentos sdo mostrados nos espectros de massas
obtidos com realce em cores diferentes correspondentes a cada fragmento da dSp.
Entre outros fragmentos sdo observados como a perda de [ M — NHCO) + H[ e [( M
— CO) + H]" para m/z 141 e 156, respectivamente. A maior evidéncia sobre a
estrutura da espiro sdo os ions fragmentos obtidos com m/z 113 e 114, esses ions
correspondem aos dois anéis de cinco membros, um com um grupo imino (R.C=NH)
em vez de um grupo C=0, provenientes de (M + H)" m/z 184. A figura 4.40 mostra
os fragmentos para a dSp padrdo e para a dSp proveniente da reagdo com '°Os.
Para '*0'®0-dSp o "0 ¢ incorporado especificamente no heterociclico contendo o
grupo C=0, portanto, o ion fragmento m/z 114 é acrescido de dois Da para m/z 116,
figura 4.42. A 80'80-dSp dupla marcagdo é observada no anel de cinco membros
do grupo C=0, o fragmento m/z 114 tem o incremento de 4 Da para m/z 188, figura
4.43. Pelos espectros de fragmentacdo observa-se os ions caracteristicos dos
diastereoisdbmeros da dSp anteriormente descritos por Wenchen Luo (2000) e
Glaucia Martinez (2007), inclusive com os incrementos de massa esperados pela

incorporagao dos atomos de oxigénio-18.
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Figura 4.41 - Analise da dSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento m/z 184

resultante da quebra da ligagao N-glicosidica, 116 Da a menos da fragmentag¢ao do

ion precursor m/z 300. (A) e (A’) dSp padrao e (B) e (B’) dSp proveniente da

reacdo de dGuo com '®0s. A terminologia A e B, refere-se ao diastereoisdmero 1 e

A’ e B’ ao diastereoisbmero 2.
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Figura 4.42 - Analise da '®0'0-dSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento

m/z 186 resultante da quebra da ligagao N-glicosidica, 116 Dalton a menos da

fragmentacao do ion precursor m/z 302. (A) e (A’) '*0'®0-dSp proveniente da
reagdo de dGuo com '®0s. A terminologia A e A’, refere-se ao diastereoisdmero 1 e

2, respectivamente.
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Figura 4.43 - Analise da '®0'®0-dSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento m/z
188 resultante da quebra da ligagdo N-glicosidica, 116 Da a menos da fragmentagao

do ion precursor m/z 304, proveniente da reagdo de dGuo com '®0s.

As andlises dos fons fragmentos no modo MS? para a "Ns-dSp m/z 189
correspondem igualmente aos ions fragmentos encontrados para os fragmentos
descrito acima, deste modo os ions fragmentos que distinguem a estrutura da espiro
correspondem aos dois anéis de cinco membros, um com um grupo imino (R,C=NH)
em vez de um grupo C=0, podem ser observados a perda de 72 Da para [(M + 5) —
(H3C2"N,0) + HJ" e [(M + 5) — (HC;"®NO,) + H]" equivalem a m/z 117. Os ions
fragmentos da dSp ndo marcada correspondem a perda de 70 e 71 Da para [(M —
H3C2NoO + H]" e [(M - HCoNO, + H]" m/z 114 e 113, respectivamente. Observa-se
esses e os outros fragmentos da '*Ns-dSp na figura 4.44, a porgdo cinza indica a

perda dos fragmentos.
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Figura 4.44- Analise da "°Ns-dSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento m/z 189
resultante da quebra da ligagdo N-glicosidica, 116 Da a menos da fragmentag¢ao do

ion precursor m/z 305, proveniente da reagdo de dGuo com '°Os.

Em vista dos resultados obtidos provenientes da reacdo com o o0zbnio
marcado isotopicamente onde foi constatada a formacdo da '°0'"0dSp e
80'80dSp, esses resultados indicam que mais de um mecanismo esta implicado na
formagado da dSp. Durante o curso da reagdo da dGuo com o 0z6nio-18 aliquotas
foram analisadas por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM nas transi¢cbes especificas
da '*0'®0dSp e '*0'®0dSp, dGuo e ®0-8-oxodGuo.

Deste modo a figura 4.45 apresenta um aumento progressivo até 20 minutos
da dSp duplamente marcada, apds esse periodo ha o declinio de sua formacao. No
caso da '°0'0dSp a sua formacdo mostra ser linear até 45 minutos. A '80-8-
oxodGuo foi possivel medir a sua formagao em até 20 minutos de ozonizagao. Visto
que a 8-oxodGuo € uma molécula com baixo potencial padrao de redugdo sendo
mais suscetivel a oxidagdo. Acompanhando o grafico da dGuo observa-se o seu

drastico consumo em 30 minutos, levando em conta o poder oxidativo do ozénio, ha
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outras modificagdes sendo geradas inclusive as estudadas neste trabalho e outras

que serdo apenas citadas.
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Figura 4.45 Formagao de '°0'0dSp e ®0'®0dSp durante a reacdo da dGuo com

805 durante 120 minutos. O consumo da dGuo durante o curso da reacéo e a

formagao da 8-oxodGuo isotopicamente marcada. Os resultados das analises foram

obtidos por HPLC-ESI/MS/MS do no modo SRM, monitorando as transi¢des 302 ->

186 ; 304 > 188 para a dSp, 268 > 152 para dGuo e 286 - 170 para 8-oxodGuo.

A formacéo da ®0'®0dSp com m/z 302 apresenta um perfil independente da

dSp duplamente marcada. Assim para atribuir a sua formacao a rota de oxidacéo,

tornou-se importante investigar a reagao da dGuo com 0zénio-16 em H,'®0. Neste

caso a participagéo da agua poderia ser através de um ataque nucleofilico em um

intermediario formado da reacdo ou mesmo pela reagcdo do ozbnio com os ions

hidroxilas da agua, que levaria a decomposi¢do em cadeia, a figura 4.46 denota um

aumento gradual da '°0'®0dSp até 45 minutos de forma que neste periodo a sua

formagao permaneceu constante durante o tempo de analise (120 minutos). Propde-
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se que uma competicdo estaria ocorrendo entre a oxidagdo da dGuo que esta em
baixa concentragao e a decomposi¢cao O; em agua.

A reagdo da dGuo com O3 em H,'®0 resultou na formacédo de dSp com m/z
300 de forma mais abundante do que a '°0'®0dSp, m/z 302, figura 4.46 (A), deste
modo, a agua contribui para o mecanismo de formagdo da dSp por uma rota
secundaria. Discutindo ainda a formacado de m/z 302 avaliamos a possibilidade de
haver uma troca entre o 'O da molécula com o '°0 da H,'®O, uma aliquota foi
retirada do sistema contendo dGuo em D,O e '®0; e analisada por HPLC
ESI/MS/MS no modo SRM as transigdes escolhidas foram m/z 302 e 304, a amostra
foi injetada imediatamente e depois de 4 horas, a figura 4.46 (B) mostra que néo
houve um amento na formacdo de m/z 302 em fungdo da troca de m/z 304 por '°O
da H2O0. Interessantemente m/z 304 se mostrou instavel durante o periodo de
analise, contudo ndo houve a troca dos dois atomos de oxigénio-18, pois a transicéo
m/z 300 - 184, qual se refere a dSp nao marcada nao foi detectado nenhum sinal,
levando a conclusdo que nenhuma troca ocorreu. Esses resultados estdo de acordo
com a publicagdo de McCallum et. al., 2004. De forma que foi apontado uma unica
possibilidade de troca durante a redugéo da 5-OOH-8-oxodGuo para gerar 5-OH-8-
oxodGuo que origina a espiro, a troca de agua pode ocorre rapidamente com o
hidroperdéxido ou com o grupo hidréxi na posicdo 5, os quais sdo esperados serem
bastante labiéis a hidrélise. Uma vez que a 5-OH rearranja a espiro com constante
de velocidade de 2.24 x 10 5.

Uma vez estabelecida a participagdo da agua na formacao da dSp, de forma
classica estimou-se a contribuicdo do O, (1Ag) na sua formacao, as reacdes da
dGuo 5mM foram analisadas em D,O e H,O ozonizadas por 5 minutos em um fluxo

de 6 mL por minuto, sendo assim a transicdo escolhida foi m/z 300 > 184 para
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ambos os sistemas. Considerando o eixo da ordenada (y) na figura 4.47 observa-se
uma intensidade do sinal para os diastereoisbmeros da dSp cerca de dez vezes
maior em (A) nas reacdes conduzidas em D,O comparando com (B) em H,O, o qual
expressa fortemente a contribui¢cao O, (1Ag) e (C) destaca a area relativa.

Desta maneira, abrindo mais uma possibilidade de rota da formag¢ao da dSp.
Os diastereoisbmeros da dSp séo produtos caracteristicos do O, (1Ag) provenientes
da oxidagdo da dGuo, Niles et al., 2001, e em menores propor¢des a 8-oxodGuo
(Buchko et al.,, 1995; Ravanat e Cadet; 1995; Martinez, 2003). Logo, através da
oxidagdo da dGuo com uma fonte quimica de O, ('Ay) o DHPN'®0O, detectamos a
formagao da dSp, figura 4.48, a predominancia da ndo marcada pode ser explicada
pela presenga de 'O, dissolvido, uma vez que o '®0, ('A) gerado pode transferir

sua energia para o °0, (°Zy), Martinez et al., 2004.
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Figura 4.46- (A) Formagao de dSp m/z 300 e "°0'0dSp m/z 302 e durante a
reagdo da dGuo com '°0; em agua-18. (B) Avaliacdo da troca do 20 pelo °0
derivado da H,'®0, monitorando a transicdo m/z 302 e m/z 304 provenientes da
reagdo da dGuo em D,O com "®0; nos tempos 0 e 4 horas. Os resultados das

analises foram obtidos por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM.
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Figura 4.47- Cromatograma exibe a detecgédo da dSp por HPLC-ESI/MS/MS por
deteccao no modo SRM obtida na transicdo m/z 300 > 184 da reacdo da dGuo
com '®03 nos solventes (A) D20 e (B) H20. Em (C) mostra a area relativa dos
diastereoisdmeros da dSp, a cor azul refere-se o uso de D,0O e a preta em H,0.
Condicao cromatografica composta por fase normal, coluna NH, com fase movel

constituida de 8% metanol e 10 mM formiato de amoénio.
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Figura 4.48- Detecgédo da dSp por HPLC-ESI/MS/MS por detecgédo no modo SRM
da oxidagao da dGuo por DHPN'0,. Condicéo cromatografica composta por fase

normal, coluna NH, com fase movel constituida de 8% metanol e 10 mM de formiato

de amoénio.
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4.11 Caracterizacao dos diastereoisémeros da espiroiminodihidantoina
formada na reacao da 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina e 8-metoxi-2’-

desoxirribose com o '°0; e 20;.

Tendo em vista as evidéncias da formacdo da 8-oxodGuo isotopicamente
marcada com oxigénio-18 derivado do 0z6nio-18 e a formagao da dSp duplamente
marcada, verificou-se a possibilidade da formacdao da dSp proveniente da
ozonizagao da 8-oxodGuo. Com intuito de compor a hip6étese do mecanismo de
reacdao da dGuo com ozbnio em meio aquoso. Essencialmente os experimentos
foram conduzidos igualmente aos ja mostrados para as reagdes da dGuo. Sendo
assim utilizou-se a metodologia de geragao do 80, para as reacdes, as quais foram
analisadas por HPLC acoplado a espectrometria de massas. A figura 4.49 destaca a
deteccao da dSp obtida no modo SRM nas transigdes m/z 300 - 184 e 302 > 186,
nao foi detectado 304 devido o carbono 8 da 8-oxodGuo possuir o grupo C='°0. As
estruturas das transi¢des especificas da dSp podem ser relembradas na figura 4.34.
Nas transicoes analisadas é importante notar a auséncia dos produtos X; e X,
anteriormente detectados nas reagdes da dGuo nas mesmas transicdes da dSp, os
quais serao discutidos mais a frente.

A caracterizagédo da dSp foi feita por analise dos espectros de massas obtidos
no modo ESI+, de modo que, a fragmentagéo do ion precursor [M + H]" m/z 300
para a molécula ndo marcada; [(M + 2) + H]" m/z 302, refere-se a clivagem da
ligagdo N-glicosidica, exibem exatamente os mesmo ions fragmentos comparados
aos espectros obtidos da reacdo da dGuo e com os espectros publicados por Ravant

(20086), figura 4.50.
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Figura 4.49- Analise da dSp por HPLC-ESI/MS/MS por detecgdo no modo
SRM obtida na reacdo da 8-oxodGuo com (A) '®0Os; m/z 300 > 184; (B) '®0; m/z
302 > 186 e (C) dSp padrdao 100uM. Legenda: O—>0O e @ — O referente a
incorporacdo de um atomo de '°O e "0, respectivamente. Condicdes utilizadas
para o HPLC consiste em coluna NH, com fase mdvel composta por 80% de

metanol e formiato de amoénio 10mM.
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Figura 4.50 - Espectro de massas obtido da dSp por HPLC-ESI/MS/MS da reagao
da 8-oxodGuo com (A) e (A’) '°03 m/z 300; (B) e (B') '®*0Osm/z 302 e (C).
Legenda: O — O;® —> O, referente & incorporaco de um atomo de '°0 e %0,
respectivamente. A terminologia A e B referem-se ao diastereoisémero 1 e A’ e B’ ao

diastereoisbmero 2.
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De forma mais criteriosa na caracterizagdo da dSp proveniente da oxidagao
da 8-oxodGuo foi feito um estudo das fragmentacgdes do ion produto com m/z 184 e
186, os quais foram gerados pela quebra da ligacdo N-glicosidica, [( M — 116) + H]
=184 e [(( M + 2) — 116) + H]" = 186. Os espectros foram igualmente adquiridos ao
modelo descrito acima. Sendo assim observam-se nas figuras 4.51 e 4.52 os
espectros de massas referentes ao ion fragmento m/z 184 e 186, respectivamente. A
maior evidéncia sobre a estrutura da espiro ndo marcada sdo os ions fragmentos
obtidos com m/z 113 e 114 e para a marcada isotopicamente em um atomo de
oxigénio sdo m/z 113 e 116, esses ions correspondem aos dois anéis de cinco
membros. Entre outros fragmentos observa-se a perda de [ M — NHCO) + H]" e [( M
— CO) + H]" para m/z 141 e 156; [(M + 2) — NHCO) + H]" e [(( M + 2) — CO) + H]
para m/z 143 e 158, respectivamente. Esses fragmentos estdo de acordo com os
espectros publicados (Martinez et. al., 2007) e também com os fragmentos obtidos
no modelo de oxidacdo da dGuo pelo '®0; . Luo et. al., 1999 demostrou a oxidagao
da 8-oxodGuo ndo marcada por um elétron com agua-18 resultou na formagao de
°0'0dSp através de um ataque nucleofilico da H,'® 0 em um intermediario de
reacao. Em nosso modelo de estudo com o 80, constatamos que além da transigao
m/z 302 para a dSp marcada a transigdo m/z 300 é vista em menores proporgdes
cerca de 10 vezes menor, a area relativa & mostrada na figura 4.53. O
cromatograma obtido por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM para as duas transigbes
acima é mostrado na figura 4.54 (A), nota-se uma pequena contribuicdo da H,O. De
forma a nos conduzir a uma ideia mais apropriada da participagdo da agua em nosso
modelo, a oxidacdo da 8-oxodGuo 5mM foi conduzida em H,'®0 com '®0O; por 5
minutos, do mesmo modo o cromatograma da figura 4.54 (B) mostra um sinal bem

intenso para a transicdo m/z 300 o que nos leva a acreditar em uma pequena
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participacdo da agua com um mecanismo secundario, talvez a diferengca da
formacdo de m/z 300 no modelo com '®03 seja maior ao comparar m/z 302 com a
H,"®0 devido ao tempo de ozonizagdo, uma vez que O primeiro a reagao prosseguiu
por 5 horas enquanto o segundo por 5 minutos, analisando esse aspecto a

competicao por outros mecanismos de oxidacao se tornam viaveis.
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Figura 4.51 - Analise da "°0'®0-dSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento de
m/z 184 resultante da quebra da ligagdo N-glicosidica (116 Da) da fragmentagéo do
jon precursor m/z 300 proveniente da reacdo de 8-oxodGuo com '®0s. Espectro

superior refere-se ao primeiro diastereoisémero e o inferior ao segundo.
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Figura 4.52 - Analise da '®0'®0-dSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento m/z

186 resultante da quebra da ligagdo N-glicosidica (116 Da) da fragmentacgéo do ion

precursor m/z 302 proveniente da reacéo de 8-oxodGuo com '®0s. Espectro superior

refere-se ao primeiro diastereoisdmero e o inferior ao segundo.
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A partir deste ponto buscamos a informacgéo da contribuicdo de O, (1Ag) na
formagédo da dSp através do efeito do solvente, ou seja, a reagcao da 8-oxodGuo
5mM foi conduzida em H,O ou D,O sendo ozonizada por 5 minutos. As amostras
foram analisadas por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM nas transicbes especificas
para a molécula ndo marcada, 300 - 184. Deste modo o cromatograma apresenta
os diastereoisdmeros da dSp detectados tanto em D,O como em H,O, porém a
intensidade do sinal equivale cerca de 3 vezes mais em D,0O, o qual pode ser visto
na figura 4.55, o grafico inserido no cromatograma expressa a area relativa dos dois

diastereoisdbmeros.

I
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1 1 1 J

Hm/z 300

=
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H mz/ 302
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1
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Figura 4.53- Area relativa proveniente da formacéo de dSp m/z 300 e *0'®0dSp
m/z 302 durante a reacédo da 8-oxodGuo com '®0s. Os resultados das analises
foram obtidos por HPLC-ESI/MS/MS do no modo SRM monitorando as transi¢des

m/z 300 - 184 e m/z 302 > 186.
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Figura 4.54- Formacao de dSp m/z 300 e '°0'®0dSp m/z 302 durante a reacéo da
8-oxodGuo com (A) 0s. E (B) com ®03; em H,'®0, monitorando a transicdo m/z
300 e m/z 302. Os resultados das analises foram obtidos por HPLC-ESI/MS/MS do

no modo SRM, utilizando a cromatografica de fase normal. Legenda: © — O;

@ — O, referente a incorporagdo de um atomo de '°0 e 20, respectivamente.
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Figura 4.55- Cromatograma da formacgao de dSp proveniente da reagao da 8-
oxodGuo com o0z6nio em D,0 e H,0. O grafico inserido na parte superior do
cromatograma refere-se as areas relativas dos diastereoisdmeros da dSp em D,0 e
H,0. Os resultados das analises foram obtidos por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM

monitorando a transicdo m/z 300 - 184 utilizando a cromatografia de fase normal.

De uma forma elaborada na abordagem do mecanismo de reagao foi utilizada
desta vez a 8-metoxi-2’-desoxiguanosina, a qual possui um grupo metoxi (OCHs)
ligado ao carbono 8 da dGuo, este grupo age como doador de elétrons, deste modo
avaliamos a possibilidade da formagao da dSp entre outras modificagcbes, as quais

serdao abordadas mais adiante. Levando em consideracdo que a 8-oxodGuo possui
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uma carbonila no carbono-8 o anel imidazol tendo uma propriedade de deslocar os
elétrons da molécula em sua direcéo.

A determinacdo da MeOdSp, a qual possui 14 Da a mais referente a dSp foi
obtida pela transicdo 314> 189, perda da desoxirribose 116 Da, figura 4.56, no
modo SRM por HPLC-ESI/MS/MS. Primeiramente obteve-se um padrao proveniente
da incubacgédo da 8-MeodGuo com uma fonte quimica de O, (1Ag) o DHPNO, em
D,0. A presenga da dSp contendo o grupo metoxi foi identificado como mostra a
figura 4.56 (A), os sinais destacados em lilas refere-se a MeOdSp. O sinal com
tempo de retencdo em 6,30 minutos pode ser outro produto formado, uma vez que o
padrdo nao foi isolado. Posteriormente identificamos formacdo de MeOdSp nas
reagcdes com ozdnio, a figura 4.56 (B) mostra o cromatograma obtido no modo SRM,
0s quais possuem o mesmo tempo de retencdo da MeOdGuo proveniente da
oxidagdo do O, (1Ag). A préxima etapa foi caracterizada a estrutura dos sinais
obtidos na figura 4.56 (B) através do estudo dos padrbes de fragmentag¢des dos ions
fragmentos no modo MS?. Inicialmente analisou-se a fragmentagao do ion precursor
com m/z 314, na figura 4.57 observa-se o mesmo perfil de fragmentagcao da dSp de
forma caracteristica a clivagem da ligagado N-glicosidica resulta no ion produto mais
intenso referente a m/z 189, o qual possui 14 Da a mais da dSp.

A maior evidéncia sobre a estrutura da MeOdSp séo os ions produtos obtidos
da fragmentacao de m/z 189. Os fragmentos com m/z 113 e 128 correspondem aos
dois anéis de cinco membros, as quais correspondem a perda de 85 Da, na porcao
do anel imino e 70 Dalton no anel onde estd localizado o grupo metoxi
respectivamente. Os fragmentos estdo destacados em cores, ou seja, a parte em cor
preta na estrutura refere-se a perda de massa. Outro fragmento encontrado esta

relacionado a perda de [( MeOdGuo — CO) + H]" para m/z 170, figura 4.58.
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Figura 4.56- Analise da MeOdSp por HPLC-ESI/MS/MS por detecgao no
modo SRM na transicdo m/z 314 - 198 obtida na reagédo da 8-metoxi-2’-
desoxiguanosina com (A) DHPNOy; (B) ozbdnio. Condic¢des utilizadas para o HPLC
consiste em coluna C-18 com por um gradiente com fase moével composta por

metanol e 10mM de formiato de amdnio.
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Intensidade (cps x10°)
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Figura 4.57 - Espectro de massas obtido da MeodSp por HPLC-ESI/MS/MS da
reagao da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina ozénio em D,0. O espectro superior

refere-se ao diastereoisdmero 1 e o inferior ao diastereoisomero 2.
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Figura 4.58 - Analise da MeOdSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento m/z 198
resultante da quebra da ligagao N-glicosidica (116 Da) da fragmentagao do ion
precursor m/z 314 proveniente da reacado de 8-MeOdGuo com ozbnio. Espectro

superior refere-se ao diastereocisbmero um e o inferior ao diastereoisdmero dois.

4.12 Caracterizagdo da Imidazolona e Oxazolona formada na reagao da 2’-

desoxiguanosina com o '°0; e 205 e por ["°Ns]-dGuo com '°0s.

De forma bem conhecida a fotossensibilizagcdo com azul de metileno da dGuo
em uma solugao saturada de O, (329') leva a formacgao dos produtos principais: os
diastereoisdbmeros da dSp e a 8-oxodGuo que por sua vez reage aproximadamente
3 vezes mais rapida que a dGuo, formando também a dOz e a dlz. A evidéncia da
contribuicéo do O, (1Ag) na reacao na foto-oxidacao foi demonstrada utilizando como

ferramenta o efeito do solvente, D,O e H,0, e o efeito supressor fisico com NaNgs,




Resultados - 222

assim em agua deuterada foi observado uma aumento de aproximadamente quatro
vezes na velocidade de reagado e com a adi¢gado do supressor a mesma foi diminuida
(Buchko et. al., 1995, Raoul e Cadet, 1996).

A oxazolona e a sua precursora imidazolona foram identificadas nas
oxidagdes pelo 0zdnio-16 e 18 através das reagées com a dGuo, °Ns-dGuo, 8-
oxodGuo e 8-MeOGuo. Inicialmente apresentaremos os resultados obtidos para dlz
na figura 4.59 mostra a sua estrutura e os seus fragmentos principais utilizados para

a sua identificagcao nas analises por HPLC acoplado ao espectrémetro de massas.

I (M + H)' = 229 Il m+2+Hy=231 I (m+4+H)y=233
- H L — H 130 T— -~ H T
N
HN=( fo HN :(VI = 4ro
N/ N H
NH NH h -
~L__[(M-116) + H] "= 113~ L _I(M +2-116) + H] "= 115 TEMF 40 R H] "2 1
0 - Q I Q
\
HO OH HO OH HO OH

Figura 4.59 - Estrutura da Imidazolona nas transi¢gbées (I) m/z 229 - 113; (Il) m/z
231 > 115 e (Il) m/z 233 = 117 com as seguintes notagbes: [M + H]"; [(M + 2) +
H]"; [(M + 4)+ H]" referente ao ion precursor da molécula com a incorporacéo de (1)

um atomo de '°0, (I) um atomo de "0 e (lll) com "N,.

Basicamente para identificarmos a dlz, um padréo foi gerado através da
fotossensibilizagcdo com azul de metileno como descrito por Cadet, 1996 e Martinez,
2003, desta forma a presenca da dlz foi identificada por HPLC-ESI/MSMS no modo
SRM nos sistemas estudados. Os cromatogramas da figura 4.60 apresentam um
sinal com tempo de retencdo em 7,30 minutos sendo de acordo com o padrédo

sintetizado e denotado como dGuo + O; ('Ay). Nas reagdes com oz6nio-18 ( dGuo +
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'®03) ha a formacdo tanto da dlz com a incorporacdo de um atomo de '°0 e '®0,
contudo a intensidade para a formagdo do produto marcado realgado em cor
vermelha € muito maior. De forma que na reagdo da dGuo com O3 conduzida em
H2180 foi detectada apenas a dlz ndo marcada, e nas reacgdes utilizando como
solvente D,O e H;0, ndo houve uma diferenga significativa em sua formagéo, a
figura 4.60 mostra apenas a reagao conduzida em D,0O ( dGuo + Os). Adicionalmente
pode ser constatada a ®N,-dIz destacada em cor verde proveniente da oxidagéo da
"SN5-dGuo com Os.

Igualmente identificou-se a dlz e '®0dlz derivada da oxidagdo da 8-oxodGuo
com o0z0Onio-18, sendo que a marcada apresenta um sinal cerca de 3 vezes maior,
diferentemente da reacdo conduzida em H,'®0 com Os, onde o sinal equivalente a
formacao da dlz é aproximadamente 10 vezes mais intenso. Os sinais destacados
em vermelho referem-se ao acréscimo de um atomo de oxigénio-18. A oxidagao da
MeOdGuo pelo O; também constatou-se a formacéo da dlz, a qual possui a mesma
razdo massa carga (m/z) 229, pois de acordo com os mecanismos propostos pela
oxidagao da 8-oxodGuo pelo O (1Ag) ou por transferéncia de um elétron, apds a
formagado do 5-hidroperéxido um segundo processo importante envolve a abertura
da pirimidina na ligagdo do carbono 5 e 6 seguido de alguns rearranjos ha a
formacgao da dlz, (Raoul, 1995, Ravanat et al., 2006 e Neeley, 2006) ou seja, o anel
imidazol da molécula é clivado. Desta forma a reacdo da 8-oxodGuo e MeodGuo
com O (1Ag) foi utilizado como padrao, a figura 4.61 ilustra os cromatogramas

obtidos para os sistemas estudados.
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Figura 4.60 - Analise da dlz por HPLC-ESI/MS/MS por detec¢gédo no modo
SRM obtida através da oxidagao da dGuo nas transi¢des m/z 229 - 113; 231 >
115e 233> 115, para O —> 0O e ® — O referente a incorporagéo de um atomo de
10 e '®0, respectivamente e ® "*N,. Condigées utilizadas para o HPLC consiste
em coluna C-18 com gradiente de fase mdvel composta por Metanol e formiato de

amoénio 10 mM.

A caracterizacao da dlz foi obtida por HPLC acoplado ao espectrdmetro de
massas no modo eletrospray positivo. A dlz como padrao foi obtida pela
fotossensibilizagdo da dGuo com o O, (1Ag), a figura 4.62 ilustra a fragmentagao do
ion precursor (M + H)" com m/z 229 exibe o ion fragmento com m/z 113 [(M —
116)+H]" referente a perda de 116 Da da clivagem da ligacdo N-glicosidica, o perfil
de fragmentacao apresentado é igual ao anteriormente demonstrado por Ravanat,
1999. Desta forma os espectros de massas obtidos para as reagdes da dGuo com
'°0; e '®0; estdo apresentados na figura 4.63 nos painéis (A) para (M + H)" e B com

um acréscimo de 2 Da referente a incorporagédo de um atomo de oxigénio-18 para
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[(M + 2) + H]" para m/z 231 e (C) para [(M + 4) + H]" para m/z 233 referente ao ion

fragmento com "°N, proveniente da oxidagdo da '°Ns-dGuo.
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Figura 4.61- Analise da dlz por HPLC-ESI/MS/MS por detec¢cdo no modo
SRM obtida através da oxidacdo da 8-OxodGuo e 8-MeOdGuo nas transicbes m/z
229 > 113 e 231 > 115, para O —>0O;@® —> O referente a incorporagéo de um
atomo de '°0 e '®0, respectivamente. Condicdes utilizadas para o HPLC consiste
em uma coluna C-18 com utilizando um gradiente de fase mével composta por

Metanol e formiato de amoénio 10 mM.
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Figura 4.62 - Espectro de massas obtido por HPLC-ESI/MS/MS da dlz
padrao proveniente da foto-oxidagao da dGuo.
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Figura 4.63 - Espectro de massas obtido da dlz por HPLC-ESI/MS/MS da

reagdo da 2-desoxiguanosina com (A) '°0Os , (B) '®0; (C) através da oxidacédo da

®Ns-dGuo com Os. Legenda: O — O;® — O-, referente a incorporagdo de um

atomo de '°0 e %0, respectivamente e @ °N,,
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Do mesmo modo para a oxidagdo da 8-oxodGuo com '°O; e 03 e da
MeOdGuo com o '®0O; exibem o mesmo perfil de fragmentagdo da diz e ®0dIz
apresentado na figura 4.62. Assim as fragmentacbes estdo apresentadas na figura
4.64, nos painéis (A) e (B) observa-se a fragmentagéo dos ions precursores m/z 229
e 231 dando origem aos ions fragmentos m/z 113 e 115 para a dlz ndo marcada e
marcada, respectivamente e no painel (C) apresenta a dlz proveniente da oxidagao

da MeOdGuo com mesmos fragmentos de (A).
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Figura 4.64 - Espectro de massas obtido da dlz obtido por HPLC-ESI/MS/MS
da reacéo (A) 8-oxodGuo com O3 (B) 8-oxodGuo com 03 e (C) 8-MeOdGuo com
O;. Legenda: O — O;@® — O-, referente & incorporacdo de um atomo de '°0 e 20,

respectivamente.
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A imidazolona, a qual foi detectada nos sistemas estudados anteriormente
descrito, sofre hidrélise acompanhada da incorporagdo de uma molécula de agua
levando a formacao da dOz em solugao aquosa neutra. Essa reagao ocorre segundo
mecanismo que envolve a formagéo transitéria de um acido carboxilico, seguido do
ataque do oxigénio nucleofilico ao carbono eletrofilico levando a ciclizagéo e

formagao do produto final (Raoul et. al., 1995) figura 4.65.

H _
O 180 O O
ITIH ITIH 2 'TIH

drR dR dR
diz dOz

Figura 4.65 - Mecanismo de hidrélise da imidazolona levando a formagéo da

oxazolona (Raoul et. al., 1995).

Para a identificacdo da oxazolona por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM
utilizou-se as seguintes transicbes: 247 > 131, 249 > 133 e 251 -> 135 para os
ions precursores [M + H]*; [(M + 2) + H]"; [(M + 4)+ H]" referente & dOz, '®*0-dOz e
®N4-dOz, a figura 4.66 ilustra os fragmentos da molécula.

Portanto a dOz foi detectada nas reagées da dGuo com O3 e 805 e a partir da
oxidacdo da "°Ns-dGuo com 0zdnio-16. Com o intuito de obter um padréo a dOz foi
formada através da oxidacao da dGuo utilizando o DHPNO,, uma fonte quimica de
(o)) (1Ag). Assim os cromatogramas da figura 4.67 apresentam um sinal com tempo
de retencdo em 3,30 minutos equivalente ao padrao utilizado. Pode ser visto ainda

na figura 4.67 o cromatograma proveniente da reacédo da dGuo com 0zbnio-16 em
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H,'®0 revelando a incorporacédo de um atomo de oxigénio-18 proveniente da agua-
18 (reacao apresentada na figura 4.65).

M+ 4 + Hy = 251
| (M+H)'=247 Il (M+2+H) =249 []] (M+2+H) 249 vV meavn

O

T f e e g
HoN N H,N N

zN N
[(M 116) + H] '= 131 [(M+2 116)+ H] "= 13 W W

Figura 4.66- Estrutura da Oxazolona nas transi¢gées (I) m/z 247 - 131; (ll)

e () m/z 249 > 133 e (IV) m/z 251 > 135 Legenda: [M + H]*; [(M + 2) + H]"; [(M
+ 4)+ H]" referente ao ion precursor da molécula com a incorporacgéo de (I) um
atomo de '°0, (Il) um atomo de '®0 proveniente do %03, (I1l) um atomo de 20

devido & incorporacdo de uma molécula de H,'®0 e (1V) com quatro atomos de N.
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Figura 4.67- Analise da dOz por HPLC-ESI/MS/MS por detecgdo no modo SRM
obtida através da oxidagao da dGuo nas transicdes m/z 247 > 131; 249 > 133 e
251 > 135, para O —> O e ® —> O referente & incorporacéo de um atomo de '°0 e

180, respectivamente e @ "°N,. Condicdes utilizadas para o HPLC consiste em uma
coluna C-18 com um gradiente de fase mével composta por Metanol e formiato de

aménio 10 mM.
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Investigamos a formacgao da dOz proveniente das reagdes da 8-oxodGuo com
0z6nio-16 , 0zbnio-18 e através da oxidagao da 8-MeodGuo com O3z. Como efeito de
comparagao o padrao utilizado nestes ensaios foi obtido através da oxidagédo da 8-
oxodGuo e MeOdGuo com DHPNO,. Sendo assim, de forma esperada a presenca
da dOz foi observada nos sistemas analisados, os quais podem ser visto na figura
4.68. Igualmente a detecgédo da dOz foi observada na reagédo da 8-oxodGuo com O3
na presenga de agua-18 com o incremento de 2 Da, equivalente a incorporagao de

um atomo de '®0 derivado da agua.
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Figura 4.68- Analise da dOz por HPLC-ESI/MS/MS por detecgdo no modo SRM
obtida nas transicoes m/z 247 > 131 e 249 - 133, foram obtidas através da
oxidagao da 8-oxodGuo e 8-MeOdGuo. Legenda: O —> O e ® — O referente a
incorporacdo de um atomo de '°0 e '®0, respectivamente. Condigdes utilizadas para
o HPLC consiste em coluna C-18 com por um gradiente com fase moével composta

por Metanol e formiato aménio 10 mM.
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Do mesmo modo para uma identificacdo inequivoca da formagado da dOz
proveniente das reagdes com ozénio, estudamos os padrdes de fragmentacao no
modo MS? obtidos do ion precursor. Essencialmente obteve-se um padréo de
fragmentagdo da dOz proveniente da fotossensibilizagdo da dGuo. O espectro de
massas da dOz com m/z 247 exibe trés ions fragmentos de maior intensidade
juntamente com um fragmento de menor intensidade com m/z 117 referente a
desoxirribose protonada. Dentre eles o fragmento mais intenso corresponde a m/z
131, geralmente observado para os 2’-desoxirribonucleosideos referente a clivagem
da ligagdo N-glicosidica. Outra fragmentagcao caracteristica € a perda de CO;
equivalente a 44 Dalton partir do nucleosideo (m/z 203) ou a partir da base
modificada ( m/z 87). A figura 4.69 exibe o perfil de fragmentagéo caracteristico da

dOz, esse padrao de fragmentagao também foi descrito por Ravanat, 1999.

[(M -116) + H]
131,2

[(M-116-CO, +H]"

=
-
(=]

871
| ‘ [(M-CO,)+H]"'

| 117.3 203,2 24?.1
il g 1\ I\

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

m/z

Figura 4.69 - Espectro de massas obtido por HPLC-ESI/MS/MS da dOz

[M +H]

|
Il

Intensidade
(cps x 107)
o
w

padrao proveniente da foto-oxidagao da dGuo.

De tal modo o mesmo perfil de fragmentacao observado no espectro de
massas para o padrao de dOz foi constatado nas reagdes da dGuo com ozbdnio-16
para dOz [M + H]" com m/z 247, [(M — COy) + H]' m/z 203 e [M — 116 + H]" m/z

131. Para o sistema com o 0zénio marcado observa-se um acréscimo de 2 Da para
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os seguintes fragmentos [(M + 2) + H]* com m/z 249, [(M + 2) — ( CO'0) + H]" m/z
203 e [(M + 2) — 116 + H]" m/z 133 e finalmente para '°Ns-dOz observa-se o
incremento de 4 Da para o fragmentos com m/z 251 [(M + 4) + H]*, para m/z 207 [(M
+4) — CO, + H" e [[M + 4) — 116 + H]" m/z 135, figura 4.70 (A), (B) e (C),

respectivamente.

[(M-116 - CO, +H]* (W -116)+ H*
- 868 131,1
: M +H]
(M-CO) +H
o 17,1 [ 2032 ] e
02 | seo "0t i |

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
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4.0 [(M+2-116 - (CO"0) + H] * 1331
e 30 87.1 [(M +2) - (CO"0) + H]* [(M+2)+HI
: o 117,1 203,1 249,1
- Ay I W [N - S— |
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B
b=l
a [(M+4-116-(CO,) +H] "
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Figura 4.70 - Espectro de massas obtido da dOz por HPLC-ESI/MS/MS da reacao
da 2-desoxiguanosina com (A) '°0Os , (B) '®0; (C) através da oxidacédo da °Ns-
dGuo com Os. Legenda: O — O;® — O- referente a incorporagéo de um atomo de

180 e 80, respectivamente e @ °N,.

Foi igualmente observado o mesmo perfil de fragmentogdo da dOz
proveniente da reacdo de MeOdGuo com 0zénio-16 com [M + H]" para m/z 247, [(M

—COy) + H]" m/z 203 e [M — 116 + H]" m/z 131, figura 4.71 (A), (B) e (C) apresentam
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0s mesmos padrao de fragmentagdo com acréscimo de dois Da para a reagao da 8-

oxodGuo com o0zbnio-18 e para 8-oxodGuo com ozbnio em agua-18,

respectivamente.
[(M -116) + H]*
[(M-116 - (CO,) + H] 131,0
15 t
1,04 A e [(M-CO,) +H]* (M H]
051 1 2471
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Figura 4.71 - Espectro de massas obtido da dOz obtido por HPLC-ESI/MS/MS da

(A) reagdo da 8-MeOdGuo com O3, (B) 8-oxodGuo com ®03 e (C) da Ozem H,'®0.

Legenda: O — O;@® — O-, referente & incorporacdo de um atomo de '°0 e 20,

respectivamente.
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413 Caracterizagado de X4 e X; formada na reagao da 2’-desoxiguanosina com

0 %0 e '®0; e por [*°N5s]-dGuo com '°0.

Dois produtos ainda nao identificados foram detectados a partir da reacao da
dGuo com ozbnio, os quais serdao denotados como X; e X,. Esses produtos nao
foram detectados tanto a partir da 8-oxodGuo como da 8-MeOdGuo, sendo produtos
especificos da dGuo. Como visto na figura 4.36, a qual apresentou os experimentos
realizados com a '®0s;, mais especifico na transicdo caracteristica da dSp foi
possivel notar dois sinais bem intensos, a principio acreditava-se que o X’s poderiam
ser a dSp, contudo com o desenvolvimento da pesquisa foi possivel evidenciar que
se tratavam de dois produtos diferentes.

Desta forma analisou-se X; € X, do mesmo modo com que foi analisada a
dSp, sendo assim os estudos envolvendo a marcagéo isotépica do 0z6nio-18 a partir
da oxidagdo da dGuo detectados por HPLC acoplados ao espectro de massas com
fonte ESI+ por deteccdo no modo SRM, as transigcbes especificas para com a
incorporacao de dois atomo de 160, dSp com a incorporagédo de um atomo de o e
dSp com a incorporacéo de dois atomo de '®0 foram [M + H]*; [(M + 2) + H]"; [(M +
4)+ H]" para m/z 300 = 184; 302 > 186 e 304 > 188, respectivamente. E
juntamente com os resultados da formagao da ®Ns-X1 e "®Ns-X1 com transicéo [(M +
5)+ H]* para m/z 305 > 189. Como esperado a figura 4.72 apresenta os
cromatogramas (A) m/z 300, (B) 304 e (C) 305, ao quais pode ser visto dois sinais
intensos com tempo de retencdo em 5,70 e 6,40 minutos em todas as transicoes. A
transicdo com m/z 302 esta representada na figura 4.36. O sinal com tempo de
retengcao 2.90 minutos corresponde a dSp. O espectro de absor¢ao dos X’s esta

representado na figura 4.72 (D). Essas analise procederam-se em cromatografia de
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fase reversa, constituida por uma coluna C-18 e por fase mével metanol e formiato

de amoénio 10 mM.
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; 6,29
1,7 6,41 0,25 5,68
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Figura 4.72 - (A) Cromatograma adquirido por HPLC-ESI/MS/MS por detecgéo no

modo SRM nas transigdes 300> 184 ; 304 > 188 e 305> 189 proveniente de X e

X, obtido da reacdo (A) dGuo com Os. (B) dGuo com '®0; ; (C) "Ns-dGuo com Oz e

(C) Espectro de absorgdo . = em 230nm. Legenda: O — O e ® >® referente a

incorporacdo de dois atomos de °0 e 80, respectivamente e @ "°Ns.
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Com o intuito de se obter mais informagdes sobre a formacéo de °00X’s e
80'®0X’s realizou-se uma cinética de oxidagdo da dGuo com o '®0s, as aliquotas
foram tiradas de 10 em 10 minutos até atingir 30 minutos, posteriormente foram
retiradas de 15 e 15 minutos até completar 2 horas. Foi constatado o mesmo
comportamento para ambos '®0'®0X’s (m/z 304), em 10 minutos se observa a maior
formacdo, com uma queda em aproximadamente 80% em 20 minutos
permanecendo estavel até 30 minutos em seguida ha uma diminuigdo constante.
Para "*0'®0X’s (m/z 302) nota-se uma formagao pouco expressiva ao comparar com
80'®0X’s (m/z 304), o mesmo perfil é observado para ambos os isémeros de m/z
302 e 304, figura 4.73 (A). Esse resultado pode sugerir um mecanismo de reagéo
direto do O3 a dGuo, pelo fato da expressiva formagédo de m/z 304, ou seja, a
incorporacédo de dois atomos de oxigénio-18 na estrutura inicial, a dGuo.
Consequentemente, para obter mais informagdes do tipo de mecanismo realizou-se
um conjunto experimentos de forma que a dGuo foi solubilizada em D,O, em pD
2,0, em pD 9,0 e em uma mistura contendo D,O/alcool tert butilico (1:1), o intuito foi
verificar a formagao dos X’s avaliando a contribuigdo do O, (1Ag), efeito do pD e a
contribuicdo do mecanismo radicalar. O mesmo conjunto de experimento foi feito
utilizando H>O no lugar de D,0O. A figura 4.73 (B) expressa a area relativa da
formagdo dos X’s, a qual foi obtida por HPLC-ESI/MS/MS do no modo SRM,
monitorando as transicbes m/z 300 - 184. Interessantemente a combinacdo D,0/
alcool tert butilico foi observada a maior formagcao para os dois produtos, como
também a combinagao H,O/ alcool tert butilico se mostrou eficiente. Nota-se o dobro
da formacao dos X’s em D,O ao comparar com a H,O. Entre os pH’s estudados em
meio acido nao foi possivel detectar X; e X, devido a velocidade de reagao ser

menor e em pH =9,0 somente em H,O houve um aumento. Diante desses
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diversificados resultados pode-se atribuir um ataque direto do O3, uma vez que o

alcool tert butilico pode ter protegido o ozénio do radical hidroxila.
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300 X4 —u—mjz 302
=
250 f
I H X2
A I ~
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Figura 4.73 (A) Formagao de '°0"%0X’s e ®*0'0X’s durante a cinética da reagao
da dGuo com 05 por 120 minutos. Os resultados das analises foram obtidos por
HPLC-ESI/MS/MS do no modo SRM, monitorando as transi¢des 302 > 186 ; 304 ->
188. (B) A formacgao de X1 e X, proveniente da reagdo da dGuo com O3, expressa
pela area relativa, em diferentes condi¢cdes de solvente e pH, as analises foram
adquiridas por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM, monitorando a transicao

300 = 184. TBA = alcool tert- butilico.

A partir deste ponto os produtos foram purificados por HPLC, o que foi
possivel deparar com sua instabilidade. Em uma primeira tentativa apds a
purificagdo os produtos foram rotoevaporados para redugédo do solvente orgéanico e
em seguida liofilizado, apds esse processo foi possivel notar que os produtos foram
degradados. Portanto, outra metodologia foi aplicada na purificagdo, de forma que a
fase movel constitui-se de 80% metanol/ acetonitrila (1:1). Os X’s (isdmeros)

purificados, o processo de coleta foi feito na meia altura do pico para evitar
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contaminagao do outro isomero. A figura 4.74 apresenta a area relativa adquirida por
HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM, monitorando as transicées 300 > 184, (A) pode
ser visto X4 juntamente com X; e em (B) X; juntamente com X4, 0 que pode indicar
que um isbmero se converte no outro, podendo ser uma forma aberta e a outra
fechada ou mesmo isdmeros geométricos. Nesse mesmo experimento foi avaliado a
sua estabilidade, as inje¢des no sistema HPLC-ESI/MS/MS foram feitas a cada 45
minutos, no entanto a mostra permaneceu no auto injetor a 4°C, nota-se que apenas

X1 se decompés sutilmente.

Area Relativa (cps x 109

20 135

Tempo (minutos)

Figura 4.74- Analise da estabilidade dos produtos purificados (A) X1 e (B) X2. As
amostras foram injetadas a cada 45 minutos por um auto injetor programado com
temperatura a 4°C. Os resultados das analises foram obtidos por HPLC-ESI/MS/MS

do no modo SRM, monitorando as transigées 300 > 184.

A caracterizacao dos X’s foi realizada de forma semelhante a da dSp,
portanto, inicialmente obteve-se o perfil de fragmentagédo do ion precursor com m/z
300 para a molécula ndo marcada, m/z 304 para molécula duplamente marcada e

finalmente para m/z 305 para a molécula acrescida de cinco atomos de nitrogénio-
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15. Os espectros exibe a formagao de um ion fragmento de maior intensidade
juntamente com um fragmento de menor intensidade com m/z 117 referente a
desoxirribose protonada. Desta forma o fragmento mais intenso corresponde a m/z
184, que é comumente observado para dSp, figura 4.38, contudo seu perfil de
fragmentagdo néo apresenta ions fragmentos de menor intensidade como m/z 210,
figura 4.75 (A e A’). Os espectros de massas correspondentes a (B e B’) e (C, C)
apresentam o mesmo padréo de fragmentagdo, apenas com acréscimo de quatro
unidades de massas proveniente da molécula duplamente marcada com 1805 para
[(M+ 4)+ H" e [(M + 4 - 116) + H]", correspondente a m/z 304 e 188 e com
incremento de 5 Da referente & oxidagdo da [°Ns]-dGuo para [(M + 5)+ H]" e
[(M +5-116) + H]" com m/z 305 e 189, respectivamente.

Geralmente para a caracterizagao dos 2’-desoxirribonucleosideos modificados
observa-se o ion fragmento mais intenso, que corresponde a clivagem da ligacdo N-
glicosidica, entretanto neste caso em especial a reagdo da dGuo com ozénio forma
dois diastereoisbmeros da dSp e dois isdbmeros ainda nao identificados X; e X, com
a mesma razao massa carga ( m/z 300) e com as mesmas transi¢coes (300>184).

Deste modo para elucidagcao estrutural dos X’s estudou-se os padrdes de
fragmentacdo no modo MS? para m/z 184, 188 e 189 referente a
1*0'%0X’s,'®0'80X’s e [°Ns]-X’s. Claramente é observado um perfil de fragmentagao
semelhante ao da dSp, embora notou-se a auséncia dos ions fragmentos
correspondentes a perda de [(M — NHCO) + H]" e [( M — CO) + H]" para m/z 141 e
156, respectivamente. Os espectros ainda exibem trés ions fragmentos de maior
intensidade com m/z 114, 112 e 86, interessantemente o padrao de fragmentagao da
dSp (figura 4.40) exibe os mesmo fragmentos com excecao do m/z 112, que na dSp

equivale ao m/z 113. Destacando para maior evidéncia sobre a estrutura da espiro
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sdo os ions fragmentos obtidos com m/z 113 e 114, esses ions correspondem aos
dois anéis de cinco membros.

Desta forma os espectros de fragmentacao da figura 4.76 (Ae A’); (Be B’) e
(C e C’) ilustram os ions fragmentos de m/z 184, 188 e 189 proveniente da reagéo

da dGuo com O3, 803 e a oxidacdo de [°Ns]-dGuo com Os, respectivamente.
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Figura 4.75 - Espectro de massas obtido de '°0'°0X’s,"*0"0X’s e ['°Ns]- X’s por

HPLC-ESI/MS/MS da reacdo da desoxiguanosina com (A) e (A’) '°0s; m/z 300; (B)

e (B") "®0s;m/z 304 e (C) "®Ns-dGuo com O3 m/z 305. Para O —>O ¢ ®>®

referente a incorporacdo de dois atomos de '°0 e 80, respectivamente e @ "°Ns. A

terminologia A; B; C; refere-se ao isbmero 1 e A’; B’; C’ ao isbmero 2.
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Figura 4.76 - Analises da dSp por HPLC-ESI/MS/MS do ion fragmento m/z 184

resultante da quebra da ligagdo N-glicosidica, 116 Da da fragmentagao do ion

precursor m/z 300. (A) e (A’) *0'®0X’s, (B) e (B') '®*0'®0X’s proveniente da reacéo

de dGuo com ®0; e (C) e (C’) "®Ns-dGuo com Os. A terminologia A ; B ; C, refere-se

aoisbmero1e A’ ; B’ e C’ ao isbmero 2.
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4.14. Captagio quimica do "0, ('A;) gerado na reagio de 2'-
desoxiguanosina com '®0; e durante a decomposigdo do '°0; utilizando EAS e

analisado EAS'20,.

De forma mais elaborada buscou-se mais um indicio da geragdo de O, ('Aq)
nas reagdes com ozbnio através da captacdo quimica. Em vista das propriedades
quimicas do Oj;, chamamos atencdo da dificuldade de controlar um sistema
composto por dois reagentes, isso se deve a sua propriedade altamente oxidante, ou
seja, altamente eletrofilico. Sendo assim a escolha do captador foi devido ao EAS
possuir substituintes hidrossoluveis e pela auséncia de duplas liga¢des localizadas
no substituinte ligado ao antraceno.

Com a finalidade de obter informacoes a respeito do mecanismo envolvido na
geracao de O, (1Ag) durante a decomposicio do '°0; e informagdes sobre a origem
dos atomos de oxigénio presentes na molécula de O (1Ag), uma vez que,
experimentos anteriores demonstraram a presenga de O (1Ag) evidenciado no
estudo da emissao de luz monomolecular. Assim o captador quimico EAS (molécula
duplamente carregada) foi utilizado no sistema e o endoperdxido correspondente

(EASOy), figura 4.77, foi analisado por HPLC acoplado ao espectrobmetro de massas.
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Figura 4.77 - Reacao de captagao do O, (1Ag) a partir de um derivado de antraceno

EAS gerando o respectivo endoperdxido EASOs,.

Inicialmente analisou-se um padréo de EASO, e EAS'0, sintetizado a partir
do DHPN'®0, com '°0, (*z4") dissolvido na solugdo por HPLC com detecgdo SRM no
modo de ionizagédo negativa nas transi¢coes 228 > 212 e 230 > 212, referente a

perda do endoperoéxido, figura 4.78.
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Figura 4.78 — Detecgdo de EASO, e EAS'0, proveniente da captagdo do O, ('A)
(DHPN'80,) por HPLC-ESI/MS/MS nas transigdes (A) 228 > 212 e (B) 230 > 212.

A cor vermelha corresponde a incorporacéo de dois atomos de 180,

A formacao do EASO, derivado durante a decomposig¢ao do O3 foi confirmada
por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM na transigéao 228 - 212. A figura 4.79 exibe os
cromatogramas obtidos durante a decomposi¢cdo do O3 em (A) DO e (B) H20, o
qual observa-se um sinal mais intenso em D,0, caracterizando a formacgédo do O,
(1Ag). A caracterizacdo do EASO; foi obtida pela analise de suas fragmentacoes,
MS?, o espectro de massas do ion precursor com m/z 228 exibe um ion fragmento
majoritario em m/z = 212, [EAS — 2H]%, resultante da perda de 2 atomos de oxigénio

presentes na molécula.
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Figura 4.79 — Deteccdo de EASO, e EAS'®0, proveniente da decomposicdo do Os
por HPLC-ESI/MS/MS na transi¢cao 228 - 212 em (A) DO e (B) H20 e (C) espectro

de massas do ion precursor m/z 228.

Uma vez identificada a formagdao de O, (1Ag) através da ferramenta
comumente usada, a captagdo quimica na decomposi¢cdo do ozénio, onde ficou
clara a maior formagdo de EASO, em agua deuterada, a qual prevalece a
contribuigdo do O3 ('A4) na formagao do endoperoxido. Com o intuito de investigar a
origem dos oxigénios contidos na molécula do oxigénio singlete proveniente da
reacdo da dGuo com ozdnio, deste modo, estudou-se a reagdo da dGuo com ozbnio
marcado isotopicamente a partir do 0, (*Zy) com a adicdo de EAS. Como
esperado a figura 4.80 apresenta os cromatogramas obtidos para ion precursor com
m/z (A) 228, (B) 229 e (C) 230 correspondente ao EAS'®0'°0, EAS'0'™0 e
EAS'0™0, respectivamente. Observa-se claramente a formagdo predominante de
EAS'0™0, em menores proporgées a formacdo de EAS'®0'®0 e uma pequena
contribuicdo de EAS'®0'°0.

A identidade do

ion precursor foi confirmada através da analise da

fragmentacao de m/z 230. A figura 4.80 (D) exibe os ions fragmentos em m/z 230
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correspondente a molécula marcada isotopicamente com dois atomos de oxigénio-

18 e m/z 212 correspondente a molécula de EAS (duplamente carregada),

proveniente da perda do endoperéxido marcado.
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Figura 4.80 — Deteccdo de (A) EASO,, (B) EAS'0'®0 e (C) EAS'0, proveniente

da reagdo da dGuo com '®0; por HPLC-ESI/MS/MS na transicdo 228, 229 e 230 >

212 e (D) espectro de massas do ion precursor m/z 230. O ion marjotitario com m/z

212 corresponde a molécula sem os dois atomos de oginénio, sendo duplamente

carregada. A massa molar do EAS é de 444 g.mol™.
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5. DISCUSSAO

A presenga de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em sistemas
bioldgicos ocasiona alteragdes oxidativas nas biomoléculas, que, por sua vez podem
conduzir a mudangas nas fungdes bioldégicas e a diversas lesdes que sao
prejudiciais ao funcionamento celular. Dentre as espécies reativas o O, ('Ag) tem um
especial interesse, pois possui um carater eletrofilico e € capaz de reagir com
biomoléculas como lipideos, proteinas e DNA. Ademais, a sua geragao é
evidenciada em meio biolégico através de reagbes que envolvem as enzimas
peroxidases, tais como lactoperoxidase, mieloperoxidase e cloroperoxidase
(Kanofsky, 1983, 1984 e 1985, 1989), através da fagocitose (Steinbeck et. al., 1992)
e na peroxidacgéo lipidica (Russell, 1957; Howard e Ingold, 1968; Miyamoto et. al.,
2003). Outra ocorréncia da geracao de O (1Ag) em quantidades consideraveis
provém das reacdes de O3 com biomoléculas (Kanofsky e Sima, 1993). Por isso, o
ozbnio exogeno (poluente ou nao) inalado leva a uma série de espécies secundarias
reativas como o O (1Ag), produtos potencialmente toxicos e biomoléculas oxidadas.
As espécies antioxidantes encontradas no fluido de revestimento epitelial pulmonar,
como acido urico, GSH e acido ascorbico interceptam o O3, podendo gerar O, (1Ag)
em grandes quantidades. Especificamente o acido ascérbico, além de gerar
oxigénio molecular singlete forma também hidroperéxidos consequentemente
induzindo o efeito pro-oxidante (Colussi A. J., et. al., 2007, 2008).

Recentemente foi proposto que os anticorpos podem catalisar a geragéo de
oxidantes na defesa celular, incluindo o hidroxido-hidrotriéxido (H2O03) e Os;

provenientes da reacgao do O, (1Ag) e H»0, Babior, 2003.
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Ainda neste panorama do efeito toxico do O3, sugere-se pelo menos em parte
que a cascata dos produtos gerados através da ozonizagdo dos lipideos contidos
nos fluidos pulmonares seja responsavel pelos danos gerados e pela sinalizagcado da
inflamacgéo (Pryor, et. al., 1995).

O elevado potencial mutagénico do O3 é caracterizado, principalmente, por
substituicdo das bases essencialmente localizado no G:C (75%), caracteristico de
espécies reativas de oxigénio, porém ocorrem em um padrao especifico, sequéncias
preferenciais (hotspots) de acgbdes especificas para o Os. Esses locais foram
definidos apés comparagao dos efeitos de outras espécies oxidantes, como radicais
hidroxilas, Oz (1Ag), e radiacado ionizante, Jorge et al., 2002. Atualmente, sabe-se que
dentre as bases do DNA, a 2-desoxiguanosina preferencialmente reage
significativamente com o O, (1Ag) em pH neutro.

Logo, as aminas terciarias, secundarias e primarias também s&o conhecidas
como fonte de oxigénio molecular singlete nas rea¢cdes com ozénio (Sonntag et. al.,
2001), as quais estdo presentes no DNA. Compostas por aminoacidos basicos
(lisina e arginina) as histonas, e as poliaminas (esperminas e espermidinas), as
quais estao envolvidas na defesa antioxidante e empacotamento do DNA.

Apesar dos mecanismos de danos ao DNA por acao do O3 permanecerem em
grande parte desconhecidos, essas evidéncias fundamentaram a proposta deste
trabalho, no qual se iniciou um estudo mecanistico com o intuito de investigar a
importancia da toxicidade proveniente das reagdes do O3 a contribuigdo do O (1Ag)

e seus produtos de oxidagao.
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5.1 Geragao e concentragao do O;

O sistema de geracédo de ozbnio é baseado no método de descarga elétrica
por efeito corona. Simplificadamente, esse processo é fundamentado em uma
diferenca de potencial de alta voltagem com dois eletrodos assimétricos. Desta
forma alguns parametros podem alterar o rendimento do ozonizador. Em sistemas
alimentados por um fluxo de gas oxigénio comercial com grau de pureza de 99,9% o
rendimento € de 4 a 11% e na sua auséncia cai para 1 a 4%, EPA Guidance Manual,
(1999). Dentre esses parametros podem ser citados o fluxo de gas oxigénio, o
potencial de reducdo aplicado ao eletrodo e a umidade. Sendo assim, a
concentracao de O3 poderia ser controlada de forma simples, porém o rendimento da
geragdo de ozbnio ndo se apresentou linear durante os experimentos. A grande
dificuldade apresentada foi controlar o ozonizador com os melhores parédmetros do
arranjo experimental. Dentre os parametros ajustados o que apresentou menor erro
experimental foi composto por fluxo de gas oxigénio de 6 mL por minuto com
concentragao 50 mg por hora de O3 0 que equivale a 25% do potencial de redugéo
do gerador tanto no método por titulagdo iodométrica como por espectrometria do
UV-Visivel, item 4.1. O intuito ndo foi comparar a concentracédo de O3 entre uma
técnica com a outra, visto que, por iodometria ocorrem reagdes de oxirredugao e por
espectrofotometria ha a solubilizagdo do 0z6énio em H,O ou D,0O. Assim constatou-se
a dificuldade de controlar a quantidade de O3 gerada. Desta forma, optamos por nao
quantificar as modificacdes e sim detecta-las e caracteriza-las. A ozonizacdo das
amostras foi conduzida de forma branda (25 % do ozonizador) para detectar os

produtos primarios da reagao e ndo os seus subprodutos, uma vez que o O3 € uma
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espécie altamente reativa. Para as analises de luminescéncia a saturagao da D,O ou

H,0 foi realizada a 75% do ozonizador.

5.2 Medidas da emissdao monomolecular do O; (1Ag) na reagcao de Oz com

moléculas organicas.

Nas duas ultimas décadas tem-se enfatizado a contribuicdo das reacdes
secundarias aos danos biologicos causados pelo ozbnio. Algumas espécies
intermediarias foram apontadas como importantes nessas reagdes secundarias, tais
como, H»O,, hidroperdxidos, radical hidroxila e anion radical superéxido. Contudo
recentemente na literatura é intensamente discutida a geracao de O, (1Ag) a partir
das reacbes de ozbnio com uma funcdo potencial de um papel intermediario de
importancia na toxicidade do Os.

Nas reacoes de O3, 0 O, (1Ag) € gerado quando o O3 reage pela transferéncia
de um atomo de oxigénio, o qual é incorporado na molécula formando um produto
oxidado, enquanto os dois outros atomos de oxigénio resultantes do Os; sé&o
liberados como O (1Ag). Este processo ocorre pela regra da conservacao do spin,
onde determina que o dioxigénio resultante esteja em seu estado eletronicamente
excitado, pois a molécula organica e o O3 assim como os produtos estdo em seu
estado fundamental singlete (Mufioz et al., 2001). O mecanismo molecular desse
processo tem como intermediario o anion tridoxido, o qual quando possui um tempo
de vida maior e energia favoravel se decompondo a O, (1Ag), ademais a protonacgéao
do anion trioxido pela agua pode competir com a sua decomposicido e outras

reacdes podem acontecer.
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De forma geral, um estudo tedrico do anion HOOO™ demonstrou que a ligagao
HO—OO" dessa espécie possui um comprimento de 1,88 A indicando
predominantemente uma ligagdo nao covalente ou ligacao covalente muito fraca
4 kJ.moI'1), sugerindo a interagéo entre anion HO™ e O (1Ag), Cerkovnik J, 2001.

Estratégias experimentais comumente utilizadas para demonstrar a presenga
de O, (1Ag) sdo elas: captacao quimica; supressao fisica; uso de solventes
deuterados e estudos de luminescéncia. Contudo para nao haver a geragdo de
artefato, o que nos levaria a uma interpretagdo equivocada, nossos aliados para
desvendar as questdes estudadas nesse trabalho sdo o estudo de luminescéncia
monomolecular, bimolecular e solventes deuterados, por prologarem o tempo de

vida do O, ('Ay).

5.2.1 Medidas de emiss&o monomolecular do O, (*4,) na reacéo da Guanina e

da 2'-desoxiguanosina com Os.

A figura 5.1 apresenta a estrutura molecular da purina para um auxilio durante

a discussio.

NN
N N\>

R

R = 2- desoxirribose (dR)

R = H (purina)

Figura 5.1 — Estrutura molecular purinica.
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A quimiluminescéncia observada para a Guanina e seus derivados apontou
um perfil semelhante em todos os pH’s analisados. Dentre eles a maior intensidade
da emissao de luz em 1270 nm foi proveniente das reagbes em meio acido, pH 2,0.
Curiosamente a constante de velocidade para as reagdes do O3 com a Gua e seus
derivados aumenta cerca de 250 vezes quando desprotonadas (Sonntag, 2001).
Assim a desprotonagdo ocorre no nitrogénio-1 da guanina, na faixa de pH entre 9.2 -
9.6, ambos com menor energia livre, ou seja, a forma tautomérica mais estavel,
formando uma ressonancia entre o nitrogénio-1 com o carbono-6 (Bernhard
Schlegel, et., al. 2003), figura 5.2. Entretanto constatou-se a menor emisséao de luz
mesmo com a formagdo do anion na estrutura, figura 5.2. E interessante notar que
compostos desprotonados, os quais possuem uma densidade eletrbnica maior
favorecem a formacdo do O3 (1Ag), como o anion fenolato que reage
aproximadamente seis vezes mais rapido do que o fenol com o O; e
consequentemente observa-se a mudanga de mecanismo formando o triéoxido e o
outro envolve o radical hidroxila, respectivamente.

Na faixa de pH entre 2,0 - 3,5 o sitio de protonacao preferencialmente ocorre
no nitrogénio-7, formando um céation. Essa mudanca tautomérica na estrutura altera
a densidade eletrbnica da Gua e seus derivados, essa evidéncia pode ser
interpretada de duas formas quanto a contribuigdo de O (1Ag) no sistema: o
favorecimento da geracado do intermediario a&nion trioxido, devido ao arranjo da
densidade eletronica da molécula e em baixo pH exista uma contribuicdo para a
protonagcao do anion trioxido favorecendo sua decomposicdo em O (1Ag). Além
disso, a Gua e seus derivados apresentam menor potencial de redugao entre as
bases o0 que seria esperada a reacdo por transferéncia de elétrons, no entanto

Sonntag demostrou justamente o contrario, com a adi¢ao de alcool tert butilico foi
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constatado a auséncia do radical hidroxila. Continuando, a luminescéncia foi
observada em todos os pH’s estudados para a Gua e seus derivados néao

observando a contribuicdo da 2-desoxirribose na auséncia de emissao de luz, figura

4 .15.
O 0
H pK=25-3,0 N pK=9.2-9.6
PN PR
HoN" N HN™ "N™ N H,N
Guanina

Figura 5.2 — Formas tautoméricas da Guanina em fungéo do pH.

A quimiluminescéncia foi detectada exclusivamente para dGuo utilizando
NaN3; como supressor fisico O (1Ag), a figura 4.11 mostra o efeito da supressao da
luminescéncia em aproximadamente 80%, mesmo observando a auséncia de
emissdo de luz em 1270 nm para o controle da reagdo com NaNj; (figura 4.12) é
prematuro sugerir o efeito da supressao fisica do O; ('Ay) , visto que a maioria dos
supressores fisico do O, (1Ag) reagem rapidamente com oz6nio, assim a redugao da
luminescéncia causada pela adicdo do supressor pode ser devido ao consumo do
mesmo pelo 0zénio ao invés do efeito supressor, tabela 1.7.

Ademais o efeito da geragéo de O, (1Ag) em fungéo da concentragdo da 2’-
desoxiguanosina na reagao com ozoénio foi estudada, desta forma a luminescéncia
se mostrou dependente da concentracdo da dGuo linearmente, € importante
observar que partiu-se de pequenas concentracdes de dGuo 0,15 uM, desta forma

observou-se que o 0zdénio nao foi totalmente consumido na primeira adi¢ao de dGuo,
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sendo assim na mesma solugao de O; foi injetada uma segunda solugdo da mesma
concentracao de dGuo e a luminescéncia foi observada com menor intensidade.
Assim o perfil de emissdo de luz nesse experimento manteve-se igualmente em
todas as concentragbes, mostrando uma luminescéncia instanténea, figura 4.13.

A luminescéncia dos produtos de reacdo da dGuo com O3 foi realizada para
avaliar se sdo hidroperoxidos estaveis. Desta forma, ao se adicionar Ce*" ha a
formacao de radicais peroxilas, os quais formam um intermediario tetréxido levando
a formacao de O, (1Ag), pelo mecanismo de Russell. Como resultado observou-se a

auséncia de emissao de luz a 1270 nm (figura 4.19).

5.2.2 Medidas de emissdao monomolecular na reacdo da Adenina e

2'-desoxiadenosina com Os.

Interessantemente a adenina e seus derivados tém um perfil distinto da
guanina. A figura 4.15 apresenta bem esse perfil, no qual nota-se uma maior
intensidade de emissao de luz em pH 9,0 ( pKz adenina = 9.0 - 9.8) e em pH 2,0, (pKj4
Adenina = 4.2) observa-se a auséncia da emissédo de luz em 1270 nm. As formas
tautomérica da Ade sao apresentadas na figura 5.3.

A adenina é a unica base que reage substancialmente com ozbnio pelo
mecanismo radicalar. Apesar de seu potencial de reducido elevado, que néo
permitiria que a transferéncia de elétrons ocorresse na reagao. No entanto, o radical
hidroxila é formado em aproximadamente 60% (Sonntag, 2001) na reacéo. Desta
forma, deve haver outra possibilidade para a formagdo do 'OH, sendo a

probabilidade que seu precursor seja o O, (consequentemente ocorre a
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transferéncia de elétron para o O3 formando O3”). Assim a velocidade de reagéo da
Ade e seus derivados dependem do grau de desprotonagdo. Sendo assim, uma
possivel justificativa para a geragcdo de O, (1Ag) ser mais intensa sob a
desprotonacdo seria o aumento da densidade eletrdnica da molécula. Permitindo o
ataque eletrofilico do O3 de forma que o fechamento do ciclo seria desfavorecido
pela carga negativa localizada. Deste modo, favorecendo a reagao pelo mecanismo

envolvendo o intermediario tridxido.

NH, NH2 NH,
HF\]/ pK 4.2 pK 9.2-9.6 N/ N\
KN | H\> KM > KN | '1‘>
Adenina

Figura 5.3 — Formas tautoméricas da Adenina em fungéo do pH.

5.2.3 Medidas de emissdao monomolecular na reacdo da Xantina com Os.

Com o intuito de obtermos mais informagdes sobre a proposta de mecanismo
da dGuo e 8-oxodGuo com o0zbnio na geragdo de O (1Ag) a luminescéncia da
xantina foi avaliada. Deste modo, observou-se um perfil de emissdo de luz
semelhante ao da Ade e seus derivados mostrando uma luminescéncia intensa
(somente em pH 9,0). Contudo nos outros pH’s avaliados observa-se a auséncia da
emissao de luz. Neste ponto, a caracteristica difere da adenina e guanina, pois para
a primeira em solugao neutra ha uma emissao de luz e a segunda em todos pH’s é
evidenciado a geragao de O, (1Ag). A xantina possui um pkq = 0,8, a sua protonagao

esta localizada no N9 e N7 do anel imidazol, formando um monocation, o pK>=7.7 a
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desprotonacao do N3 leva a formagao de uma oxopurina, visto que o anion formado
em N3 estd em ressonancia com o a carbonila em C2 (Kulikowska E., et. al., 2004).
A figura 5.4 exibe as estruturas desprotonadas e protonadas. Estas diferencas na
estrutura causam um favorecimento entre o tipo de mecanismo de geragdo da
luminescéncia. Visto que os sitios mais provaveis da reatividade com O3 sao a dupla
ligagdo entre os carbonos 4 e 5, tdo bem como o carbono 2 da carbonila e por fim o

carbono 8 do anel imidazadico.

0]
H
HN N pK = 0.8 HNT 6% ;\1é pK =77 HN N\
| ’-\:/> 2 3 4‘ ?\j> R ‘ >
o N H N A o N
Xantina

Figura 5.4 — Formas tautoméricas da Xantina em funcéao do pH.

5.2.4 Medidas de emissdo monomolecular na reacdo da 8-oxodGuo com Oa.

A quimiluminescéncia da 8-oxodGuo apresenta um padrdo de emissao de luz
que difere na intensidade quando comparado ao da dGuo nos pH’s avaliados. Em
pH 2,0 a dGuo tem uma intensidade maior do que em relagdo aos outros pH’s
analisados, contudo para a 8-oxodGuo observa-se uma maior intensidade em pH
9,0, uma caracteristica da xantina e Ade e seus derivados. A 8-oxodGuo apresenta
uma carbonila localizada no C8, isso pode excluir um sitio de reagdo de ataque do

O3, uma vez que a dupla ligagao entre o N7=C8, foi oxida formando C=0 (a fungéo
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cetona), como o ozbénio € um agente altamente eletrofilico ele preferencialmente
reage onde exista maior densidade eletrénica. Sendo excluido um possivel sitio de
reacao da molécula, a possibilidade de ataque direto do O3 se localizaria na dupla
ligagdo C4=C5, levando a formagao de um anion trioxido. A figura 5.15 apresenta a
rota de reagcdo com marcacgdo isotdpica envolvendo o intermediario triéxido. O
favorecimento da luminescéncia em pH alcalino é sugerido devido a desprotonagao
do N7 proporcionando um aumento da carga negativa em pH = 7,0 — 8.6, e em
pH~12 ha a desprotonagcdo do N1, este nitrogénio se torna basico devido a
dissociagao do N7-H, como nao ha carga positiva no C5 para um rapido fechamento
do ciclo, o que levaria a formagéao do intermediario Criegee. Desta forma aumentaria
o tempo de vida do hidrotrioxo levando a geracdo de O (1Ag). As formas
tautoméricas da 8-oxodGuo em fungdo do pH podem ser vistas na figura 5.5,
partindo da 8-oxodGuo ( 6,8-diceto).

Em pH 6,0 e 2,0 a intensidade observada é a mesma, entretanto o tempo de
decaimento em pH 6,0 se apresenta cerca de 100 segundos o que difere de todos
os outros sistemas estudados. Em pH 2,0 - 3,5 ha a protonacao do N3, conferindo

uma carga positiva na estrutura, figura 5.6.
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dR = 2-desoxirribose.

6-enol, 8-ceto

Figura 5.5 — Formas tautoméricas da 8-oxodGuo em fungéo do pH alcalino.
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O @)
H H
HN7 6 3 ’7\1 pK=2,0-3,5 HN7 6 3 7N
J&s 4\ 99:0 2.3 4| 08— O
HN" “N7 N HN™ N7 N
dR H o gR
6,8-diceto

dR = 2-desoxirribose

Figura 5.6 — Formas tautoméricas da 8-oxodGuo ( 6,8-diceto) em fung¢ao do pH

acido.

5.2.5 Medidas de emissdo monomolecular na reacdo da timina e timidina

com Os.

A figura 5.7 apresenta a estrutura molecular da pirimidina para um auxilio

durante a discussao.

R = 2- desoxirribose (dR)
R = H (pirimidina)

Figura 5.7 — Estrutura molecular do ciclo pirimidico.
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De modo geral, segundo Cadet et al., 1996, as pirimidinas possuem uma rota
de oxidacao preferencialmente via intermediario de Criegee com abertura do anel.
Esta abertura esta condicionada aos seus substituintes, quanto a sua influéncia de
doador de elétrons ou sequestrador de elétrons. Embora a ozondlise da timina e
timidina possua varios aspectos mecanisticos em comum, ha uma influéncia
perceptivel do substituinte em N1, 2-desoxirribose. Para a timidina o ozbnio se
adicionara na dupla ligacédo do carbono 5 e 6, e as caracteristicas do N1 como
doador de elétrons ira influenciar na abertura do anel, como também pode influenciar
os intermediarios formados ( Flyunt et. al., 2002).

Os aspectos mecanisticos da emissao de luz também estdo condicionados ao
substituinte do N1. Desta forma, em pH 9,0 a timina estd desprotonada no N1
(figura 5.8) sua velocidade de reagdo € consideravelmente mais rapida,
concomitantemente o mecanismo de reacdo deve ser parcialmente alterado, uma
vez que observa-se a geragao de oxigénio molecular singlete exclusivamente em pH
alcalino. No caso da timidina observa-se a auséncia da luminescéncia em todos os

pH’s avaliados.

0 0
CH; - % _CHs
)2\1 6 /I
(0] N O N
H H
Timina

Figura 5.8 — Formas tautoméricas da timina em pH 9.9.
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5.2.6 Medidas de emissdo monomolecular na reacdo da citosina e 2'-

desoxicitidina com Os.

A 2’-desoxicitidina reage um pouco mais rapido do que a citosina, esse fato é
mais provavel devido ao efeito indutivo da 2-desoxirribose. Desta forma, o aspecto
na quimiluminescéncia apresenta uma emissao de luz em pH 9,0, tanto para dCyd
como para citosina. Exclusivamente em pH 6,0 observa-se uma leve luminescéncia
para a dCyd. As formas tautoméricas estdo apresentadas na figura 5.9.

Cadet et al., caracterizou e identificou alguns produtos da oxidagcao das
pirimidinas (2’-desoxicitidina e timidina) com o ozbénio. Propondo a contribuicao
majoritaria da rota via geracao de um intermediario instavel, o ozonida (Criegee),

que leva a abertura da dupla ligagéo 5,6, figura 1.21.

NH, NH; NH,
Hﬁ/ pK=46 _ N7 4 pK=12.2 P
)\ | ) )‘2\165‘ B )N\ |

o N o N 07 N

Citosina

Figura 5.9 — Formas tautoméricas da citosina em fungéo do pH.

A protonacéao e a desprotonagédo podem influenciar na contribuicao da rota do
mecanismo das reagdes com Os;. Um exemplo é observado, figura 5.10, o
mecanismo de formagao de um intermediario trioxido partindo da 5-clorouracila em

pH alcalino, onde o nitrogénio (N1) da molécula esta desprotonada. E em pH neutro
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prevalece a espécie molecular neutra, mostrando a reatividade do ozénio via

intermediario de Criegee , figura 5.11, (Munoz et al., 2001).

0 0
O H0 0
0~ "N” “oH O)\N/

Figura 5.10 - Formacéo do intermediario triéxido e geragdo de oxigénio molecular

singlete proveniente da 5-clorouracila em pH alcalino. (Mufioz et. al., 2001).

0 o o
cl ¢
H/Ij\ | 0, N o - HCl '%:o
S O)\N/ o o N
+
]
H—C—OH

Figura 5.11 — Ciclo adi¢ao 1,3-dipolar do 0z6nio entre os carbonos cinco e
seis da dupla ligacédo da 5-clorouracila. Subsequentemente formando o intermediario

de Criegee, produzindo acido Cloridrico, acido parabanico e acido Férmico.
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5.2.7 Medidas de emissdo monomolecular do O, (*4,) na reacdo das

poliaminas: Espermina e Espermidina com 0z6nio.

As poliamidas sao conhecidas por estar préximas ao DNA e estudos mostram
a sua capacidade de desativagao do O, (1Ag) e assim prevenindo danos ao DNA,
por possuirem como fungdo orgénica aminas primarias e secundarias (Wilson et
al,.1992). Elas também atuam como captadores de espécies reativas.

A constante da reag¢do do o0zénio com aminas depende fortemente do pH da
solugdo, uma vez que apenas as aminas livres em equilibrio reage com o ozdnio,
enquanto que as aminas protonadas ndo mostram praticamente reatividade. Assim
quando a maioria das aminas esta protonada a constante de velocidade de reacéo
com O3 é baixa, como consequéncia os radicais livres, o cation amina radical e O3
sdo gerados, e, portanto, 0 O3 e amina sdo consumidos na reagao, implicando na
redugéo da geragéo de O, ('Ay).

De forma geral, em solugdo aquosa, aminas terciarias, reagem com o ozénio,
principalmente com a formagéo de amindxido e O; (1Ag) e, em menores quantidades
de aminas secundarias e do aldeido correspondente. A adicdo de alcool tert-
butilico mostrou a reducdo das aminas livres e do aldeido correspondente, isso
sugere que além da reagao por transferéncia de um atomo de oxigénio para amina,
existe a competicdo pelo mecanismo de transferéncia de elétrons (Mufioz et. al.,
2000).

Desta forma os aspectos da luminescéncia das poliaminas se mostraram
dependentes do pH, de acordo com as caracteristicas das reacdes das aminas com

O3 estudadas por Mufioz ,2000. Assim a figura 4.18 (A) e (B) retrata a auséncia de
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emissao de luz em pH 2,0, de forma que a maioria das aminas estao protonadas,
como consequéncia ha o favorecimento de outros mecanismos de reacdo. Em pH
alcalino € observada a maior intensidade de luz tanto para a espermina como para a
espermidina. Essas reacgoes foram conduzidas em H,O.

A forte evidéncia da geracao de O, (1Ag) € vista quando a reagéo é conduzida

em D0, emissao de luz se torna bem intensa, como esperado 4.18.

5.3 Medidas da emissao bimolecular do O; ('A,)

5.3.1 Medidas da emissdo bimolecular do O, (*4,) na reacdo de 0zénio com

a 2'-desoxiguanosina.

A investigacdo do decaimento bimolecular ([O; (1Ag)]2) € muito complexa
devido ao curto tempo de vida e a sua baixa concentragao estacionaria. Portanto a
unica forma de se obter informagdes sobre o decaimento do [O» (1Ag)]2 € o estudo de
suas caracteristicas de emissao na regiao vermelha do espectro em 634 e 703 nm.
A formacao do [O2 (1Ag)]2 esta em equilibrio com o seu precursor O, (1Ag). Portanto a
emissdo bimolecular do O, (1Ag) foi monitorada utilizando um filtro “cut-off’ que
permite apenas a passagem de luz de comprimento de onda maior que 570 nm.
Desta forma, no sistema estudado foi possivel observar a emissao de luz do [O;
(1Ag)]2 em todos os pH’s estudados, seguindo o mesmo perfil de emissao, no qual é
visto uma maior intensidade em pH 2,0. Contrariamente ao esperado, a medida da

luminescéncia na reagao em D0 resultou em uma supressdo da emissao de luz.
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Essa constatagao sugere a possibilidade de mais de uma espécie eletronicamente
excitada esteja emitindo acima de 570 nm, n&do sendo favorecida em D0, a
carbonila excitada foi descartada, pois essa espécie emite abaixo de 570 nm.
Ademais, de forma mais especifica a luminescéncia no decaimento bimolecular foi
adquirida por uma fotomultiplicadora juntamente com um monocromador, o qual
seleciona o comprimento de onda escolhido, e neste caso, a emissao bimolecular foi

medida em 634 nm, a figura 4.23 apresenta um sinal referente ao decaimento do [O;

("Ag)l2-

5.3.2 Medidas da emiss&o bimolecular do O, (*4,) com as poliaminas.

A emissao bimolecular do O, (1Ag) na presenca das poliaminas apresentou
um padrdo de emissao de luz diferenciado quando comparado ao padrdo de
emissdo em 1270 nm. Em pH acido, o qual ndo favorece a geracédo de O, (1Ag) foi
observado uma luminescéncia neste pH tanto para a espermina como para
espermidina. Além disso, o efeito do solvente deuterado, D,0, a quimiluminescéncia
foi suprimida igualmente como foi constatado paras as reagdes da dGuo. Essas
evidéncias ndo descartam a geragao do [O; (1Ag)]2, porém sugere-se que possa
haver emissdao de luz proveniente de outras espécies eletronicamente excitadas.
Assim um estudo adicional da quimica das reagcbes do O3 em meio aquoso precisam
ser realizadas tdo bem como um estudo complementar da quimiluminescéncia da

regiao do visivel.
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5.3.3. Quimiluminescéncia durante a decomposicdo do ozbnio e captacdo

quimica do O, (*4,) por EAS.

A cinética da decomposi¢cao do ozénio durante 15 minutos foi adquirida por
espectrometria do UV-Visivel em A= 259 nm. Destacou-se uma menor taxa de
decomposi¢ao em D,0, essa evidéncia pode ser explicada pelo fato da ligagao O-D
da D,0O apresentar uma menor energia vibracional, consequentemente para haver a
quebra da ligagéo € necessario uma maior energia do sistema tornando o inicio da
reacao mais lenta, figura 4.26. Pode ser considerado também a velocidade de
dissociacao da H,O ser cerca de trés vezes maior que de D,0, item 4.9.1. De forma
contraria & observado em H,0O, onde a decomposi¢cdo € mais rapida e, ao adicionar
alcool tert- butilico a decomposi¢cdo se torna mais lenta, porém maior do que em
D,0. A fungao do alcool tert- butilico é bloquear a propagagao da reagao em cadeia
reagindo com radical hidroxila gerado. Como ja mencionado anteriormente o
mecanismo da decomposi¢cao do O3 em agua inicia-se pelos ions hidroxilas e inclui
reacbes em cadeias sucessivas produzindo espécies reativas de oxigénio, anion
radical superéxido, &nion radical ozonida e radical hidroxila que propagam a reagao
em cadeia, as reacdes 1.17 a 1.20. Atualmente o mecanismo de decomposicao é
bem discutido e aceito, porém ainda nédo se apontou o estado eletrénico excitado do
oxigénio molecular gerado durante a reacdo em cadeia.

A luminescéncia durante a decomposi¢cao do ozénio em D,O e H,O na regiao
do visivel com um filtro “cut-off” 570 nm revelou em meio aquoso ser mais lenta e
constante durante 12 minutos, porém o perfii em D,O apresenta uma menor
decomposi¢cao. Desta forma uma justificativa pode ser fundamentada no

experimento analisado medindo a absorbancia do UV-Visivel, pois claramente,
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observa-se que a quantidade de ozdnio manteve constante durante o 15 minutos.
Interessantemente ao utilizar o filtro “cut-off” 570 nm, o qual permite selecionar a
passagem de luz com comprimento de onda superior a 570 nm, era esperado um
comportamento diferente em D20 para e emissao do [O> (1Ag)]2, essa luminescéncia
nao descarta a formagéo do [O (1Ag)]2, mas também indica que outra espécie
eletronicamente excitada pode emitir acima de 570 nm, figura 4.27. Vale a pena
ressaltar a complexidade da quimica do Os.

De wuma forma mais especifica e caracteristica a deteccdo da
quimiluminescéncia na transicdo monomolecular em 1270 nm durante a
decomposicdo do O; em DO foi constatada, sendo, portanto observado a
contribuicdo do O, (1Ag) no sistema estudado. De forma inequivoca um espectro na
faixa de 1150 a 1350 nm foi adquirido pela primeira vez, o qual apresenta o espectro
de emissdo caracteristico do O (1Ag), sendo mais intenso em D,O quando
comparado em HyO, figura 4.28. Esse espectro pode ser comparado com a
termodecomposi¢ao do DMNO,, figura 4.4. Finalmente concluimos que o O, (1Ag) é
gerado na decomposigdo do O;, adicionalmente outra espécie eletronicamente
excitada € responsavel pelo menos em parte pela luminescéncia proveniente da
emissao no visivel.

Com a finalidade de confirmar a formacao de O (1Ag) na decomposi¢ao
durante a decomposi¢do do '°0s, utilizamos a captacdo quimica. O EAS foi
escolhido, deste modo a captagao foi realizada em uma unica fase. Sendo assim
obtivemos a formagao do EASO, analisado por HPLC-ESI/MS/MS no modo SRM na
transicdo 228 - 212, claramente é vista a captagao do O, (1Ag) ao compararmos 0s

cromatogramas obtidos em D,0O aproximadamente 30 vezes mais intenso do que
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H,0. O espectro de massas do ion precursor com m/z 228 exibe um ion fragmento
com m/z 212 referente a perda do endoperodxido. Portanto demonstrado a presenca
do O, (1Ag) durante a decomposic¢ao do Os, figura 4.79.

Em busca de informagdes valiosas sobre a origem dos isétopos dos atomos
de oxigénio presentes na molécula de O, (1Ag), a captacao quimica foi utilizada como
ferramenta. Para este fim desenvolveu-se uma metodologia para a geragdo de
0z6nio marcado isotopicamente a partir do '®0; (329'), figura 3.2. Nesse sistema
avaliou-se a contribuicdo da formagdo do EAS'™0'®0 proveniente da reagdo da
dGuo com ozbnio. A captagdo do atomo de oxigenio-18 pelo EAS gerando
EAS'™0'"0 foi bem sucedida como apresentado o cromatograma detectado no
modo SRM na transicéo 230 - 212, e confirmado pelo seu espectro de massas do
ion precursor com m/z 230 exibe um ion fragmento com m/z 212. De forma
especifica, a maior contribuigdo foi obtida a partir do EAS'0'®0, o qual apresentou
uma intensidade de aproximadamente 11 vezes maior do que o EAS mono marcado
com %0, EAS™0"™0 (m/z 229) e de forma pouco significativa o EAS nao marcado,
EAS'0"0 foi detectado, figura 4.80.

Possivelmente o O3 tenha reagido preferencialmente com EAS, entretanto o
endoperéxido formado é proveniente da captagao do 20, (1Ag) ja mencionado acima
pelo efeito do solvente deuterado. As reagdes do ozbnio direta ndo poderiam formar
o endoperoxido derivado. A adigao 1,3-dipolar a dupla ligagao do antraceno levaria
ao intermediario de Criegee, o qual abriria o anel formando cetona ou aldeido.

De qualquer forma o experimento realizado da captagdo quimica do 20, (1Ag)
proveniente do 803 contribui para informacdes valiosas sobre o mecanismo de
geracgao do O, (1Ag), mostrando que a maior corroboragédo da captagao provém dos

dois atomos de oxigénio isotopicamente marcados. Pode haver também




Discussao - 270

transferéncia de energia do 0, ('Ay) para o '°0, (°%y), Martinez et al., 2004, o que

justificaria a formacdo do EAS'®0'°0 em baixissimas proporcdes.

5.5 Aspectos mecanisticos e caracterizagao dos produtos formados

das reagdes do ozénio com 2’-desoxiguanosina e derivados.

5.3.4 Caracterizacdo da 8-oxodGuo

A 8-oxodGuo €é uma modificagdo da 2’-desoxiguanosina comumente
detectada pela acdo de varios agentes oxidantes e é altamente susceptivel a
oxidagbes por varias espécies reativas. Desta forma, o presente estudo abordou
aspectos mecanisticos da formacao da 8-oxodGuo proveniente da reagdo da dGuo
com Os. Sendo assim, com o auxilio da marcagéo isotdpica foi gerado 803 em um
sistema descrito no item 3.15. Foi possivel identificar a '®0-8-oxodGuo (m/z 286)
com relativa abundancia e, de forma pouco significativa a 8-oxodGuo nao marcada
(m/z 284). Adicionalmente mais uma evidéncia da formacdo da 8-oxodGuo foi
atribuida da ozonizagdo da 2’-desoxiguanosina marcada com atomo de 15N, ["°Ns]-
dGuo, onde constatou-se a formacdo da ["°NsJ-8-oxodGuo (m/z 289). A
caracterizacdo dos produtos com m/z 284, 286 e 289 foi analisado no modo MS?2.
Levando em consideracdo os resultados obtidos da captagdo quimica no sistema
composto por dGuo + EAS + '®0; foi caracterizado a formacgdo de EAS'0'™0.
Juntamente com os experimentos da quimiluminescéncia foi apontada a geragéo de
(o)) (1Ag) tanto no decaimento monomolecular como bimolecular em todos os

sistemas estudados para a dGuo, ressaltando que dentre todas as bases
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nitrogenadas e os nucleosideos a dGuo reage com ozénio e preferencialmente gera
(o)) (1Ag). Estas evidéncias até aqui demonstradas sugerem que a formagcao da 8-
oxodGuo é proveniente da reacdo com O, (1Ag), o qual é gerado nas re¢ao da dGuo
com Og, figura 5.12 (a). Contudo a contribuicdo do radical hidroxila na formacao da
8-oxodGuo nao pode ser descartada, uma vez que, a oxidagdo da dGuo envolve a
formacdo de um transiente a 8-hidroxi-7,8-dihidroguanina, este intermediario é
formado pela adigdo do ‘'OH no carbono 8, de forma que o nitrogénio-7 esta na
forma radicalar. Consequentemente este transiente é reduzido para gerar a 8-
oxodGuo ( Cadet, et. al., 2003), sendo assim no modelo quimico aqui estudado nao
ha um agente redutor no meio reacional para transferir um elétron para o transiente
formado, contudo em meio bioldégico ndo é descartada a contribuicdo do ‘OH. A
contribuicdo por transferéncia de elétrons talvez seja improvavel por falta de um
agente redutor, desta maneira, o cation radical da 2’-desoxiguanosina formado por
abstracdo de um elétron, o qual gera o transiente 8-hidroxi-7,8-dihidroguanina apos
uma hidratacido e somente uma reducédo poderia levar a formacido da 8-oxodGuo.
Além disso, Sonntag demostrou através de um estudo do perfil da constante de
velocidade do O3 com a Gua e seus derivados com adi¢gao de alcool tert- butilico e
na sua auséncia nenhum efeito, portanto, foi excluida a contribuicdo por

transferéncia de elétrons ou "OH.
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Finalmente, uma consideragdo da contribuicdo do ataque direto do O3 a
dGuo ainda ndo esta muito clara, devido ao sitio preferencialmente de reagdo com
Os. Preferencialmente o ataque seria na dupla C4=C5 na pirimidina ao C8 do
imidazol, contudo para formar a 8-oxodGuo seria mais provavel a adicdo ser no C8,
de forma cautelosa, o mecanismo resultaria no intermediario Criegee, a
caracteristica dessa rota se da pela adicdo 1,3-dipolar, o qual abriria o anel
resultando em um zwittererion subsequentemente a formacédo de um
hidroxihidroperéxido, figura 5.13. O qual é resultante da adicado de uma molécula de
agua gerando um composto com adigdo de dois atomos de oxigénio ( Molko, 1993 ;
Flyunt, 2002 e Lener, 2003) de forma que o esperado para formar a 8-oxodGuo seria
0 acréscimo de um atomo de oxigénio. Em vista do experimento realizado da
ozonizacgdo da dGuo na presenga da H,'®0 apontou uma irrelevante contribuicdo na
formacdo da '®0-8-oxodGuo (m/z 286) quando comparada a formac&o da molécula
nao marcada (m/z 284), figura 4.32. Um ataque direto do O3 para formar a 8-
oxodGuo nao pode ser descartado, de forma geral, o O3 poderia reagir no carbono 8
formando o intermediario triéxido com consequente geracao de O, (1Ag). Contudo os

estudos ainda sdo inconclusivos.
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Figura 5.13 — Mecanismo geral da rota de oxidacao do O3 via intermediario de

Criegee. R um substituinte, (Criegee,1957) .

5.3.5 Caracterizacdo da dSp

Os diastereoisbmeros da espiroiminodihidantoina foram identificados e
caracterizado nas reacdes com O3 a partir da ozonizagdo da dGuo, [°Ns]-dGuo , 8-
oxodGuo e 8-MeOdGuo. Com a finalidade de se obter mais informagdes sobre o tipo
de mecanismo que leva a formacdo da '®0'®0-dSp (m/z 300) utilizou-se como
ferramenta a geragao de 803, figura 3.2. Sendo assim, nas reagdes a partir da dGuo
identificou-se a ®0'®0-dSp (m/z 302) e ®0'0-dSp (304) e a partir da 8-oxodGuo foi
detectada '°0'0-dSp (m/z 302). Ademais, os padrées de fragmentacdo no modo

MS? foram obtidos para o ion precursor com m/z 302 e 304 e para os ions produtos
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m/z 184,186 e 188, referentes a clivagem da ligagdo N-glicosidica. Portanto,
constatou-se os ions fragmentos caracteristicos dos diastereocisbmeros da dSp
anteriormente descritos por Wenchen Luo, 2000 e Martinez, 2007, inclusive com os
incrementos de massas esperados pela incorporagdo dos atomos de oxigénio-18.
De forma que, os diastereoisdbmeros identificados na reagcdo com Oj; foram
caracterizados como a dSp e ndo como os diastereocisémeros da 4-OH-8-oxodGuo
(Ravanat e Cadet, 1995). Posteriormente foi verificado que eles eram, na verdade,
uma mistura de diastereoisbmeros da dSp (Niles et. al., 2001, Cadet, 2006).

Discutindo os aspectos mecanisticos primeiramente sera abordada a
formagao da dSp proveniente da dGuo. Avaliando a contribuicdo do O, (1Ag) através
do efeito do solvente observa-se claramente a dependéncia da formagao da dSp em
D,0 (figura 4.46), ou seja, um produto caracteristico do O, (1Ag). Em vista dessa
abordagem mecanistica buscou-se indicios da propor¢do de formacdo da '°0'0-
dSp (m/z 302) e '®0"0-dSp (304) proveniente do '®0s, de forma esperada, a dSp
duplamente marcada (m/z 304) foi dectada em maiores proporgdes em relagéo a
dSp mono marcada (m/z 302), devido a complexidade do sistema ndo é possivel
inferir a formagao da dSp em fungdo do consumo da dGuo, pois inumeros produtos
oxidados sado formados nesse sistema, mesmo sendo uma ozonizagdo branda.
Baseado nessas informagdes analisou-se a formacdo da dSp na presenca da H,'®0,
sendo assim, identificou-se a dSp nao marcada aproximadamente 5 vezes mais do
que a dSp com a incorporagdo de um atomo de oxigénio-18, esse resultado indica,
portanto a participagdo da agua na rota de formagcéo da dSp em um mecanismo
minoritario.

Os resultados obtidos fornecem um apoio consistente para o mecanismo de

formagao da dSp ser proveniente de duas possiveis rotas: (I) a adigdo de agua em
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um intermediario da rota de formagao da dSp através da reagdo da dGuo com uma
molécula de O3 ('A), Kang e Foote (2002b), figura 5.12 rota (c) e (Il) a "®0'"®0-dSp
poderia ser explicada pelo ataque de outra molécula de '°0, ('A4) sobre a '®0-8-
oxodGuo o que levaria a formagao da dSp duplamente marcada, figura 5.12 rota (b).

A possibilidade da contribuicdo da formagao da dSp pelo ataque direto do O3
ainda nao é clara, pois seria necessario duas moléculas de O3 para formar a dSp, ou
seja, um ataque na dupla C4=C5, e o outro no N7=C8 pelo mecanismo via o
intermediario trioxido.

Como proposto na literatura a reacdo da dGuo com O3 (1Ag) gera dois
diastereoisdmeros da dSp majoritariamente e em menores propor¢des a 8-oxodGuo.
E vista deste fato e dos resultados até aqui apresentados a ozonizagcdo da 8-
oxodGuo foi realizada com a finalidade de mais informag¢des do mecanismo de
reacao do O3 com a dGuo. Como esperado foi detectado a dSp majoritariamente,
igualmente as analises provenientes do 'O resultaram na formagao da '°0'0-dSp
(m/z 300) em menores proporcdes cerca de 10 vezes menos do que '°0'0-dSp
(m/z 304). Ademais reacdo da 8-oxodGuo com O3 na presenga da H,'®0O confirmou
uma pequena participagdo da H,O no mecanismo. A partir deste ponto buscamos
informacéo da contribuicdo de O, (1Ag) na formacao da dSp, desta forma avaliou-se
o efeito do solvente, sendo assim as analises procederam em D0, a qual resultou a
formacao da dSp aproximadamente 3 vezes maior do que em H»O.

Os aspectos mecanisticos da reagéo da 8-oxodGuo com Os, duas propostas
podem ser elaboradas baseadas nas evidéncias experimentais apresentadas acima.
Adicionalmente, a quimiluminescéncia evidenciada na geragdo de O (1Ag) no
decaimento monomolecular para a reagao da 8-oxodGuo com Os: (l) a contribuigdo

do Oy (1Ag) no mecanismo de reagao ja é conhecido, o qual ocorre pela cicloadigdo
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do tipo [2+2] do O, (1Ag) na ligacdo C4=C5 gerando um hidroperdxido no C5, via um
dioxetano (Sheu e Foote, 1995b). Subsequentemente formando a 5-OOH-8-
oxodGuo com a sua reducao leva a formacao da 5-OH-8-oxodGuo e finalmente as
dSp diasterecisoméricas (Raoul e Cadet, 1996; Martinez (Raoul e Cadet, 1996;
Martinez et al.,, 2002) , figura 5.14 rota (a) e (ll) a proposta mecanistica é
fundamentada no ataque direto do O3 na dupla ligagdo C4=C5, subsequentemente
formaria o triéxido, o qual liberaria O, (1Ag) e com rearranjos dos elétrons geraria a
5-OH-8-oxodGuo e finalmente a dSp, figura 5.15 rota (a). Dentro dessa proposta o
intermediario formado na dupla ligagdo C4=C5 poderia ser um epdxido com geragéao
de Oy (1Ag). O intermediario epoxido é susceptivel ao ataque nucleofilico da agua e
consequentemente o anel é aberto com adigdo de um atomo de oxigénio
proveniente da agua, perdendo um ion hidroxila no C4 formando o intermediario 5-
OH-8-oxodGuo, finalmente a dSp, 5.15 rota (b). Ademais, a incorporagao do atomo
de oxigénio derivado da agua depende da propensdo do epdxido ao abrir o anel via
taque no C4 ou a perda de OH no C5, dessa forma podendo haver uma
possiblidade de formagéo da 4-OH-8-oxodGuo. Alguns mecanismos foram propostos
na oxidagao da 8-oxodGuo por transferéncia de um elétron com subsequente ataque
nucleofilico da H,O para formar dSp (Luo, et. al., 1999 e Slade G P, 2007).
Adicionalmente uma segunda posposta da oxidagdo por um elétron da 8-oxodGuo
utilizando um complexo de cromo, o qual forma um epdéxido como intermediario com
posterior ataque nucleofilico da H,O (Slade G P, 2007). A formagdo da dSp
proveniente da reagcdo da 8-oxodGuo com acido hiplocloroso ou em um sistema
composto por mieloperoxidase-H,O,-Cl', segundo Suzuki T, 2001 apontou que o

atomo de Cl do OCI se comporta como CI*, um forte agente eletrofilico, o qual se
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adiciona a dupla ligagao entre o C4 e C5, seguido de um ataque de uma molécula

de H>O no C5 formando a 5-OH-8-oxodGuo e finalmente a dSp.

1803
(e} l ) O 1
)t >: 180, ('A Ag) )j\Ji >: redugéo )t >:
o — (6] le)
HzN)\ J\ )\ )\
dR
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miz 284 (b) ‘ I

18 O 0
N O
H2N H20 / HN NH
v PP
N
NH NN Yo
drR dR
dOz diz dSp
m/z 249 m/z 231 m/z 302

dR = 2-desoxirribose

Figura 5.14 — Mecanismo de reagao da oxidagao da 8-oxodGuo pelo

180, ('Ag) proveniente do °0:s.

A ozonizagdo da MeOdGuo resultou na formagao dos diastereoisbmeros da
MeOdSp, os quais foram identificados e caracterizados por HPLC-MS/MS. O seu
perfil de fragmentagao apresenta-se igualmente ao da dSp. De forma caracteristica a
clivagem da ligacdo N-glicosidica resultando no ion produto mais intenso referente a
m/z 189, o qual possui 14 Daltons a mais da dSp. Surpreendentemente nao foi
observado significativamente o efeito do solvente, desta forma poderia haver uma

contribuigdo maior da reagao direta do O3 na dupla ligagdo C4=C5 da MeOdGuo.
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Figura 5.15 — Mecanismo de reagao da oxidagéo da 8-oxodGuo pelo 805,

5.3.6 Caracterizacdo da Imidazolona e Oxazolona

Os principais produtos da oxidagao da dGuo por transferéncia de um elétron e
pelo ‘'OH em solugdo aerada foram evidenciados coma a dOz e sua precursora a
dlz, Cadet, 1994 e Raoul, 1996. O mecanismo € representado pela formacédo de um
transiente radical (cation radical da dGuo e adigdo do ‘OH no C4)

subsequentemente outros intermediarios sdo formados, seguido da adigédo de O, ou
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0O, e um ataque nucleofilico da H,O, com alguns rearranjos leva a perda de CO, e
de formamida, consequentemente a formacdo da dlz, Vialas, 1998), que sofre
hidrdlise acompanhada da incorporacdo de uma molécula de agua levando a
formacao da dOz (figura 4.64) (Raoul, 1995 e Cadet, 2003), figura 5.16, Ademais, a
dlz e dOz sado formadas pelo mecanismo classico da oxidagdo da dGuo com o O,
(1Ag) mais especificamente a partir do intermediario formado a 5-OOH-8-oxodGuo, o
processo envolve a abertura do anel da pirimidina na ligagao entre o carbono 5 e 6
do hidroperoéxido, depois de rearranjos ha a formacao da dlz que forma a dOz,
(Raoul, 1997) figura 5.14 rota (b).

As reacdes da 8-oxodGuo e a MeOdGuo por transferéncia de um elétron
também resultam na formacgao da dlz e dOz, proveniente do intermediario 5-OH-8-
oxodGuo e pelo O, (1Ag) derivado do intermediario 5-OOH-8-oxodGuo, Martinez e
Cadet, 2003. Nestas reacbOes esses produtos foram detectados em menores
proporgcdes quando comparados a dSp.

Desta forma a dlz e sua precursora foram identificadas e caracterizadas em
todos os sistemas estudados, ou seja, a partir da ozonizagado da dGuo, 8-oxodGuo e
8-MeO-oxodGuo.

Em relacdo aos aspectos mecanisticos ainda € prematuro inferir uma
contribuicdo preferencial das possiveis rotas de mecanismo do Oz. Contudo através
dos resultados obtidos provenientes da marcagdo isotdpica do '®Os, a proporgado
relativa da formacao da '°Odlz é aproximadamente seis e trés vezes menor do que a
'®0dlz a partir da dGuo e 8-oxodGuo, respectivamente. A formagdo da dOz segue
as proporcdes de forma analoga, adicionalmente nao foi observado o efeito da D,O
em suas formacdes e nem a contribuicdo da H,'®0 na formacdo da dlz. Sendo

assim, estas evidéncias nao suportam a contribuicdo O (1Ag). A imidazolona e sua
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precursora (oxazolona) séo geradas pelo intermediario a 5-O0OH-8-oxodGuo a partir
da dGuo e 8-oxodGuo, figura 5.15 (b), juntamente com o0 mecanismo de
transferéncia de um elétron ( figura 5.16) e a contribuicdo do ataque direto do O3 a

partir da reagédo com 8-oxodGuo, figura 5.15.
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Figura 5.16 - Mecanismo de formagéo da dOz e sua precursora proveniente da
oxidagao da dGuo por transferéncia de um elétron e pelo radical hidroxila, adaptado,

Cadet et. al., 2003.




Discussao - 282

5.3.7 Xl e Xg

X1 € Xz sdo dois produtos que parecem ser exclusivamente da reacido da
dGuo com O3 ainda nao identificados. Esses produtos possuem o mesmo espectro
de absorgdo e a mesma razao massa/carga, o0 que sugere serem dois isbmeros ou
duas formas em equilibrio, uma aberta e a outra fechada. Interessantemente X1 e X,
sdo os produtos majoritarios da reag&o, contudo se apresentam pouco estaveis. A
grande dificuldade de elucidar a sua estrutura molecular se da justamente no
processo de purificagdo, secagem do solvente organico e remogao da agua (fase
movel para purificagdo), desta forma se torna dificil fazer experimentos de RMN.

Supreendentemente esses produtos possuem a mesma razdo massa carga
da dSp e consequentemente o perfil de fragmentagcdo de m/z 300 apresenta
semelhanga, sendo assim, o fragmento mais intenso corresponde a m/z 184,
geralmente observado para os 2’-desoxirribonucleosideos referente a clivagem da
ligacao N-glicosidica, apesar do ion fragmento m/z 117 (2-desoxirrobose) aparece
mais intenso para a dSp. Do mesmo modo os padrbes de fragmentagdao no modo
MS? do ion produto com m/z 184 para a dSp apresentam 5 ions fragmentos, dos
quais apenas dois exibem a mesma razdo massa/carga do perfil de fragmentagéo
dos X's.

A marcagido isotdpica no oxigénio-18 ('03) e nitrogénio-15 ([*°Ns]-dGuo),
confirmou o perfil de fragmentacéo obtido para os X’s ndo marcados (m/z 300).

Em termos de mecanismo, o estudo envolvendo a marcacao isotopica do
0z0Onio-18 foi possivel detectar os produtos X4 € X2 com a incorporacao de dois
atomos de 0 (m/z 304) e a incorporacdo de um atomo de '°0 e ®0 (m/z 302), o

qual se torna insignificativo devido a diferenga da intensidade relativa da formagéao
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de m/z 302 (figura 4.72). Esta evidencia descarta o mecanismo classico de Criegee,
(figura 5.14), o O3 reagiria via adigao 1,3-dipolar (adicdo 2= + 4% ) na dupla ligagao
entre o carbono 4 e 5 gerando o malonozideo, instavel em agua, seguido da
clivagem do intermediario de Criegee, formando um aldeido ou cetona e o
intermediario de Criegee. Subsequentemente um ataque nucleofilico da agua no
intermediario de Criegee proporciona a formagéo de um hidroxihidroperéxido com
perda de H,0O,, gerando uma dicetona. Consequentemente os atomos de oxigénio
do H,O, sdo provenientes do Os, portanto apenas um atomo de oxigénio do O3 &
incorporado na estrutura, sendo que o outro é derivado da agua. Lener et al., 2003
demonstrou a ozonizagdo do indigo carmine via intermediario de Criegee em H,'®0

levou a formacao do produto final com incorporagdo de um atomo de 0.
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6. CONCLUSAO

O ozénio é um poderoso agente oxidante caracterizado pela sua complexa
reatividade quimica, no que diz respeito as possiblidades das rotas mecanisticas de
suas reacgdes, as quais estdo intrinsicamente envolvidas na formacédo de espécies
reativas secundarias, que fortemente podem contribuir para as principais causas de
sua toxicidade.

Devido a pouca disponibilidade de dados estruturais relacionando os danos
causados pela agdo do O; as bases do DNA. O presente trabalho teve como
proposta contribuir com um modelo quimico envolvendo a reagdo do O; com a 2'-
desoxiguanosina, uma vez que estudos anteriores apontaram que as lesdes
promovidas pelo ozénio ao DNA ocorrem preferencialmente na guanina. Sabendo-se
que a reatividade do O; com biomoléculas geram quantidades significativa de O,
(1Ag), consequentemente buscou-se elucidar a contribuicdo dessa espécie
secundaria nas modificagdes da dGuo no sistema estudado e os detalhes
mecanisticos evolvidos. Desta forma, como ferramenta foi desenvolvida uma
metodologia para a geragdo de ozdnio marcado isotopicamente com atomos de
oxigenio-18 a partir do '®0, (°%y), foi possivel evidenciar a formagdo da dSp
duplamente marcada e mono marcada, juntamente com a '®0-8-oxodGuo , '®0-dlIz e
'80-d0z, ademais dois novos produtos ainda nao identificados foram detectados, as
modificagbes foram analisadas por HPLC/MS/MS. Evidéncias espectroscopicas na
geragdo de O3 (1Ag) foram obtidas medindo o decaimento da emisséo
monomolecular na regido do infravermelho proximo (1270 nm) e na emissao

bimolecular na regiao vermelha do espectro (634 nm) para todas as bases
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nitrogenadas e seus derivados, contudo a dGuo preferencialmente gerou O, (1Ag)
em diferentes condigdes experimentais. Adicionalmente a deteccdo do %0, (1Ag)
durante a decomposicéo do '®0; foi obtida por captagdo quimica do O, ('Ag) com
EAS detectando o endoperodxido corresponde a adicdo de dois atomos de %0 na
posicao 9,10 do anel antracénico do EAS. Além disso, mais uma evidéncia da
presenca do O (1Ag) foi inequivocamente demonstrada pela caracterizagdo do
espectro de emissdo em 1270 nm.

De acordo com os dados obtidos, conclui-se que a contribui¢gdo da reatividade
do Oy (1Ag) nas reagdes da dGuo e 8-oxodGuo com O3 na formagao dos produtos,
nao sendo possivel excluir a contribuigdo de outras espécies reativas comumente
associadas a oxidacao proveniente do Oj;. Sendo assim, propusemos algumas
possibilidades de mecanismo de reacdo. Tendo em vista que esse trabalho pretende
contribuir para os esclarecimentos dos detalhes mecanisticos da rota de reacéo
promovida pelo O3 direta ou indiretamente, obtidos através da detecg¢ao do O, (1Ag).
Contudo ainda existem muitas questdes a serem abordadas perante a complexidade

da quimica do Os.
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7. PERPECTIVAS

Diante das evidéncias apontadas neste trabalho é importante continuar a
investigacdo da reatividade do ozbnio direta ou indiretamente comas bases
nitrogenadas dos acidos nucléicos, oligonucleotideos possuindo sequencias de
bases diferentes, DNA de calf thymus e em células como a pulmé&o. Desta forma,
informagbes valiosas podem ser obtidas provenientes da geragdo de oxigénio
molecular singlete nestes sistemas mais complexos. Tao bem como a identificagao
e caracterizagao dos produtos de oxidagao provenientes do O3 ( diasterecisbmeros
da dSp, 8-oxodGuo, imidazolona, oxazolna, acido oxalurico e
dehidroguanidinohidantoina). Ademais a elucidagao estrutural de X; e X, os quais
parecem ser produtos exclusivos da reacao da dGuo com Os. Seria uma assinatura
da presenca do ozbénio? Como ferramenta para avaliar a possivel producio
endégena de Oz em sistema biolégico assim como proposto na literatura.

Resultados preliminares foram obtidos provenientes da luminescéncia na
transicdo monomolecular do O (1Ag) da reacdo de DNA de Calf Thymus com Os,
ademais uma evidéncia inequivoca da presencga do O (1Ag) foi obtida através do

espectro da emisséao de luz, figura 7.1 (A) e (B), respectivamente.
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Figura 7.1 — Quimiluminescéncia obtida da reacao do O3 com DNA de Calf Thymus
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APENDICES

Apéndice A - Esquema de dois sistemas de utilizado para

deteccao de emissao de luz montado no laboratério.
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Fotomultiplicadoras sensiveis no infravermelho e na regiao visivel.
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Apéndice B - Cromatograma com detecgdao UV a 230 nm da

reagcdo da dGuo com ozdénio em diferentes pH’s.

Intensidade relativa (mA)

230 nm

A=

350

300

250 4

200

150 4

100 4

50

-50

1000 -

750 4

500

250 4

Tempo ( minutos)

1000 dGuo
dGuo
' 800+
“ 600 —
” 400+
M 200 Xlx
\‘ T 2
e e pH~6,0
0
T T T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 10 20 30 40 50 60
dGuo 1801
160 Tl
140 X
120 | ’
100 ‘
80 i
|
i |
) Tt
”‘ il
xx pH~2,0 20- fd U pH~9,0
Y N 0
1‘0 2'0 3‘0 4‘0 5‘0 10 20 3‘0 4‘0 5‘0 60

Uma solugdo de dGuo 5mM foi ozonizada durante 5 minutos com fluxo

de 6,0 mL.s" (100 mg / hora de Os), O pH foi alterado na solucdo da dGuo,

todas as diluicbes foram partidas de uma solugdo estoque de dGuo 10mM.

Utilizamos H,SO4 e NaOH para atingir os pH’s.
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Apéndice C - Cromatograma detecg¢ao UV a 230 nm da reagao

da dGuo com oz6nio em H,0 e D,O
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Uma solucdo de dGuo 5mM em D,O e H,O foi ozonizada durante 5
minutos, com fluxo de 6,0 mL.s™ (100 mg / hora de Os), foi analisada por HPLC
coluna LC-NH, (250x 4,6 mm, 5um phenomemenex) com fluxo de 0,8 mL.min™,

com detector UV programado a 230nm, modo isocratico 85% ACN.
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