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RESUMO

Prado, F. MHidroperéxido de timina como fonte biolégica de oxjénio molecular singlete
[O2 (1Ag)]. 2009. 209pp. Tese — Programa de Pdés-Graduacdo equiBiica, Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

A oxidacdo do DNA por espécies reativas de oxigéenmo o oxigénio molecular singlete,[O
(1Ag)], pode estar relacionada ao aparecimento de Gegag ao desenvolvimento de doengas. O
Oz (1Ag) pode ser gerado biologicamente por reacédo dedetsibilizacéo, pela reacéo dgble
HOCI e pela decomposicao de peroxidos organicosendo hidrogénio alfaofROOH), na
presenca de metais de transicao*{FEU") ou HOCI. A decomposicdo de-ROOH, como
hidroperéxidos de lipideos ou proteinas na presdagaetais de transicéo, pode gerar('@Qy)

via mecanismo de Russell. Neste mecanismo, a oxidigd@eROOH gera radicais peroxila, que
podem reagir entre si, formando um intermediari@éxido linear. Este intermediario tetradxido
linear pode decompor através de um mecanismo @ieliproduzir @ (1Ag), um éalcool e um
composto carbonilico. Como a decomposica@-d@OOH pelo mecanismo de Russell pode ser
uma importante fonte biolégica de éAg), decidimos investigar secehidroperéxido de timina,
5-(hidroperoximetil)uracil (5-HMPU), poderia gerasta espécie reativa na presenca de metais
(Ce", F&*, CU*") e HOCI. Outro objetivo foi avaliar os efeitos dativos, em DNA plasmidial
(pPBR322), da decomposicdo de 5-HPMU na presenda@utie A geracéo de g)(lAg) na reacao

de 5-HPMU e C& ou HOCI foi demonstrada por meio do monitoramefdoemisséo de luz
monomolecular de p(lAg) na regido do infravermelho préximo (IR-préximo= 1270 nm) e
bimolecular na regido do visivel € 634 e 703 nm). A aquisicao do espectro de emidedd
(1Ag) forneceu evidéncias inequivocas da geracao dsgtcie reativa na reacao de 5-HPMU e
Ce™ ou HOCI. Além disto, a formag&o de OA,) na reagdo de 5-HPMU e #eCu** ou HOCI

foi demonstrada através da captacdo quimica de (é)lg) utilizando  9,10-
divinilsulfonatoantraceno (AVS) e deteccdo por HRUS/MS do endoperoxido (AVSD
formado. A deteccdo por HPLC/MS/MS dos produtos déeomposicdo de 5-HPMU, 5-
(hidroximetil)uracila (5-HMU) e 5-formiluracila (50U), reforcaram a hipotese de geracéo gle O
(*Ay) pelo mecanismo de Russell. A andlise dos resadtdd incubacgio de pBR322, 5-HPMU e
crescente concentracdo de?Cmostraram o aumento da forma circular aberta (@@jcando a
formacédo de quebra de fita simples do DNA, provaeelte proveniente da presenca dos radicais
peroxila e alcoxila de 5-HPMU. Ja a utilizacdo dagimas de reparo FPG e NTH na incubacéo
de pBR322, 5-HPMU e Gliforneceu evidéncias da formacao preferencial dimami oxidadas,
especialmente de 2’-desoxiguanosina (dGuo). O aimsgnificativo da forma OC na presenca
de FPG indicou a formacé&o de 8-oxo0-2’-desoxiguarasiesultante da oxidagdo da dGuo pgr O
(*Ay) elou pelos radicais derivados de 5-HPMU. Podemosluir que 5-HPMU pode ser uma
importante fonte biologica de ,0('Ay). Além disto, a presenca de 5-HPMU pode levar a
propagacao dos danos oxidativos no DNA, pois suamdposi¢cdo pode gerar radicais peroxila e
alcoxila.

Palavras-chave: oxigénio molecular singlete, 5-(hidroperoximeti§ail, hidroperoxido de
timina, HPLC/MS/MS, captacdo quimica, luminescéncia



ABSTRACT

Prado, F. M.Thymine hydroperoxide as biological source of singt molecular oxygen [Q
(*Ag)]. 2009. 209pp. Tese — Programa de Pds-Graduag&o @uiBiica, Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Oxidation of DNA by singlet molecular oxygen z(&mg) can be involved in the development of
mutations and diseasds. vivo, O, (1Ag) can be generated by photosensitization reackig®;
and HOCI reaction and decomposition of organic bgdroxides witha-hydrogen ¢-ROOH) in
the presence of metal ions fEeCU/**) or HOCI. Thea-ROOH decomposition, such as lipid or
protein hydroperoxides in the presence of metas i@mnHOCI can generatez(()lAg) by Russell
mechanism. In this mechanism, the self-reactiopenbxyl radicals generates a linear tetraoxide
intermediate that decomposes te(t), an alcohol and an aldehyde. Therefore, the merpd
this work is to investigate if p(lAg) can be generated byg-thymine hydroperoxide, 5-
(hydroperoxymethyl)uracil (5-HPMU) in the preseraeCe"”, F&*, CU/** or HOCI. Another
purpose is to study base modification and straedis formation in plasmid DNA (pBR322) by
5-HPMU decomposition in the presence of CiThe generation of ') in the reaction of 5-
HPMU and C&" or HOCI was monitored by monomol light emissiorttie near-infrared region
(NIR, A = 1270 nm) and dimol light emission in the visilbégion {4 = 634 e 703 nm). The
generation of @(1Ag) during the reaction of 5-HPMU and €eor HOCI was confirmed by
acquisition of the light emission spectrum in thlRNFurthermore, the generation of éAg)
produced by 5-HPMU and #e Cu* or HOCI was also confirmed by chemical trappingngsi
anthracene-9,10-divinylsulfonate (AVS) and HPLC/MS/ detection of the corresponding
endoperoxide (AVSg). The detection by HPLC/MS/MS of 5-(hydroxymethyBcil (5-HMU)
and 5-formyluracil (5-FoU), two 5-HPMU decompositioproducts, support the Russell
mechanism. Plasmid results from pBR322, 5-HPMU @nd" reaction showed formation of
DNA open circular form (OC), probably produced byHBMU peroxyl and alkoxyl radicals.
Additionally, the reaction of pBR322, 5-HPMU and “Ctollowing by Fpg and NTH enzyme
treatment demonstrated evidences of purine motiicaespecially 2’-deoxyguanosine (dGuo).
The use of FPG enzyme indicated the formation @k®&-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine, a
dGuo oxidation product formed byszg) and/or 5-HPMU peroxyl and alkoxyl radicals. We
can conclude that 5-HPMU can be a biological sowifc®, (1Ag) and 5-HPMU decomposition
can lead to an enhancing of DNA oxidative damag&#yPMU peroxyl and alkoxyl radicals
formation.

Keywords: singlet molecular oxygen, 5-(hydroperoxymethylyilrathymine hydroperoxide,
HPLC/MS/MS, chemical trapping, luminescence.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
@n: rendimento quéantico
T*2p: orbital moleculamt antiligante
€: coeficiente de absortividade molar
A: comprimento de onda
"OH: radical hidroxila
10-LAOOH: acido 10-hidroperoxi-8,13-octadecadienoic
12-LAOOH: acido 12-hidroperoxi-9,13-octadecadienoic
13-LAOOH: acido 13-hidroperoxi-9,11-octadecadienoic
180-8-0x0dGuo: 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosinaroada isotopicamente
IF": fotossensibilizador no estado excitado singlete
3F": fotossensibilizador no estado excitado triplete
5a-O0H: 3B-hidroxi-5a-colestano-6-ene-5-hidroperoxido
5-"O0PMU: radical peroxila de 5-(hidroperoximetil)-@&soxiuridina
5-"O0PMU: radical peroxila de 5-HPMU
5-"OPMU: radical alcoxila de 5-(hidroperoximetil)-2&sloxiuridina
5-"OPMU: radical alcoxila de 5-HPMU
5-FodU: 5-formil-2’-desoxiruridina
5-FoU: 5-formiluracila
5-HMdU: 5-(hidroximetil)-2’-desoxiuridina
5-HMU: 5-(hidroximetil)uracila
5-HPMdU: 5-(hidroperoximetil)-2’-desoxiuridina

5-HPMU: 5-(hidroperoximetil)uracila



5-OH-8-oxodGuo: 5-hidroxi-8-0x0-2’-desoxiguanosina
5-O0H-6-OH-timidina: 5-hidroperoxi-6-hidroxi-5,64ddrotimidina
5-O0H-6-OH-timina: 5-hidroperoxi-6-hidroxi-5,6-ddriotimina
5-O0H-8-oxodGuo: 5-hidroperoxi-8-0x0-2’-desoxiguaima
6a-OO0H: 3B-hidroxicolestano-4-eneeBhidroperoxido
6B3-O0H: 3B-hidroxicolestano-4-enepshidroperoxido
6-O0H-5-OH-timidina: 6-hidroperoxi-5-hidroxi-5,64ddrotimidina
6-O0H-5-OH-timina: 6-hidroperoxi-5-hidroxi-5,6-ddriotimina
7a-OO0H: 3B-hidroxicolestano-5eneei#hidroperoxido
7B-O0H: FB-hidroxicolestano-5eneB¢hidroperoxido
8-oxodGuo: 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
9-LAOOH: acido 9-hidroperoxi-10,12-octadecadienoico
AAPH: 2,2’-azobis(amidinopropano)

ABAP: 2,2’-azo-bis-(2-metilpropionamidina)

ACN: acetonitrila

ACN-ds: acetonitrila deuterada

AES: 9,10-dietilsulfonatoantraceno

AP: sitio apurinico e apirimidico

AVS: 9,10-divinilsulfonatoantraceno

AVSO;: endoperoxido de 9,10-divinilsulfonatoantraceno
COSY: Correlation Spectroscopy

CuOOH: hidroperoxido de cumeno

Cys: cisteina



D,0: agua deuterada

dGuo: 2’-desoxiguanosina

DHPA: N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-9,10-antracenodipropanamuid

DHPN: N,N"-di(2,3-dihidroxipropil)-1,4-naftalenodipropionamida

DHPNO,: endoperoxido d#l,N"di(2,3-dihidroxipropil)-1,4-naftalenodipropionamida
diz: 2-amino-5-[(2-desoxB-D-eritro-pentafuranosil)-amino]-4H-imidazol-4-ona
DMNO2: endoperoxido de 1,4-dimetilnaftaleno

DMSO-des: dimetilsulféxido deuterado

dOxa: acido oxalurico

dOz: 2,2-diamino-4-[-(2-desof3-D-eritro-pentafuranosil)aminal-5-(2H)-oxazolona
DPA: 9,10-difenilantraceno

DPAQO,: endoperoxido de 9,10-difenilantraceno

dSp: diastereoisdmeros de espiroiminodihidantoina

E®: potencial de reducéo

EAS: 9,10-diildietil disulfatoantraceno

F, R™: radicais do fotossensiblizador e substrato, @s@enente

F: fotossensibilizador

Fo: fotossensibilizador no estado fundamental

Fe-alaranjado de xilenol: complexo entré‘Fealaranjado de xilenol

FMK: N-formilquinurenina

Fo: N-(2-desoxiB-D-eritro-pentafuranosil)formamida

FO,: fotossensibilizador oxidado

FPG: formamidopirimidina-DNA-glicosilase



His: histidina

His-His: dimero formado entre dois residuos de His

His-Lys: dimero formado entre um residuo de Hisneresiduo de Lys
HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMNO:,: endoperoxido de 1,4-dihidroximetilnaftaleno

HPLC/MS/MS: cromatografia liquida de alta eficiémeicoplada a espectrometria de massa
tandem

HPLC/MS: cromatografia liquida de alta eficiénct@plada a espectrometria de massa
IR: regido do infravermelho

IR-préximo: regido do infravermelho préximo

ISC: cruzamento intersistemas

kn: quinurenina

k:: constante de velocidade total

L": radical de lipideo ou de &cido linoleico centradcatomo de carbono
LAO’: radical alcoxila de &cido linoleico

LAOQ'’: radical peroxila de acido linoleico

LAOOH: hidroperoxido de &cido linoleico

LH: lipideo insaturado

LO’: radical alcoxila de lipideo

LO": carbonila no estado eletrénico excitado triplete

LOQ': radical peroxila de lipideo

LOOH: hidroperoéxido de lipideo

LP: enzima lactoperoxidase



m/z relacdo massa/carga

MeOH: metanol

Met: metionina

MNEAO.: endoperoéxido dél,N,Ntrimetil-N-2-(4-metilnaftil)etil ambnio
MNPQO,: endoperoxido de 3-(4-metilnaftil)propanoato ddiso
MPO: enzima mieloperoxidase

NDPO;: endoperoxido de 3,3-(1,4-naftilideno)diproparmde soédio
NTH: endonuclease llI

O, (1Ag): oxigénio molecular no estado eletronico singlete
O, (1Zg+): oxigénio molecular no estado eletrénico singlete
O, (3Zg'): oxigénio molecular no estado fundamental triplet
O radical anion superoéxido

pBR322: DNA plasmidial pBluescript

RH: substrato

RMN: ressonancia magnética nuclear

RO  radical alcoxila de hidroperéxido organico

ROQO': radical peroxila de hidroperéxido organico

ROOH: hidroperéxido organico

ROS: espécies reativas de oxigénio

SOD: enzima superoxido dismutase

t-BuOOH: erc-butilhidroperéxido

Trp: triptofano

Tyr: tirosina
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INTRODUCAO



1 Introducéao
1.1 Oxigénio molecular singlete

O oxigénio molecular presente na atmosfera possis @létrons despins paralelos,
localizados em dois orbitais moleculargsantiligante de mesma energia, ou seja, orbitais
degeneradostt2p) (Figura 1.1). O oxigénio molecular no estadmdamental triplete é
representado comozqfig'). E possivel observar que a molécula de{3Dg') possui dois elétrons
desemparelhados, qualificando esta molécula comaadimal livre (Figura 1.1). Embora seja
por definicdo um radical livre, 02CX3Zg') nao reage rapidamente com moléculas orgéanicas
devido a regra de conservacaosgpen Portanto, a restricdo cinética da reacao g(fzg') com
moléculas biolégicas deve-se a dificuldade de r@olwdireta do oxigénio molecular por dois
elétrons despins paralelos (regra de conservacaospén). No entanto, hd outras formas de
oxigénio molecular mais reativo. Apds absorcao mergia, podem ser geradas duas formas de
oxigénio molecular eletronicamente excitado no destainglete ](Zg+ e lAg,). Estas formas
excitadas de oxigénio molecular sdo mais reatieafdd a remoc¢do da regra de conservacao de
spin O G, (1Ag) possui 22,5 kcal/mol acima do estado fundamentampo de meia-vida de 10
s (Figura 1.1). Ja oquig*) tem 37,5 kcal/mol acima do estado fundamentahgb de meia-
vida menor (18" s), podendo decair rapidamente para a forma('ty). A Gnica forma
eletronicamente excitada de oxigénio molecularlstagjue possui relevancia no meio biolégico

é a forma @ (*Ay) (Figura 1.1) (Halliwell, 2007).



Estado Orbital T*2p (Energla Meia-vida (s)

kcal/mol)
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Figura 1.1 Representagéo dos elétrons localizados nos arbitap do oxigénio molecular no estado

fundamental tripleteszg') e nos estados excitado single®,(e'A,).

1.2 Fontes de oxigénio molecular singlete
1.2.1 Fontes biolégicas de oxigénio molecular siegg
1.2.1.2 Fotossensibilizacao

(ONO} (1Ag) pode ser gerado no meio biolégico através dargéeale luz visivel ou UV
por fotossensibilizadores enddgenos, como ribaflsi porfirinas e derivados de nicotinamida
(Carbonare e Pathak, 1992, Halliwell, 2007). A &ado Q (1Ag) com biomoléculas pode ter
efeitos deletérios, como formacao de produtos akisadesativacdo de enzimas e aumento da
permeabilidade da membrana celular. Entretant@®racgo de @(1Ag) por fotossensibilizacéo
pode ter um caréater terapéutico, como o tratamdatdctericia neonatal (Halliwell, 2007) ou
terapia fotodindmica (Calzavara-Pintat al, 2007, Calzavara-Pintpet al, 2007). O processo
de fotossensibilizagcao ocorre quando ha um fotedsiémador (F), oxigénio molecular e luzuh
(Figura 1.2). Inicialmente, o fotossensibilizadar estado fundamental JFabsorve energia e

passa a um estado excitado singl&) (O 'F pode decair para o estado fundamental, emitindo



fluorescéncia ou pode decair para o estado excitiulete ¢F ), de mais baixa energia em um
processo conhecido como cruzamento intersisterS&).(lUma vez formada, a molécula’fle
pode ser desativada ao estado fundamental emitisflarescéncia ou reagir por dois diferentes

mecanismos: tipo | ou tipo Il. O mecanismo tipostéerelacionado a transferéncia de elétron
entre’F e o substrato (RH), formando radicais (ex:eFR*). Os radicais Fe R* podem entéo,
reagir com o oxigénio molecular e formar produtegdados. No mecanismo tipo Il, ocorre
transferéncia de energia o€ para o Q@ (329'), levando a excitacdo eletronica dos elétrons dos
orbitais 2p e consequentemente a formacao dge(J@g). (OJN O (1Ag) formado pode ser
desativado ao estado fundamentab [(ézg')] liberando foton (k) ou pode reagir com um
supressor (Q) gerando, @Zg') e 0 supressor no estado excitado triplége)(ou pode reagir com

o fotossensibilizador e formar FQFigura 1.2) (Straight e Spikes, 1985).

Tipo | q
— » Radicais progutos
Fosforescéncia T o+ oxidados
(ex:F +R ")
l ISC ‘ +RH
Fovhv o oF S5
Fluorescéncia .
+0, (%,) O (F) hy
———~0,(8) 12+ 0,(z,) +°Q
Tipo Il FO,

+F
Figura 1.2 Representacdo dos mecanismos tipo | e |l refesenexposicdo de um fotossensibilizador a

luz.

1.2.1.3 Peroxidagdo lipidica: Geracdo de oxigénio alecular singlete por meio do
mecanismo de Russell
Outra possivel fonte dequAg) € a peroxidacao lipidica. A peroxidacao lipidé&a

processo de oxidacdo dos &cidos graxos poli-ire@ddsr da membrana celular, iniciado por



espécies reativas de oxigénio (ROS). Os produtowaos sao hidroperéxidos de lipideos
(LOOH) e também aldeidos, epodxidos e cetonas (Mallli 2007). A presenca de LOOH pode
alterar a composicdo da membrana e produzir espaltemente reativas, que podem inclusive
oxidar outras biomoléculas, como proteinas e o DA Aeroxidacao lipidica inicia-se atraves da
abstracdo de um atomo de hidrogénio bis-alilicumelipideo insaturado (LH), formando um
radical de lipideo centrado no atomo de carbonp (ffigura 1.3). O hidrogénio bis-alilico pode
ser facilmente abstraido por radicais com potemzaleducéo (E) superior ao de LH (0,6 V),
como o radical hidroxila"QH), alcoxila (RO) e peroxila de peréxido organico (RQO
(Halliwell, 2007). Estes radicais possuem altoored de E e podem abstrair um atomo de
hidrogénio de LH (B "OH, H'/H,0 = 2,31 V; B’ ROO’, H/ROOH =1 V; B’ RO", H/ROH =

1,6 V) (Koppenol, 1990, Halliwell, 2007). O procesautocatalitico € iniciado quando o radical
L" reage rapidamente com o oxigénio molecular (kM) e gera radical peroxila de lipideo
(LOO") (Figura 1.3). O radical LOOpode entdo, abstrair um atomo de hidrogénio deaout
molécula de LH, produzindo LOOH €.LO LOOH pode ser reduzido por?f®u oxidado por
Cw?*, formando radical alcoxila (LQ e radical peroxila de lipideo, respectivamenteadical
LO® formado pode reagir com outro radical ‘L@eacdo de terminacdo), gerando aldeidos,
cetonas ou epodxidos. Alternativamente, o radical p@le sofrer reducédo ao alcool (LOH). Se
nao for reduzido a LOOH, o radical LO@rmado pode reagir com outra molécula de L@O

produzir um intermediario tetradxido linear (LOOOXEM um mecanismo proposto por Russell

(Russell, 1957).
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Figura 1.3 Etapas da peroxidacéo lipidica iniciada pela abatyr de um atomo de hidrogénio bis-alilico

de um lipideo insaturado (LH).

Russell (Russell, 1957) prop6s que a reacdo deinacdo de dois radicais peroxila
primarios ou secundarios envolve a formagdo de uotarmediario tetraoxido linear. O
intermediario tetradxido pode decompg um mecanismo ciclico em cetona, alcool e oxigénio
molecular. De acordo com o principio de conservaigiepin existem duas possibilidades de
decomposicdo do intermediario tetradxido linegr:fd¢rmacdo de uma cetona eletronicamente
excitada no estado triplete e oxigénio molecularestado fundamental [;O(szg')] ou (ii)
formagédo de oxigénio molecular no estado excitanglete (Z," e 'Ay), lcool e um composto
carbonilico (aldeido ou cetona) (Figura 1.3). Er68 Howard e Ingold comprovaram a hipétese
de Russell, mostrando que a decomposicédo do indékne tetradxido linear através de um
mecanismo ciclico pode gerar uma molécula de okgéando que o oxigénio molecular gerado

estaria no estado excitado singlét®,{ ou'Ay) (Howard e Ingold, 1968). Como a forma excitada



de oxigénio molecular singleifég+ decai rapidamente para a forrlng, a molécula de oxigénio
singlete gerada seria a formjaﬁg. Experimentos utilizando o captador quimico 9,10-
difenilantraceno (DPA) demonstraram a geracao ;_dé[@) na reacao dsecbutil hidroperdxido

e Cé", através do mecanismo de Russell (Howard e Ind8i68). A deteccéo do endoperéxido
de DPA (DPAQ) comprovou a geracdo de Ay na reacdo de terminagdo de dois radicais
peroxila desecbutil hidroperéxidovia formacéo e decomposicédo de um intermediario teiladx
linear.

De maneira anéloga, o intermediério tetradéxido LQQPoveniente da reacdo de dois
radicais LOO pode decompor em uma carbonila eletronicamentitaebactriplete (LC*)) (Figura
1.4B) ou oxigénio molecular no estado eletronico excitsidglete [Q (1Ag)] (Figura 1.4A).Uma
vez formada, LO pode transferir energia para @Zg') e gerar indiretamentequAg) com
rendimento de 30 % (Niu e Mendenhall, 1992). Naettt, a geracao indireta de C)Ag) a partir
de LO é pouco provavel, porque o rendimento de EQnferior a 0,1 % (Mendenhalt al,

1991). Logo, a decomposicdo de LOOOOL favorece racge direta de p(lAg), além da

geragdo de um alcool (LOH) e um composto carban(li©) (Figura 1.4A).

Ry H H Ry
A
\L/ \L/ __» LO+LOH+0,("ay) (A

2100 / N\
R, 0) (9 Rz [N\ .
f| LO™ +LOH + 0, (%;) (B)
L 0—0 i
LOOOOL

Figura 1.4 Esquema do mecanismo de Russell proposto paegaaee dois radicais peroxila de lipideo
(LOO"), que resulta na formagédo de um intermediariadetdo linear (LOOOOL). (A) Decomposicéo de

LOOOOL gerando um composto carbonilico (LO), unodldLOH) e oxigénio molecular no estado



excitado singlete [© (1Ag)]. (B) Decomposicdo de LOOOOL gerando carbonila eletromécee

excitada triplete (LO, um &lcool (LOH) exigénio molecular no estado fundamenta [%Ig')].

Recentemente, Miyamoto e colaboradores demonstrargenacao de glAg) na reacao
de hidroperéxido de acido linoleico (LAOOH) e mstéCé*, F€") (Miyamotq et al, 2003),
peroxitrito (Miyamotg et al, 2003) ou HOCI (Miyamotoet al, 2006), através do mecanismo de
Russell. A formacéo de {'Ay) foi comprovada por meio do monitoramento da efniste luz
monomolecular na regido do infravermelho proxink-fréximo,A = 1270 nm) e da emisséo de
luz bimolecular de @(1Ag) na regido do visivel(= 703 e 634 nm). A aquisicdo do espectro de
emissao caracteristico de dAg) na regidao do IR-préximo forneceu uma prova inegca da
geracdo desta espécie reativa. A captacdo quingcaximyénio molecular singlete marcado
isotopicamente'fO, (*Ay)] por DPA e a deteccdo por cromatografia liquidaatta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massatamiem (HPLC/MS/MS) do endoperéxid&®DPAO,
mostraram claramente que o hidroperéxidoi08°0OH pode gerar®0, (‘A,), através do
mecanismo de Russell. Neste mecanismo, cada atenoxigénio marcado isotopicamente do
intermediario tetradxido é proveniente de molécdiésrentes de LAOOH e sua decomposicao

gera uma molécula d&0, (*A,) (Figura 1.4).

1.2.1.4 Reacdes enzimaticas

OO (1Ag) também pode ser gerado em reacdes catalisadasnzimas, como
lactoperoxidase (LP) (Kanofsky, 1983, Waldemat al, 2000, Sun et al, 2007),
cloroperoxidase (Kanofsky, 1984) e mieloperoxid@df0) (Kiryu, et al, 1999, Tatsuzaweet

al., 1999, Halliwell, 2006, Lau e Baldus, 2006).



A enzima LP ¢ encontrada no leite e seus derivdglasilizada como conservante natural,
devido a sua acao antimicrobicida. Kanofsky mostpee os sistemas Giu Bf/H,O,/LP podem
gerar Q (1Ag) (Kanofsky, 1983). A geracéo de éAg) foi confirmada através do monitoramento
da emisséo de luz monomolecular d;ga(ﬂg) em 1270 nm. O autor observou que nao ocorria
emissédo de luz quando a enzima estava inativa andguum dos reagentes ndo estava presente
(H20,, CI ou Br). A enzima LP também pode catalisar a rea¢do dentigosicdo de LAOOH
(Sun et al, 2007). Experimentos de quimiluminescéncia e dgsamancia eletronica de spin
foram utilizados para comprovar a geracéo de('fy,) e dos radicais LAD LAOO" e L. A
deteccdo por cromatografia liquida acoplada a ¢égpeetria de massa (HPLC/MS) dos produtos
de decomposicdo de LAOOH indicaram a geracéao ﬁélAg), a partir de um intermediario
tetradxido linearvia mecanismo de Russell. Resultados indicaram quesp8cies reativas
geradas no sistema LAOOH/LP podem estar envolvida®rmacao de quebra de fita simples e
dupla de DNA plasmidial e também na formacédo delytas oxidados de 2’-desoxiguanosina
(dGuo) (Waldemaret al, 2000).

A enzima MPO foi igualmente relacionada com a gevade Q (1Ag) em sistemas
contendo HO, e acido hipocloroso (HOCI), acido bromidrico (HBOI ou Br. Esta enzima
pode ser encontrada em neutrofilos (Tatsuzatval, 1999), mondcitos e macréfagos (Halliwell,
2006), e sua funcao esta associada ao mecanistdefadm contra virus e bactérias. Basicamente,
0s neutrdfilos sao responsaveis pela fagocitostrudedo e eliminacao de micro-organismos. No
neutrdfilo, o processo € iniciado pela formacaaefagossomo contendo 0 micro-organismo e
subsequente liberacdo da enzima MPO dentro dodagus Durante a fagocitose, os neutréfilos
exibem um aumento significativo no consumo de miméburst respiratério) acompanhado da

ativacdo da NADPH oxidase e formacdo de anion aadigperdxido (&) (equagéo 1). O O



pode sofrer dismutacdo espontdnea ou catalisadaepeima superdxido dismutase (SOD) a
H.0O, (equacao 2). O peroxido,@, pode ser gerado dentro o fagossomo ou difundaéhda e
entrar no fagossomo (Suzulit al, 1982). Estima-se que a concentracdo dos doisratdssda
enzima MPO, Cle H0; seja alta no meio intracelular {6k > 100 pM, Cl = 100-140 mM).
Portanto, é possivel a formacgé&o biolégica de HOCUea reacéo catalisada pela MPO (equacgao
3) (Suzukj et al, 1982, Lau e Baldus, 2006). No meio fisiolégica,um equilibrio entre o &cido
HOCI e sua base conjugada, o ion hipoclorito (D®Estudosin vitro mostraram a geracao
quantitativa de @(*Ay) na reacdo de OTG¢ HO, (equacao 4). Steinbeck e colaboradores foram
0s primeiros a demonstrar a geracao intracelula(DzdéAg) com a participacdo de neutrofilos,
utilizando particulas revestidas com o captadomia de Q (1Ag), DPA (Steinbecket al,
1992). A quantificacao doz(?(lAg) gerado em condic¢des fisioldgicas (pH 7.4, 1-30devMPO,
10-100 uM de KO, 100-130 mM de OQ)I foi realizada através do monitoramento da emissao
de luz monomolecular de 20(1Ag) em 1270 nm (Kiryu et al, 1999). A viabilidade
intrafagossomal de bactériak. (col) normais e transformadas para produzir licopem, u
conhecido supressor de, @A), foi analisada em neutréfilos (Tatsuzawet al, 1999).
Observou-se que a linhagem transformada (produterdicopeno) possuia uma viabilidade

superior a linhagem normal.

NADPH +20,(5,) — NADP +H'+20, (equacéo 1)
- . soD

20, +2H — H,0,+0,(%) (equacéo 2)

H0,+cl MPO_ Lioci+on (equacéo 3)

H,O, + OCI — 0, (1Ag) +HO+CI (equacao 4)



1.2.2 Fontes fisicas e quimicas de oxigénio moleausinglete
1.2.2.1 Fotossensibilizagéo

A fotossensibilizagdo também & um processo utiizeomo fonte quimica deZC()lAg).
Igualmente como no meio bioldgico, € necessaria tonge luminosa (UV ou visivel), um
fotossensibilizador que absorva a radiacao incelenixigénio molecular. O fotossensibilizador
deve ser soltvel no solvente escolhido e seu esteatitado triplete deve possuir energia superior
a 22,5 kcal/mol para que possa transferir energia p Q (329') e gerar Q@ (1Ag) (Figura 1.2)
(Straight e Spikes, 1985). O processo de formaeé@dlAg) através da fotossensibilizacdo é o
mesmo descrito no item 1.2.1.2. Alguns fotosseligdiiores comumente usados no laboratorio,
como azul de metileno, rosa bengala e derivadogod&ina possuem absorcdo na regidao do
visivel (Tabela 1.1). As caracteristicas estrusudai fotossensibilizador afetam sua solubilidade e
o rendimento quanticapf) de Q (1Ag). O azul de metileno possui carga positiva e a bengala
possui carga negativa, sendo, portanto utilizados@ventes polares. Os derivados de porfirina
e compostos aromaticos sdo utilizados em solvap@ares (Tabela 1.1) (Kochevar e Redmond,

2000).



Tabela 1.1Fotossensibilizadores comumente usados na gedag@a(lAg).

Faixa de
. @n de
Fotossensibilizador absorcéo, L Solvente
Oz ("Ag)
A (nm)
Azul de metileno 550-700 0,52 Polar (agua, metanol)
Rosa bengala 450-580 0,76 Polar (agua, metanol)
Porfirinamesetetrafenil 300-650 0,62  Apolar (benzeno, cloroftm

Adaptada de (Kochevar e Redmond, 2000)

1.2.2.2 Reacdao de peroxido de hidrogénio e acidgbcloroso ou ion hipoclorito

A reacao de FD, e HOCI ou OCIé uma conhecida fonte de OAg), sendo que esta
espécie reativa € produzida com alto rendiment6 ¢ap(equacédo 4). O mecanismo de oxidacao
por dois elétrons de J, e a reducdo de OCloi extensivamente estudado. Experimentos
contendo HO, isotopicamente marcado mostraram que a molécu®@ cqje.‘xg) € proveniente do
peréxido e ndo de OQJRosenthal, 1985). A geracao de (élg) na reacao de 4@, e HOCI foi
primeiramente demonstrada através da emissao dénhatecular na regido do visivel € 634 e
703 nm) (equacdo 9) (Khan e Kasha, 1963, Arneldal, 1964). Esta emissdo de luz é
proveniente da desativacdo de duas moléculas @Fexg,)) ao estado fundamental. Posteriormente,
Browne e Ogryslo identificaram uma banda de emissaegido do IR-proximo\(= 1270 nm) e
atribuiram ao decaimento de uma molécula de(lmg) ao estado de funtamental (equacéo 8)
(Browne e Ogryzlo, 1964). Nos anos subsequentesag@o HO, e HOCI continuou a ser usada
como uma importante fonte quimica d@(&Ag), principalmente com o objetivo de se estudar a

geracao e os efeitos oxidativos desta espécieaeati



1.2.2.3 Decomposicao térmica de endoperoéxidos

A decomposicdo térmica de endoperoxidos tem sdradosuma valiosa fonte de,O
(1Ag), pois gera exclusivamente esta espécie reativen Gto, pode-se evitar a producdo de
outras espécies oxidantes, que também poderiararcxgdmoléculas de interesse. Além disto, o
uso de endoperoxido possibilita a geracao g«@l@) em condicdes fisioldgicas, como pH 7,4,
meio aquoso e temperatura moderada. Wassermaaleocaiores foram os primeiros a observar
gue a decomposicao térmica do endoperoxido DPprOduzia os mesmos produtos oxidados
observados na fotossensibillizacdo (Wassermaial, 1972). Eles observaram que DPA&a
estavel se estocado seco entre 0°€,5mas decompunha quando aquecido &380yerando @
(1Ag) com rendimento de 32 %. Evidéncias quimicas ramstn que endoperoxidos de derivados
de antraceno e naftaleno podem ser fontes “limgas® (‘Ay), pois ndo geram outras espécies
reativas. No entanto, os endoperéxidos de antrapedem gerar @(1Ag) somente quando sao
aguecidos em temperaturas superiores &5d4 os endoperoxidos de naftaleno gerar(i‘[(g)
a 37°C, o que os torna importantes fontes “limpas” de{lmg) no meio biolégico (Pierlotet al,
2000). Diante disto, muitos trabalhos foram feitosn o objetivo de sintetizar endoperoxidos
hidrossoluveis de naftaleno, que pudessem ge;re(?@ em sistemas bioldgicos (Martinezt
al., 2000, Pierlatet al, 2000, Nardellpet al, 2005, Martinezet al, 2006). Os endoperéxidos de
nafatleno, como endoperdxido de 1,4-dimetilnaftalefDMNQO,), endoperéxido de 1,4-
dihidroximetilnaftaleno (HMNG@), endoperéxido de 3-(4-metilnaftil)propanoato dédis
(MNPGQ,), endoperoxido de 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropatwde sodio (NDPE), endoperdoxido
de N,N,Ntrimetil-N-2-(4-metilnaftil)etii aménio (MNEAG) e endoperoxido déN,N’-di(2,3-
dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamad(DHPNQ) geralmente sdo utilizados como

fontes de @ (1Ag), pois decompdem a 37C (Figura 1.5). O endoperdxido hidrossoluvel



DHPNGQO, por exemplo, decompde quando aquecido &@7produzindo @(1Ag) (59 % de
rendimento), @(329') e DHPN (Figura 1.6) (Dewildest al, 1998, Pierlgtet al, 2000). Com o
objetivo de mostrar a geracao dg (&Ag) no meio biolégico e analisar o potencial destEeR
reativa em oxidar o DNA celular, experimentos foriitos incubando células com DHPMN®
com DHPNQ isotopicamente marcado cdfi® (DHPN®0,). Observou-se por HPLC/MS/MS a
formacdo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosirf@-oxodGuo) e 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina marcada isotopicametft@-8-oxodGuo) no DNA nuclear, mostrando que;o O
(*Ay) liberado dentro das células é capaz de oxidataiirente o DNA celular (Ravanat al,
2000). Além disto, experimentos utilizando DHE®, foram feitos para estudar a reacdo de O
('Ay) e 8-oxodGuo presente em oligonucleotideo (Duaeteal, 2000) ou em nucleosideo

(Martinez et al, 2002).
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1.3 ReacgOes mediadas por oxigénio molecular singlet

Diversas ROS, como o 20(1Ag) podem ser geradas na célula em decorréncia do
metabolismo celular. Sendo uma espécie reativa, 6@ pode reagir com biomoléculas ricas
em elétrons, como DNA, lipideos e proteinas. Ha tifos principais de reacdes mediadas pelo

O, (1Ag): reacado do tipo ene, reacao do tipo [4+2], Didider e reacao do tipo [2+2].

1.3.1 Reacédo do tipo ene

Na reacao tipo ene, olefinas contendo atomo deodpaio alilico sdo oxidadas pok O
(1Ag) a seus respectivos hidroperoxidos. No mecanisestadeacdo, além da transferéncia da
dupla ligacdo entre C1 e C2 para C2 e C3, ocod&agem da ligacdo entre C3 e o hidrogénio
alilico (equacdo 5) (Frimer e Stephenson, 1985)ddsc graxos insaturados e colesterol s&o

exemplos de alvos biolégicos de Cﬂg) via reacao do tipo ene.

1 1

27 O tipo ene 2 0
+ || — ‘ | (equag&o 5)
3 o]

3 O
H H/

Hidroperoxido

1.3.2 Reacdo do tipo [4+2], Diels-Alder

A reacédo do tipo [4+2], Diels Alder ocorre entre (\y) e dienos conjugados, como
derivados de antraceno e naftaleno (equacdo 6pdBiorth e Eggelte, 1985). Como produto
final obtém-se endoperoxidos. Alguns endoperoxidmsnados podem decompor quando

submetidos a aquecimento e gerai(‘Qy).



Ry R
= R, O tipo [4+2] ‘ C|) equacio 6
o | e
\ Re O
R4 R4
Re Rs Re
R =H ou CHy Endoperéxido

1.3.3 Reacdao do tipo [2+2]

A reacao do tipo [2+2] entre quAg) e alquenos substituidos com atomos ricos em
elétrons, como nitrogénio (-NJR oxigénio (-OR) ou enxofre (-SR) gera 1,2-dioxes Os
dioxetanos sdo peroxidos ciclicos que podem decoempodois compostos carbonilicos, sendo
gue um deles pode ser formado em um estado eleroente excitado singlete ou triplete
(equacao 7) (Wasserman e Murray, 1979, Baumst86§)10s 1,2-dioxetanos substituidos com
atomos ricos em elétrons, preferencialmente decempm um composto carbonilico excitado

no estado singlete.

Rl . Rl\

O tipo [2+2]
i | (equacéo 7)
AR Rl H—
l|\| N
R, R,
R;=H Dioxetano Compostos carbonilicos
R, e R3 = CH;

* eletronicamente excitado



1.4 Técnicas de deteccao oxigénio molecular singlet
1.4.1 Emisséao de luz

O oxigénio molecular singletéZQ,+ elAg) € a forma eletronicamente excitada do oxigénio
molecular. Sendo uma espécie excitada, o oxigéwieaular singlete pode emitir luz quando
desativado a estados de mais baixa energia. Em, Xddlan relatou que a desativacao
monomolecular de p(lzg+) em fase gasosa poderia produzir luminescénciguah estava
relacionada a uma banda de absorcdo de oxigénb62mm (Kaplan, 1947). Posteriormente, foi
observado em fase gasosa que a desativacdo mowcaiaolde Q (1Ag) ao estado fundamental
em 1270 nm (Noxon e Vallance Jones, 1962) e ait@msle Q (1Zg+) ao (1Ag) em 762 nm
(Noxon, 1961) também produziam emissdo de luz. BBB1Khan e Kasha (Khan e Kasha,
1963) atribuiram a emissao de luz observada, ene@®B nm, a desativacado de duas moléculas
de G (*Ay) ao estado fundamental. Somente em 1964, Brow@grgzlo reportaram de forma
definitiva que o decaimento monomolecular cbe(JtZlg) produz emisséo de luz na regido do IR-
proximo A = 127 nm) e que o decaimento dimolecular produissio de luz na regido do
visivel A = 634 e 703 nm) (Browne e Ogryzlo, 1964). Nos aseguintes, diversos estudos
relataram as mesmas emissdes de luz €& na regido do IR-proximo e visivel (Khan e
Kasha, 1970, Khan e Kasha, 1979, Khan, 1980). Roita oxigénio molecular singlet&{" e
lAg,) possui diversas bandas de emisséo (Figuras 1L8),ecomo na regido do IR-proximo (traco
a: 1270 nm), na regido do infravermelho (IR) (tracd580 nm,) e na regido do visivel (tracos c:
762; d: 703; e: 634; f: 580; g: 520; h: 480 nm)isEm também duas bandas de emisséo pouco

intensas na regiao do UV (tracgos i: 400; j: 380.nm)
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Figura adaptada de (Gray e Ogryzlo, 1969, Khan),18&ckuschet al, 2008).
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Figura 1.8 Equagdes de decaimento monomolecular e dimoledalaxigénio molecular singlet&(* e

'A) com emiss&o de luz na regido degRoximo(a), do IR (b), visivel (c-h) e UV (i-j).

Embora seja uma espécie eletronicamente excitada desativacdo produza emissao de
luz em diferentes comprimentos de onda, somentez aeinitida em 634, 703 nm (visivel,
equacdo 9) e em 1270 nm (IR-proximo, equacao 8ydamente observada para o est"akgado
oxigénio molecular singlete (Khan e Kasha, 197%rkH 981, Khan, 1985). Resumidamente, a
emissao de luz monomolecular de C)Ag) corresponde a desativacdo de uma molécula de
oxigénio do estado excitado singlete para o estaddamental triplete [QlAg) - O 3Zg‘)]
(equacao 8). J4 a emissao de luz bimolecular ﬂé@) corresponde a desativacdo de duas
moléculas de oxigénio no estado excitado singlata p estado fundamental triplete [2(&239)

- 20 (3Zg') (equacdo 9). A desativacéo de duas moléculas,d&\g) pode gerar emisséo de



luz na regido do visivel, como em 634 nm (vermeth@P3 nm (vermelho) (Khan e Kasha, 1963,
Khan, 1985).
0, (*Ag) - 02 (°2y) A = 1270 nm (equacao 8)

20,(*Ag) - 20,(%%y) A=634e703nm (equagdo 9)

1.4.2 Solventes deuterados

Os solventes deuterados tém sido extensivamehpadibs na detecgéo de @Ag), pois
a meia-vida desta espécie reativa € consideravenmeaior nestes solventes, que em solventes
nao deuterados (Ogilby e Foote, 1982, Ogilby e &d283). O menor valor de meia-vida de O
(1Ag) em solventes ndo deuterados deve-se a maiolivdeseat desta espécie reativa ao estado
fundamental triplete. A desativacéo de(@,) pode ocorrer devido a transferéncia de energia de
O, (1Ag) para o nivel vibracional do solvente. Esta traré&icia de energia deszg) para o
solvente esta relacionada a vibracdo das ligacédseCO-H do solvente. Portanto, como em
solventes ndo deuterados néo ha restricdo vibr@dilas ligacbes C-H e O-H, a transferéncia de
energia de @(1Ag) para o solvente pode ocorrer com maior rendimed#o em solventes
deuterados, a presenca do atomo de deutério gexaastricao vibracional das ligacbes C-D e
O-D, o que diminui o rendimento de transferénciaudergia do @(1Ag) para o solvente. Logo,
em solventes deuterados a meia-vida gl(alﬁg) € maior (Monroe, 1985).

Medidas da meia-vida de,@Ay) em solventes deuterados e n&o deuterados foitas fe
por diversos grupos (Merkel e Kearns, 1972, Ogdliyoote, 1983). Os valores de meia-vida de
0. (*Ay) obtidos diferem consideravelmente. Isto se degenaétodos indiretos escolhidos, como
0 consumo de uma molécula (A) que reage cqnﬁQ,), gerando um produto oxidado (8O

(Merkel e Kearns, 1972). No entanto, métodos diratomo a detec¢do da emissdo de luz



monomolecular de Q(lAg) em 1270 nm tém sido usados na determinacdo dawius desta
espécie reativa em diversos solventes (Ogilby ¢e-d®82, Ogilby e Foote, 1983) (Tabela 1.2).
Os resultados mostram que ersODe acetonitrlads a meia-vida de Q(lAg) € muito maior que

nos respectivos solventes ndo deuterados (Tal)la 1.

Tabela 1.2Valores de meia-vida deZ(DlAg) em diferentes solventes.

Solvente Meia-vida de @ (*Ag) (us)
acetonahs / acetonads 46,5+2 / 690 =20
acetonitrilahz / acetonitrilael 54,4 +1,3 / 600 *+ 33
benzendis / benzenads 26,7+13 / 550+ 11
HO / DO 4 /681+25

Adaptada de (Ogilby e Foote, 1983)

1.4.3 Supresséo fisica e quimica de oxigénio molkswsinglete

A supresséo de quAg) é utilizada como uma confirmacdo adicional desg@nea de ©
(1Ag). A supresséo oguenchingde Q (1Ag) pode ser classificada como fisica ou quimica. As
moléculas responsaveis pela supressdo ge('f)) sdo conhecidas como supressores ou
guenchersGeralmente, a supressao fisica e a quimica ougregalelamente, com a ocorréncia
preferencial de uma delas.

A supressado quimica ocorre quando a molécula ;_délﬂg) reage com Q e gera um
produto oxidado (Qg. Como exemplo de supressores quimicos pode-ae a&itdGuo, o
triptofano (Trp), histidina (His), o acido linoleidLA) e os derivados de naftaleno e antraceno

(Wasserman e Murray, 1979).



Na supresséo fisica ocorre a desativacao zd(i@) ao estado fundamental. Neste caso
nao ha formacao de produtos e nem consumo de @axigd8a dois mecanismos de supressao
fisica de Q (1Ag): transferéncia de energia ou transferéncia dgaca® mecanismo de
transferéncia de energia envolve a formacéo do @stado excitado tripletéq), devido a
absor¢do de energia proveniente dg (&,). Além de’Q’, também é formado oxigénio
molecular no estado fundamental triplgdeCaroteno, quinonas, fendis e sulfetos sdo molécula
gue podem suprimir oz(i(lAg) por meio do mecanismo de transferéncia de energia
A supressao fisica de2(01A9) por transferéncia de carga envolve a formacasndeomplexo de
transferéncia de carga entre ((1)39) e Q, que posteriormente decompde e gQre?Q'). Alguns
compostos, como aminas secundarias e terciariaB@®, fendis, complexos metalicos,
sulfetos, iodetos e azida podem desativar a maétailQ (1Ag) por este mecanismo (Wasserman

e Murray, 1979, Liet al, 2001).

1.4.4 Captacao quimica de oxigénio molecular singée

A captagdo quimica é considerada uma valiosa &@aecdetecgio de,@'Ag) no meio
biol6gico, pois pode-se detectar esta espécieveeabhm alta sensibilidade e seletividade. Os
captadores quimicos geralmente sdo moléculas qugeme com o @ (‘Ay) através de uma
cicloadicdo [4+2], Diels-Alder, gerando os respexgi endoperoxidos (item 1.3.2, Introducao).
Os derivados de antraceno sdo moléculas largamglizadas como captadores quimicos de O
(1Ag). Os endoperoxidos derivados de antraceno sacculateestaveis a temperatura ambiente e
podem decompor em temperaturas superiores & QAubry, et al, 2003).

A eficiéncia da captacdo quimica d@(&Ag) é influenciada pela estrutura e concentracéo

do captador quimico, além da solubilidade em deteio solvente. A concentracdo necessaria



para captar 50 % deleAg) gerado é conhecida como vapK(Monroe, 1985). O EAS (9,10-
diildietil disulfatoantraceno) é um exemplo de eajar quimico de Q(lAg) com valor
conhecido (Figura 1.9) (McCall, 1984, Di Mascioies$1989). O valop de EAS corresponde a

8 mM, ou seja, é necessario que 0 EAS esteja am&bphquosa na concentracdo de 8 mM para
captar 50 % do ©('Ay) gerado. Por similaridade estrutural, pode-se iderar para o AVS
(9,10-divinilsulfonatoantraceno) um valgrde 8 mM .

O antraceno é uma molécula insolivel em solucdoosaqu Por isso, algumas
modificacbes estruturais tém sido feitas com otolgede aumentar sua solubilidade em &agua.
Além da solubilidade em &agua, a reatividade dosvaldos de antraceno frente ag C)Ag)
também tem sido estudada nos ultimos anos, indicgnd a presenca de grupos doadores de
elétrons nas posi¢cbes 9, 10 do anel antracénidbtdaa cicloadicdo [4+2] e estabiliza o
endoperoxido. Portanto, algumas caracteristica®ritaptes foram consideradas na sintese de
captadores quimicos hidrossoluveis dg (&Ag): () adicdo de substituintes que aumentem a
solubilidade da molécula em solucdo aquosa, conw aternarios de amoénio ou grupos
hidrofilicos nao ibnicos; (ii) os substituintes nd@vem reagir e nem desativar a molécula ge O
(1Ag) e (iii) os substituintes devem ser constituidesaddeias carbdnicas longas, que causam um
aumento da densidade eletrénica do anel aromatiecoma diminuicdo do efeito estérico do
substituinte (Pierlotet al, 2000, Aubry et al, 2003). Os captadores EAS (McCall, 1984, Di
Mascio e Sies, 1989), DHPAN(N’-di(2,3-dihidroxipropil)-9,10-antracenodipropanamiyd
(Martinez et al, 2006) e AVS (Nardelloet al, 2005) sdo exemplos de captadores quimicos
derivados de antraceno, que sdo hidrosolUveis supos alta reatividade frente ae éAg)

(Figura 1.9).



0SO0y

SOy SOy oso3
AES AVS

Iz

OH
DHPA

Figura 1.9 Captadores quimicos @& (1Ag) hidrossoluveis.
1.5 Alvos biologicos de oxigénio molecular singlete
1.5.1 Reacdao de oxigénio molecular singlete e DNA

Entre as bases do DNA, a guanina € Unica baseape reagir diretamente com @ O
(1Ag), pois possui 0 menorrEem pH 7 (1,29 V) (Tabela 1.3) (Burrows e Mull@g98). A ordem
crescente de Edas bases do DNA é a seguinte: guanina>>adenitoair@a>timina. Além disto,
a constante de velocidade totd) (da reacdo de p(lAg) e purinas ou pirimidinas é
consideravelmente maior na reacdo com a guanimgel@om as demais bases do DNA (Tabela

1.3) (Cadetet al, 2006). A reacéo de dGuo e C’Ag) gera como produto principal a 8-oxodGuo.



Uma vez gerada, a 8-oxodGuo também pode ser oxjldal (1Ag), devido a seu menor'E

(0,58 V), comparando-se com &'d@a dGuo (1,29 V) (Burrows e Muller, 1998) (Tab&l&).

Tabela 1.3 Potenciais de reducédo das bases do DNA e constdeteelocidade totakj da

reacao de @(1Ag) e derivados de nucleosideos em 1,1,2-triclototni&tano.

Base E* (V) k (10> M7s)
Guanina 1,29 3,0+0,2
Adenina 1,42 0,018 + 0,001
Citosina 1,60 0,058 + 0,001
Timina 1,70 0,0069 + 0,0003

Adaptada de (Cadett al, 2006) e (Burrows e Muller, 1998)

Nos ultimos 20 anos, inumeros estudos foram feitm® o objetivo de elucidar os
mecanismos de oxidacdo da guanina em nucleosidedsptideos e DNA celular (Martinegt
al., 2003, Ravanatet al, 2004, Neeley e Essigmann, 2006). O estudo exterta reacdo de
dGuo e Q (*Ay) auxiliou na compreensdo dos mecanismos envolvidogeracio dos produtos
oxidados de dGuo. Os produtos de oxidacdo da d@uammf identificados e a eles foram
atribuidas fungdes mutagénicas.

O mecanismo envolvido na reacao d;e(bg) e dGuo em solucdo aquosa ocorre atraves
de uma cicloadicdo [4+2], Diels-Alder aos carbort®$ e C5 da base, gerando um 4,8-
endoperéxido (Figura 1.9, Tabela 1.4). A decomg@usige 4,8-endoperodxido leva a formacgao
majoritaria de uma mistura de diastereocisdmerosspéroiminodihidantoina (dSp) e de forma

minoritaria, a formacéo de 8-oxodGuo (Njles al, 2001, Ravanaet al, 2006, Martinezet al,



2007). A formacdo majoritaria de dSp em relacdo-ax@®Guo parece estar relacionada a
possibilidade de formacao adicional de dSp a paatioxidacdo da 8-oxodGuo. Isto pode ocorrer
facilmente, pois € conhecido que a 8-oxodGuo passubaixo valor de & sendo provavel sua
oxidag&o por @(*Ay).

Diferentemente da oxidacdo de dGuo pqr(%Ag) em solucdo aquosa, a oxidacdo da
dGuo em DNA celular, em DNA de timo de bezerro oligomucleotideo produz
majoritariamente 8-oxodGuo (Ravanat al, 2000, Ravanatet al, 2001) (Figura 1.9, Tabela
1.4). A formacdo majoritaria de 8-oxodGuo foi cooyada por HPLC/MS/MS através da
deteccdo da molécula isotopicamente marcada &ma*®0-8-oxodGuo.

Uma vez formada, a 8-oxodGuo também pode ser daidA reacdo de 8-oxodGuo
presente em DNA de fita simples ¢ CAQ) gera como produto principal &cido oxalurico (dPxa
(Duarte et al, 2000). Esta reacéo oconi@a uma cicloadicao [2+2] do quAg) a ligacédo C4-C5,
levando a formacgédo de um intermediario 4,5-diox@t@ decomposicdo de 4,5-dioxetano gera
5-hidroperoxi-8-oxo-2’-desoxiguanosina (5-OOH-8-d&uo) que decompde e produz dOxa
(Figura 1.9, Tabela 1.4).

Em nucleosideo, a reacdo de 8-oxodGug €4)) produz diversos produtos de oxidacao,
como 2-amino-5-[(2-desof3-D-eritro-pentafuranosil)-amino]-4H-imidazol-4-or(@nidazolona
ou diz), 2,2-diamino-4-[-(2-desofg-D-eritro-pentafuranosil)amina]-5-(2H)-oxazolona

(oxazolona ou dOz) e dSp (Martine# al, 2002) (Figura 1.9, Tabela 1.4).
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Figura 1.9 Principais produtos formados na reagio de dGug €4g). Adaptada de (Martingzt al,

2002, Martinezet al, 2007).

Tabela 1.4Produtos formados na reagéo cte(’tng) e dGuo ou 8-oxodGuo.

Substrato Origem Produtos principais
dGuo DNA ou oligonucleotideo 8-oxodGuo
dGuo nucleosideo dSp

8-oxodGuo DNA ou oligonucleotideo dOxa

8-oxodGuo nucleosideo dlz, dOz, dSp




1.5.2 Reacao de oxigénio molecular singlete e améidos

Entre os aminoacidos, somente o Trp, a His, a mieao(Met), a cisteina (Cys) e a
tirosina (Tyr) reagem com quAg) em pH fisiolégico (Tabela 1.5) (Wilkinspret al, 1995,
Davies e Truscott, 2001, Ronsegt al, 2006). Os amino&cidos alifaticos por sua vez eeng
mais lentamente comquAg), possuindo constantes de velocidade reacao cas ahdens de
grandeza menor. A maioria das reacgoes gqlg,) com aminoacidos, peptideos e proteinas
ocorre preferencialmente através de um mecanisrmicp (supressao quimica) e nao fisico

(supressao fisica), com excecao do Trp que reageO@(ﬁlAg) através dos dois mecanismos.

Tabela 1.5Constantes de velocidade totq) fla reacéo de {'Ay) e aminoacidos.

Aminoacido k (M™sh
Trp 3x 10 *reacdo quimica
2-7x 10 *supressao fisica
His 3,2x108 pH=7,1
1x10 pH > 8
0,5 x 10 pH <7
Met 1,6 x 10
Cys 3,7x 10
Tyr 0,8 x 1d

Adaptada de (Davies e Truscott, 2001).



A oxidagéo de Trp por p(lAg) tem sido extensivamente estudada devido ao efeito
oxidativo dos produtos formados, como as quinugsn{avies e Truscott, 2001, Ronsenal,
2008, Ronseinet al, 2009). Sabe-se que pode existir uma relagcdo emtecimulo de
quinureninas no cristalino do olho humano, o aumetd dano oxidativo induzido por
fotossensibilizacdo e o desenvolvimento de catgeatpue as quinureninas sao eficientes agentes
fotossensibilizantes (Davies, 2003). Além diston-&e demonstrado que produtos de oxidacao
de Trp podem estar envolvidos na formacéo de adosgarotéicos e ligacdes cruzadas (Davies,
2003).

Atualmente, sabe-se que a reacao Qélg) e Trp gera hidroperoxidosi$ e trans) no
C3 (hidroperoxipirroloindol) (Davies e Truscott,) e/ou dioxetano na dupla ligacdo entre C2-
C3, (Ronsein et al, 2008) (Figura 1.10). O mecanismo da reacdo mosjue
hidroperoxipirroloindol estéd em equilibrio com aitdperoxido instavel 3-hidroperoxiindolenina.
Os produtos finais obtidos na reacdo de Trp, ng,) sdocis, trans3a-hidroxipirroloindol, N-
formilquinurenina (FMK) e quinurenina (kn) (FigualO). Inimeros trabalhos tém relatado a
formacao de dioxetano de Trp na reagcao ccm(lg). No entanto, dados conclusivos sobre a
geracao do dioxetano de Trp durante a decomposdigdodroperéxidosc{s e trans) de Trp so
foram obtidos recentemente por Ronsein e colabogad®onseinet al, 2008). Os resultados de
guimiluminescéncia confirmaram a presenca do damaetde Trp, através do espectro de
fluorescéncia de FMK. Como é conhecido que a deosip@o de dioxetano produz compostos
carbonilicos eletronicamente excitados (Adam enBile1982), a emisséo de luz observada foi
relacionada a molécula de FMK, gerada a partir etihposicdo do dioxetano de Trp (Figura
1.10). Os autores compararam o espectro de fllBmescde FMK purificada com os espectros

obtidos na decomposicéo térmica de hidroperéxido3 . Eles observaram que os espectros



dos hidroperéxidos de Trp possuiam emissdao maximaab nm, igualmente ao espectro de

emissao de FMK.
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Figura 1.10Reag&o de 'A,) com residuos de Trp.

A His é outro aminoéacido que pode reagir rapidaemeom o Q (1Ag) (Tabela 1.5). Uma
crescente atencdo tem sido dada a caracterizagdprddutos de oxidagcdo da His, devido a
presenca deste aminoacido nas histonas. Estudds®btlacionaram a oxidagéo de residuos de
His com (i) formacéo de ligacdes cruzadas entréefitas, devido a ligacdes intermoleculares
entre residuos de His (His-His) e/ou entre residigoklis e lisina (His-Lys) (Sheet al, 1996,
Shen et al, 2000) e (ii) inativacdo de enzimas (Morgahal, 2002). A oxidacao de residuos de
His leva a formacé&o inicial de dois endoperoxidwgaveis (Figura 1.11). Os endoperéxidos sédo

formados através de uma cicloadicdo [4+2] d;e(J@g) aos carbonos 2,4 e/ou 2,5 do anel



imidazdlico (Figura 1.11). Evidéncias da formac&oetidoperdxidos de derivados imidazdlicos
foram obtidas em temperaturas extremamente babid@¥ (C) (Kang e Foote, 2000). A
decomposicao dos endoperoéxidos produz hidroperéxdddHis, que posteriormente decompdem
em seus respectivos alcodis, ureia, asparaginae aspartico (Figura 1.11) (Agpet al, 2006).
Além dos produtos citados anteriormente, a preselecanidroperéxidos de His pode estar
relacionada a formacdo de ligacdes cruzadas eesiduos de His (His-His) e Lys (His-Lys)
(Shen et al, 1996, Shenet al, 2000, Agon et al, 2006). Estudos mostraram que radicais RO
e/ou centrado no atomo de carbond)(Rodem ser formados durante a decomposicdo de
hidroperéxidos de His, na presenca de metais tsit@. Uma vez formados, estes radicais

podem reagir com uma His ou Lys e originar os dimétis-His e His-Lys.
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Figura 1.11Reacao de £'Ay) com residuos de histidina.

1.5.3 Reacao de oxigénio molecular singlete e lipims
Os lipideos sédo alvos de inumeras espécies reativasxidacdo dos lipideos da
membrana celular € um processo conhecido como igeg®o lipidica e pode ser iniciado pela

ac&o de radicais e de Q (‘Ay) (Halliwell, 2007). Os produtos primarios formadus oxidagio



dos lipideos da membrana sdo os LOOH. Os LOOH podem classificados como
hidroperéxidos de acidos graxos poli-insaturadogjroperoxidos de fosfolipideos ou
hidroperoxidos de colesterol.

Entre os hidroperoxidos de acidos graxos poli-ursaios, podemos citar os LAOOH. Os
LAOOH podem ser formados por radicais i@ peroxidacao lipidica (Figura 1.12A) ou par O
(1Ag) em reacdes de fotossensibilizacdo mediada posdensibilizadores enddgenos, como
porfirinas (Figura 1.12B). Na peroxidacao lipid{€&gura 1.12A), uma espécie altamente reativa,
como X pode abstrair um atomo de hidrogénio bis-alilieondolécula de LA, gerando um
radical centrado no atomo de carbono, que postegiaie reage com o oxigénio molecular e gera
dois isdmeros de LAOOH nos carbonos C9 (9-LAOOE)8 (13-LAOOH). Ja na reacéao de LA
com Q (1Ag) produzido por fotossensibilizacdo (Figura 1.13R)de ser produzido quatro
isdmeros de LAOOH (10-LAOOH, 12-LAOOH, 9-LAOOH e-1L300H) (Terao e Matsushita,
1977, Frankelet al, 1979). Deve-se ressaltar que a fotossensibilizagi LA pode produzir
quatro isbmeros de LAOOH (9-, 10-,12-, 13-LAOOH)evilo a contribuicdo de dois
mecanismaos, ou seja, 0 mecanismo tipo | com ppaiéio de radicais e 0 mecanismo tipo Il com

participacdo de O('Ay).
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Figura 1.12 Produtos formados na reagdo de LA & (X) ou O, (*Ay) produzido na reagio de

fotossensibilizacéo (B).

A oxidacao do colesterol porszg) também foi estuda e observou-se a formacgéo de tré
hidroperéxidos: B-hidroxi-5a-colestano-6-ene-5-hidroperéxido o OH), -
hidroxicolestano-4-eneebhidroperdxido (6-O0OH) e P-hidroxicolestano-4-enefs
hidroperéxido (8-OOH) (Figura 1.13A) (Kulig e Smith, 1973). Expedntos de foto-oxidag&o
de membranas mostraram que®GOH é gerado com maior rendimento que®OH e @-O0OH
(Korytowski e Girotti, 1999). De forma diferentepaidacdo de colesterol por radicaisgéra
3B-hidroxicolestano-5eneefhidroperoxido  (@-OOH) e  B-hidroxicolestano-5enef?
hidroperéxido (B-OOH) (Figura 1.13B) (Girotti, 1992). Os hidropeiaos ©-OOH e PB-OOH
também podem ser formados através de um rearrhiligo ao hidroperéxido &-OOH (Figura

1.13C) (Beckwithet al, 1989).
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Figura 1.13 Produtos formados na reagéo de colestero} €4 (A) ou radicais X (B). Formag&o dos

hidroperéxidos @-OOH e B-OOH, a partir doearranjo alilico de@OOH (C).

1.6 Efeito mutagénico de oxigénio molecular singlete sistemas de reparo

A mutagenicidade dos danos oxidativos induzidascpgo(lAg) foram demonstrados em
bactéria (Agnez-Limaet al, 1999) e células de mamiferos (Costa de Oliyataal, 1992,
Moriya, 1993). Este efeito mutagénico esta relamiona oxidacdo da dGuo pelo OAQ),
gerando majoritariamente 8-oxodGuo. A 8-oxodGucspoam alto potencial mutagénico, pois
pode parear com A gerando a transversdolGG:C- T:A), que € considerada a mutacdo mais
frequente. Além disto, 8-oxodGuo pode parear compr@juzindo a transicdo-&C (G:C- C:G)

(Cadet et al, 2002).



As enzimas mais importantes envolvidas no repar@-dxodGuo no DNA de bactéria
sao a formamidopirimidina-DNA-glicosilase (FPG owtM) e a MutY-glicosilase. A FPG
remove 8-oxodGuo pareada com C e, reconhece dsversdes em purinas com anel imidazol
aberto (Boiteuxet al, 1992). J4 a enzima MutY-glicosilase é capaz devwver a A pareada com
8-oxodGuo (Michaelset al, 1992). Juntas estas duas enzimas bacterianazeredu potencial
mutagénico de 8-oxodGuo (Cavalcargeal, 2002). No entanto, recentemente foi demonstrado
gue a enzima UvrABC pode auxiliar a FPG na dimi&oido efeito mutagénico de 8-oxodGuo
(Agnez-Lima et al, 2001). Foi observada uma alta frequéncia de raatagn cepas de. coli
deficientes em algumas enzimas de reparo do DNipdePG, FPG e MutY ou FPG, MutY e
UvrABC.

Em mamiferos, também foram encontradas enzimas lbgagas enzimas bacterianas e
gue sdo capazes de reparar 8-oxodGuo como OGGLINEEIL2, MUTYH e MTH, que
impede a incorporacdo de dGTP contendo 8-oxodGuentkia replicacéo (Bjelland e Seeberg,

2003, Baute e Depicker, 2008).

1.7 Hidroperoxidos de DNA

A ocorréncia de reacdes oxidativas provenientes nietabolismo aerdbico esta
intimamente relacionada a modificacdo estruturamdéecula do DNA. Os produtos primarios
formados na oxidacdo do DNA sdo os hidroperdxidagaracos (ROOH). A presenca de
hidroperéxidos de DNA foi primeiramente relatadar |8choles e colaboradores durante a
irradiacdo de DNA de timo com raios—X (Scholes al, 1956). Os autores ressaltaram a
importancia do oxigénio molecular na formacdo deORICe propuseram que a reacao entre o

oxigénio molecular e radicais’ Boderia gerar radicais ROOOs radicais ROOformados



podem entdo, formar ROOH no DNA apds reducao. Rosteente, a irradiacdo de nucleobases,
nucleosideos e nucleotideos evidenciou a formaegadbidtoxi-hidroperdxidos de pirimidinas
(Scholes e Weiss, 1960). Somente em 1982, estwdas ffeitos com o objetivo de analisar o
consumo de oxigénio molecular durante a irradiatgidcidos nucléicos com raiggisildar, et

al., 1982). Observou-se que as pirimidinas (timin@sona e uracila) consumiam trés vezes mais
oxigénio molecular que as purinas (adenina e gaaniBegundo os autores, as pirimidinas
consomem mais oxigénio molecular que as purinagdde¥ maior participacdo do oxigénio
molecular em reacdes de formacdo de radicais ‘'ROCgue ndo acontece no mecanismo de
oxidacdo das purinas, pois os radicaioRmados nos carbonos C4 e C5 da guanina ou adenina

sao rapidamente reduzidos, regenerando as resgebtges (Burrows e Muller, 1998).

1.7.1 Formacao de hidroperéxidos de timina e timidia

A oxidacdo de componentes do DNA (nucleobase,entideo ou nucleosideo) e DNA
isolado (DNA de timo de bezerro) por rapgaios-X e fotossensibilizacado permitiram a ardlis
detalhada da formacdo dos hidroperoxidos de timénatimidina. A presenca destes
hidroperéxidos foi confirmada por diversas técnica@mo espectrometria de massa, HPLC,
RMN e cristalografia (Cadet, 2006). A oxidacdo dairta e do nucleosideo timidina gera
basicamente os mesmos hidroperéxidos: 5(6)-hidéxmw-6(5)-hidroxi (5(6)-O0H-6(5)-OH) e
5-(hidroperoximetil)uracila (5-HPMU) ou 5-(hidromaimetil)-2’-desoxiuridina (5-HPMdU). Os
hidroperéxidos de timina podem ser gerados biotogante por dois mecanismos diferentes:
reacdo com radicaDH, oxidacdo por um elétron ou reacdo com radieabxla de lipideo ou

proteina.



A principal fonte de radicalOH dentro da célula é a reacdo de Fenton. Nestdoea
H,0, produzido na reacdo de dismutacdo do anion radigaroxido reage com ¥eou Cu,
gerando o radicalOH (Halliwell, 2007). O radicalOH pode reagir com o aclcar abstraindo
atomos de hidrogénik & 10 M*s?) ou com a base através de adicdo a dupla ligagid @*°
M™s?). O mecanismo de adicdo a dupla ligacdo ocorréenemecialmente em relacdo ao
mecanismo de abstragdo de atomos de hidrogénigidara

A reacdo do radicalOH e timina ou timidina ocorre através da adicatupla ligacao
entre C5 e C6 ou abstracdo de um atomo de hidmgiéngrupo metila (Figura 1.14). A adicdo
do radical’OH ocorre preferencialmente no C5 (56 % de rendio)efiormando o radical 5-
hidroxi-5,6-dihidrotimi-6-la (Jovanovic e Simic, 88). O radical OH também pode adicionar ao
C6 (35 % de rendimento) ou abstrair um atomo deob&hio do grupo metila (9 % de
rendimento) e gerar os radicais 6-hidroxi-5,6-dibiicni-5-la e 5-(uracila)metila,
respectivamente (Jovanovic e Simic, 1986) (Figutd)l A explicacéo para a adicao preferencial
do radical’'OH ao C5 deve-se ao fato de este ser o sitio coior rdansidade eletrénica em
decorréncia da ressonancia produzida pela prox@eidacarbonila. Apds serem formados, 0s
radicais centrados no atomo de carbono de timindiroidina reagem rapidamente com o
oxigénio moleculark = 10° M's?), formando os respectivos radicais peroxila, quereacdes
subsequentes sdo reduzidos aos hidroperdxidoscigj) trans6-hidroperoxi-5-hidroxi-5,6-
dihidrotimina (6-OOH-5-OH-timina) olcis, trans6-hidroperoxi-5-hidroxi-5,6-dihidrotimidina
(6-O0H-5-OH-timidina); (ii) cis ,trans5-hidroperoxi-6-hidroxi-5,6-dihidrotimina (5-OOH-6
OH-timina) oucis, trans5-hidroperoxi-6-hidroxi-5,6-dihidrotimidina (5-OOBFOH-timidina);

(iii) 5-HPMU ou 5-HPMdU (Cadet, 2006).
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Outra forma de geracdo de hidroperoxidos de timinéimidina é através do mecanismo
de oxidacdo por um elétron (mecanismo tipo I). &l@secanismo, ocorre a foto-oxidacdo da
timina ou timidina induzida por fotossensibilizagerenddgenos e luz UVA (320-400 nm) ou luz
visivel. A fotossensibilizacdo da timidina na presede riboflavina, menadiona ou benzofenona
gera inicialmente um cétion radical da base, prolduatravés da transferéncia de elétron da base
para o fotossensibilizador no estado excitadoetgp{menadiondMQ") (Figura 1.15) (Douki e
Cadet, 1999, Ravanagt al, 2001, Cadetet al, 2009). Dois mecanismos de degradacdo do
cation radical da base séo possiveis: a hidratagd6 com formacao do radical 6-hidroxi-5,6-
dihidrotimi-5-la (rendimento de 60 %) e subsequeggeacdo do hidroperoxidas, transs-
OOH-6-OH-timina/timidina ou desprotonacao seguiddatmacao do radical 5-(uracila)metila e
do hidroperéxido 5-HPMU ou 5-HPMdU (rendimento 4 %) (Figura 1.15) (Douki e Cadet,

1999, Ravanaget al, 2001).
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(MQ). Adaptada de (Cadet, 2006).

Além dos mecanismos descritos anteriormente dic@erde hidroperdxidos de timina ou
timidina, estudos mostraram que estes hidroperéxualem ser gerados também na reacéo de
radical peroxila e timina ou timidina. Martini erfi@ni foram os primeiros a relatar a geracéo do
hidroperéxido 5-HPMdU na reacdo de radical perod#a2,2’-azo-bis-(2-metilpropionamidina)
(ABAP) e timidina (Martini e Termini, 1997). Os aw¢s identificaram e caracterizaram por
GC/MS e RMN tH) o hidroperdxido 5-HPMdU e seus produtos de demmigdo, o alcool 5-

(hidroximetil)-2’-desoxiuridina (5-HMdU) e o aldaid5-formil-2’-desoxiruridina (5-FodU).



Além disto, eles propuseram um mecanismo de formded5-HPMdU a partir da oxidacao de
timidina pelo radical peroxila de ABAP. Os autopespuseram que o radical peroxila de ABAP
poderia abstrair um atomo de hidrogénio do grupdilanda timidina, gerando um radical
centrado no &tomo de carbono. Posteriormente,icatazentrado no atomo de carbono poderia
reagir com oxigénio molecular, formando radicalopda de 5-HPMdU (Martini e Termini,
1997). Segundo os autores, o radical peroxila ¢#PBIdU poderia dimerizar formando um
intermediario tetradxido instavel, que poderia degor de duas formas: (@a radicais alcoxila
de 5-HPMdU, gerando 5-HMU e oxigénio molecular rstado fundamental ou (iiyia
mecanismo de Russell, gerandg (O&g), 5-HMU e 5-FoU (Martini e Termini, 1997). A graad
importancia deste estudo estd na demonstracaoi@iaiegeracao do hidroperéxido 5-HPMdU,
a partir da oxidacdo da timidina por radicais pgaoXAlém disto, os autores ressaltaram que a
reacao de timidina e radical peroxila gera majoataente produtos oxidados no grupo metila da
timidina, como o hidroperoxido 5-HPMdU e seus ptodude decomposi¢cdo 5-HMdU e 5-FodU.
Os resultados obtidos por Martini e Termini (MargénTermini, 1997) contribuiram de forma
significativa na possivel participacdo radicaisop#a de lipideos e proteinas na geracdo
bioloégica de hidroperoxidos de timina, especialmebtHPMdU. De fato, estudos recentes
demonstraram niveis aumentados de 5-HPMdU na denaulheres com alimentacéo rica em
acidos graxos poli-insaturados, indicando um pe$simvolvimento de radicais peroxila de
acidos graxos na formacéo deste hidroperoxido (®jet al, 2001, Djuric et al, 2001). Além
disto, radicais peroxila de proteinas, como deohat também podem estar envolvidos na
formacdo de hidroperoxidos de pirimidinas (Luxfoet al, 1999, Luxford et al, 2000,

Furukawa et al, 2005).



1.7.2 Decomposigéo dos hidroperéxidos de timina ienidina

Um aspecto importante dos hidroperéxidos denén@u timidina esta relacionado a sua
estabilidade. Estes hidroperoxidos sdo comprovad@restaveis em pH neutro, pois possuem
altos valores de meia-vida de decomposicdo (Waggteal, 1994). Embora sejam peroxidos
estaveis, os hidroperoxidos de timina e timidinagm decompor facilmente na presenca de
metais de transicao (Tofigh e Frenkel, 1989) ouamplecimento (Wagneet al, 1994). Wagner
e colaboradores analisaram a cinética de decondmgécmica dos hidroperoxidos de timidina
em trés diferentes temperaturas (22, 37 e°@P (Figura 1.16) (Wagneret al, 1994). Foi
observado que os 5(6)-hidroperoxido-6(5)-hidroxtidedina (6-OOH-5-OH-timidina e 5-O0H-
6-OH-timidina) sdo estaveis a 22 (meia-vida: 7-542 h) (Figura 1.16), mas podenodgior
rapidamente a 37C (meia-vida: 1-35 h) e 50C (meia-vida: 0,11-1,3 h). De forma
completamente diferente, o hidroperoxido 5-HPMdstrou-se quarenta vezes mais estavel que
os demais hidroperéxidos de timidina (meia-vide84Mh). A decomposicdo de 6-O0OH-5-OH-
timidina e 5-O0H-6-OH-timidina produz como prodfitwal derivados de hidantoina, formamida
[N-(2-desoxiB-D-eritro-pentafuranosil)formamida, (Fo)] e ureiaFigura 1.16). Ja a
decomposicdo de 5-HPMdU gera majoritariamente oo&ls-HMdU e de forma minoritaria o
aldeido 5-FodU (Figura 1.16) (Wagnet al, 1994). De forma analoga, a decomposicdo do
hidroperéxido da nucleobase, 5-HPMU, pode geranesmos produtos: 5-(hidroximetil)uracila

(5-HMU) e 5-formiluracila (5-FoU).
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Figura 1.16 Produtos formados na decomposicao térmica dospedigidos de timina e timidina

Embora sejam compostos relativamente estaveisdogplkroxidos de timina ou timidina
podem decompor na presenca de metais de trangig@acao de hidroperoxidos de timina ou
timidina e metais (F& e C§") pode produzir espécies altamente reativas, canfioais alcoxila

e peroxila que podem oxidar outras bases do DNAligédl, 2007). Diante disto, Tofigh e



Frenkel estudaram os efeitos dos metais livresetadas na degradacédo do hidroperéxido 5-
HPMdU (Tofigh e Frenkel, 1989). A degradacao dePMdU na presenca de metais livres e
guelados foi analisada através da deteccdo de S-HdMB-FodU por HPLC. Observou-se que o
Fe?* catalisa a degradacdo instantanea de 5-HPMdU amtidades similares de 5-HMdU e 5-
FodU. O CG" ocasionou a decomposicdo de 5-HPMU dependenteempot de incubacéo,
gerando predominantemente 5-FodU. J& na preseng& teEDTA e DTPA causaram uma
rapida decomposicdo de 5-HPMdU a 5-FodU, e a decsigin de 5-HPMdU mediada por<u

foi bloqueada somente por desferral e DTPA.

1.8 Consequéncias bioldgicas da formacédo de hidrop&idos de timina e timidina

A formacdo de 5-HPMdU ou 5-HPMU representa um dgarisco para a molécula do
DNA, principalmente porque estes hidroperoxidosgmodiecompor e gerar agentes oxidantes,
como Q (1Ag), radicais alcoxila e peroxila. A geracao d@(mg) e radicais alcoxila e peroxila
pode ocasionar a oxidacdo de bases adjacentesl@apdroxido (lesbes de DNA etanden).
Além disto, a decomposicdo térmica ou catalisadamtais de transicdo de 5-HPMdU ou 5-
HPMU pode levar a formacédo de compostos altamentagénicos, como 5-HMdU e 5-FodU

ou 5-HMU e 5-FoU.

1.8.1 Formacéo de lesdes de DNA @andem

Estudos utilizando oligonucleosideos (dinucleosSdeomnofosfato) tém sido feitos com
objetivo de analisar os mecanismos de oxidacdodécoa do DNA. Estes esforcos em analisar
a oxidacdo de sistemas mais complexos de aciddéicug possibilitaram a deteccdo de danos

oxidativos envolvendo duas bases adjacentes (led6e®NA em tanden), além dos ja



conhecidos danos a nucleotideos, nucleosideoses sdadas. As lesées de DNA &mndem
sao formadas em decorréncia da presenca de hidriges de timidina (6-OOH-5-OH-timidina,
5-O0H-6-OH-timidina e 5-HPMdU) e envolvem a oxidacde uma guanina adjacente ao
peroxido. A oxidagdo da guanina adjacente a unopahdxidos de timidina resulta na formacéo
majoritaria  de  lesdbes em tandem  constituidas de N-(2-desoxiB-D-eritro-
pentafuranosil)formamida e 8-oxodGuo (Fo/8-oxodGuog-oxodGuo/Fo.

Box e colaboradores foram os primeiros a demonatfarmacao das lesdes ¢éamdem
Fo/8-oxodGuo e 8-oxodGuo/Fo, em oligoméros de DNEGPT) e d(CpGpTpA)] expostos a
raios-X (Box et al, 1993, Box et al, 1997, Bourdatet al, 2000). Os autores propuseram que a
formacado das lesGes etmndemestava relacionada a adicdo do radi€#t ao C6 da timina,
seguida da formacéo do hidroperoxido 5-O0OH-6-OHrintomo produto final. Como a guanina
possui 0 menor potencial de reducdo, o hidropecdsDOH-6-OH-timina poderia oxidar a
guanina adjacente e formar 8-oxodGuo. A presencBodeeforcou a hipotese de formacéo do
hidroperéxido 5-OOH-6-OH-timina, pois este derivadi® formamida € um dos produtos de
decomposicao deste hidoperoxido.

Posteriormente, experimentos de hidrolise enzeaatle DNA isolado exposto a
radiacdoy e HO,/Fe(I)EDTA (reacdo de Fenton) possibilitaram aigkc e deteccdo por
HPLC/MS/MS das lesdes Fo/8-oxodGuo e 8-oxodGuoBauidat et al, 2000). Diante dos
resultados obtidos, foi proposto um mecanismo dadgado de lesBes etandeminiciado pela
adicdo do radicalOH a dupla ligacdo entre C5 e C6, seguida da geme&aum cation radical de
guanina, proveniente da transferéncia intramoleaddaelétron da guanina para o radical peroxila

de timina formado.



No entanto, um novo mecanismo de formacéo de des@andemfoi proposto, no qual
se utilizou experimentos de marcacéo isotépica (@) e espectrometria de massa (Doti
al., 2002). A exposicdo de dGpdT e dTpdG a radiacée- presenca d¥0, possibilitou a
andlise da formagdo de uma série de lesbedaenem como lesbées contendo residuos de
formamida, glicol de timina, 8-oxodGuo, e oxazoloDantre estas possiveis lesdestandem
foi possivel detectar com rendimento apreciavel esuen as lesbes Fo/8-oxodGuo e 8-
oxodGuo/Fo (Doukiet al, 2002). A geracao das lesdes Fo/8-oxodGuo e 8auokFo pode ser
iniciada pela adicdo do radic&bH ao C5 ou C6 da timina, levando a formacéo deradical
centrado no atomo de carbono (Figura 1.17). A magére’®0, e o radical centrado no 4tomo
de carbono produz um radical peroxila de timinacado isotopicamente (Figura 1.17). O radical
peroxila de timina contend8O, pode adicionar diretamente ao C8 da guanina, ¢evan
formacdo das lesbes Fo/8-oxodGuo e 8-oxodGuo/Foleg@es de DNA entandempodem

conter um (8®oxodGuo/Fo) ou dois atomos H©, (8-*®oxodGuo/E%) (Figura 1.17).
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Figura 1.17 Mecanismo proposto para a formacgéo da lesdo de &hNtandem8-oxodGuo/Fo. Adaptada

de (Doukj et al, 2002).

Além dos hidroxi-hidroperoxidos de timidina, o taderéxido 5-HPMdU também pode
estar envolvido na formacédo de lesbes tamdem Estas lesfes etandempodem conter 8-
oxodGuo e os produtos de decomposicdo de 5-HPMdHM8BU e 5-FodU). No entanto,
nenhum estudo foi realizado com o objetivo de sestigar esta hipétese. Resultados obtidos
durante a exposicdo de dGuo e DNA de timo ao rageaxila de 5-HPMdU (500PMdU)
demonstraram a formacéo de 8-oxodGuo (Getal, 2008). Aléem disto, também foi possivel
detectar por HPLC a geracdo dos conhecidos prodigtaecomposicdo de 5-HPMdU, o alcool

5-HMdU e o aldeido 5-FodU (Gatet al, 2008). Segundo os autores, a formacéao de 8-oxodGu



pode estar relacionada a dois mecanismos diferamt@sio direta entre a dGuo e o radical 5-
*OOPMdU ou reacédo de dGuo e radical alcoxila de 48P (5- OPMdU), formado na reagéo
de 5-HPMdU e fons Bé& Provavelmente, a reacdo entre a dGuo e o rasi€@DPMdU ocorre
através da adicao direta do radical peroxila aal&guanina, levando a formacgéo de 8-oxodGuo.
Este mecanismo de formacédo de 8-oxodGuo, atravéslidao direta de radical ' ®OPMdU a
guanina, é possivel (Gaqtet al, 2008), pois ja foi demonstrado que radicais pixae hidroxi-
hidroperoxidos de timidina sdo capazes de adicianaC8 da guanina (Figura 1.17) (Dgquéd

al., 2002). Outro possivel mecanismo é a geracdoa®@Guo induzida pelo radical'®PMdU
formado na reacdo de 5-HPMdU &Fe\ formacado dos produtos 5-HPMdU e 5-FodU também
parece estar relacionada a formacédo do radicakikcgerado na reacdo de 5-HPMdU €'Fe
sendo que estes produtos foram detectados anteriter(iTofigh e Frenkel, 1989). Entretanto, a
hipétese mecanistica de formacéo de 8-oxodGuoéstrda adicdo direta de radicais peroxila de
5-HPMdU ao C8 da guanina ainda ndo foi comprovddiante disto, € necessario uma
investigacdo mais detalhada do mecanismo envolraldormacdo das lesbes ¢andemde

DNA, provenientes da acdo dos radicais peroxila@xda de 5-HPMdU.

1.8.2 Formacao de produtos mutagénicos na decompg®d de 5-(hidroperoximetil)-2’-
desoxiuridina e 5-(hidroperoximetil)uracila

O dano oxidativo no DNA tem sido relacionado a marelular, ao aparecimento de
mutacgdes, ao desenvolvimento de doencas neurodageas e ao envelhecimento. Felizmente,
um eficiente sistema de reparo é responséavel pagicas eventuais danos oxidativos formados
na molécula de DNA. Este sistema de reparo € toitkiide enzimas (glicosilases, peroxidases e

transferases) e moléculas redutoras, como glutatieduzida, ascorbato (vitamina C)ae



tocoferol (vitamina E) (Halliwell, 2007). Os hidreqxidos organicos, que sdo exemplos de dano
oxidativo do DNA, podem ser reparados biologicamegrgla acdo de enzimas reparo, como as
peroxidases. Estas enzimas catalisam a reducdoidiopéroxido organico a seu alcool
correspondente, que posteriormente é reparado lsitases especificas através de um
mecanismo de excisdo de base (Halliwell, 2007)egamo dos hidroperoxidos 5-HPMU e 5-
HPMdU pode ocorrer da mesma forma dos hidroperéxaiganicos. Estudos demonstraram que
5-HPMU pode ser reduzido ao alcool 5-HMU em umagcdeacatalisada por glutationa
peroxidase dependente de selénio ou por glutatiamsferase (Taret al, 1986, Tan et al,
1988) ou por glutationa peroxidase de fosfolipi(ieaq et al, 1997).

Como foi dito anteriormente, a decomposicédo espaa de 5-HPMdU ou mediada por
metais de transicdo ou a reducao catalisada ponaszle reparo pode gerar o alcool 5-HMdU e
o aldeido 5-FodU. A andlise detalhada do efeitfodmacdo destes produtos de decomposi¢cao
em sistemas bioldgicos mostrou que ambos sdo altermeutagénicos (Bjelland e Seeberg,
2003). Além disto, muitos trabalhos tém consideradtMdU e 5-FodU como biomarcadores de
dano oxidativo no DNA. Portanto, a presenca e d¢éateade 5-HMdU e 5-FodU em sistemas
biolégicos pode fornecer fortes evidéncias do nideetdano oxidativo gerado e da eficiéncia do
sistema de reparo.

No caso de 5-HMdU, foi possivel detectar a formachste composto com alto
rendimento no sangue de mulheres portadoras dercdaanama (Djuricet al, 2001), na urina
de fumantes (Bianchiniet al, 1998) e na urina de pacientes portadores dencana e
medicados com adriamicina (Fauret al, 1998). Estudosn vitro também demonstraram a
formacao de 5-HMdU na fotossensibilizac&o de tinfDelatour et al, 1998), timidina ou DNA
isolado na presenca de menadiona e luz UVA (DouRadet, 1999). A presenca de 5-HMdU

também foi detectada por cromatografia liquida d@ &ficiéncia acoplada a deteccao



eletroguimica (HPLC/EC) e cromatografia gasosalaca a espectrometria de massa (GC/MS),
apos exposicao de DNA isolado a rayodouki, et al, 1996). O efeito mutagénico de 5-HMdU
esta relacionado a inducdo da transicaeCI proveniente do pareamento de 5-HMdU com
adenina (A) ou guanina (G) (Figura 1.18A) (BoorstiTeebor, 1988, Bjelland e Seeberg, 2003).
Além da mutagenicidade, 5-HMdU pode ocasionar gratuXicidade as células, devido ao
extenso reparo que leva a formacao de quebragadddiDNA (Mi et al, 1997). Os efeitos
mutagénicos de 5-HMdU podem ser minimizados atrad€ssua excisdo, prevenindo o
pareamento errdbneo com A ou G. A primeira DNA ditase com atividade de excisdo de 5-
HMU foi detectada em células de ratos (Hollsteihal, 1984) e posteriormente, purificada de
DNA de timo de bezerro (Cannon-Carlsost al, 1989). Esta enzima foi recentemente
identificada em mamiferos e denominada de SmugbréBain et al, 2001). Também se
observou enE. coli, que as enzimas NTH, Nei, FPG, Mug e AIKA possuatividade de 5-
HMU glicosilase (Bjelland e Seeberg, 2003). Alérstadlj observou-se que a enzima humana
Mbd4 e a enzima presente em ratos Tdg possuerdad®ide reparo em relacdo a 5-HMU (Liu

et al, 2003).
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Figura 1.18 Possiveis vias mutagénicas induzidas por 5-HMdJe(B-FodU (B).

Outro produto formado na decomposicdo de 5-HPMdb &deido 5-FodU, que foi
primeiramente identificado por Kawai e colaboradofasaj et al, 1990). Neste estudo, 5-
FodU foi detectado juntamente com 5-HMdU e 8-oxonlGesendo considerados os trés mais
abundantes produtos formados na irradiacdo de DA @iosy ou na exposicdo de DNA a
H,0, e Fé"* (reacdo de Fenton). Posteriormente, foi dematstaaformacéo de 5-FodU durante
a fotossensibilizacdo de DNA fita simples na preaefe menadiona e luz UVA (Bjellanet al,
1995, Douki e Cadet, 1999). Experimentos mais giadinos utilizando GC/MS mostraram que

5-FodU é o produto de oxidagédo de pirimidinas nadisndante gerado na irradiacdo do DNA



com raiosy (Douki, et al, 1996). Os efeitos maléficos da formagdo de 5-Fadtluem
citoxicidade (inibicdo da timidilato sintetase eaab na replicagédo) (Klunglandt al, 2001) e
mutagenicidade. A mutagenicidade de 5-FodU esé&iceiada ao pareamento com A, C, T e G,
gerando as transversbes-G, T-A e a transicdo T C (Figura 1.8.2) (Bjelland e Seeberg,
2003). Uma vez gerado, o aldeido 5-FodU pode parado por glicosilases presentesknaoli
(NTH, Nei, FPG, Mug e AlkA) ou mamiferos (Smugl, ddbe Tdg).

Portanto, a formacdo dos produtos mutagénicos 5HMd5-FodU, provenientes da
decomposicdo do hidroperoxido de timidina 5-HPMdPpde estar relacionada ao
desenvolvimento de mutacdes e algumas doencas, cmm&ncia com corpos de Lewis
(cérebro), carcinoma de células escamosas (pulm@oder de colon, cancer de mama, cancer de
reto, diabetes mellitus e lupus (Coplet al, 2003). Nestas patologias foi possivel detectar os
produtos mutagénicos 5-HMdU e 5-FodU, além de audgrdnecida leséo oxidativa do DNA, a 8-

oxodGuo.



OBJETIVO



2 Objetivo
O objetivo geral do trabalho é demonstrar a gerded® (‘Ay), a partir do hidroperéxido

de timina, 5-HPMU.

2.1 Estratégias

As estratégias utilizadas neste projeto foram &hate e purificar o hidroperéxido de
timina, 5-HPMU; caracterizar 5-HPMU por HPLC/MS MR (*H, *C, COSY e HMBC);
detectar e quantificar ochlAg) produzido na reacdo de 5-HPMU &'C&¢&* ou HOCI, através
do monitoramento da emissdo de luz monomoleculaegido do IR-proximoX = 1270 nm) e
bimolecular na regido do visivel € 634 e 703 nm); detectar ¢ éAg) produzido na reacao de
5-HPMU e Fé&, CU* ou HOCI, através de captacdo quimica utilizando demivado de
antraceno (AVS); avaliar a estabilidade térmicdd¢PMU em agua; detectar por HPLC/MS os
produtos formados na reacdo de 5-HPMU é&'CeE&*, CU* ou HOCI e analisar os danos
oxidativos gerados durante a exposicdo de DNA plialna 5-HPMU e C& na auséncia e

presenca de enzimas de reparo (FPG ou NTH).



MATERIAIS E METODOS



3 Materiais e Métodos
3.1 Materiais

Nitrato de cério(lV) amoniacal, cloreto de cobre(tihidratado, fosfato de soédio
monobésico, fosfato de sodio dibasico, borohideosddio (NaBh), formiato de amonio,
paraformaldeido, iodeto de potéssio, azida de sfdid\), azul de metileno, resina Dowex
50W, resina Chelék uracila, timina, hidroperéxido de cumeno (CuOQHB broth base e agar
foram adquiridos da Sigma (Missouri, Estados Unid&ulfato de ferro(ll) heptahidratado,
hidroxido de potassio, acetato de cadmio dihidm@tadido sulfarico, &cido férmico, acetonitrila
(grau HPLC) e metanol (grau HPLC) foram obtidosMiarck (Hunterdorn, Estados Unidos).
Alaranjado de xilenol e ¥, 35 % foram adquiridos junto a Synth (Diadema, BrasPeréxidos
do Brasil (Parana, Brasil), respectivamente.

Os solventes deuterados, acetonitrila (A@&N- dimetilsulféxido (DMSOds) e agua
(D20) foram obtidos junto a Cambridge Isotope LabaresoMassachusetts, Estados Unidos). A
agua ultrapura utilizada foi tratada pelo sisteragpdrificacdo da Water System Nanopuda
marca Barnstead (lowa, Estados Unidos).

As colunas para HPLC, C-18 Gemini (250 de comprime&,6 mm de diametro interno,
5 um de tamanho de particula) e C-18(2) Luna (250dgpcimento x 5 mm de didametro interno,
5 um de tamanho de particula) foram obtidas da Phemexn€Califérnia, Estados Unidos).

Os filtros de seringa com membrana PTFE e 0,2 pmideetro interno foram obtidos
junto a Millipore (Milles™, LCR).

O Kit de extracdo de DNA plasmidial (NucleoBShehodelo Maxi) foi adquirido da BD

Biosciences (Nova Jersey, Estados Unidos).



As enzimas de reparo FPG e NTH foram adquiridasrmpresa New England Biolabs
(Massachusetts, Estados Unidos).

O endoperoxido de DHPNGoi sintetizado pela Dra. Graziella Eliza Ronsaiegundo o
método descrito por Martinez e colaboradores (Mezt et al, 2000). O captador hidrossoluvel
de Q (1Ag), AVS, foi sintetizado pelo Dr. Mauricio César B¢ Oliveira, segundo o método

descrito por Nardello e colaboradores (Nardediaal, 2005).

3.2 Equipamentos

- Agitador Thermomixet Confort da Eppendorf, modelo 5355 (Hamburgo, Aleha).

- Balancas da Denver Instrument Company, modelosSXEe AA-200 (Colorado, Estados
Unidos).

- Centrifuga da Hitachi, modelo SCR 20B (Toquigéai.

- Espectrofotdmetro da Hitachi, modelo U-3000 (Tiégdapao).

- Injetor manual da ReodynéCaliférnia, Estados Unidos).

- Liofilizador da Savant, modelo RVT 4104 (Novadoe, Estados Unidos).

- pHmetro da Corning, modelo 320 (Nova lorque, @&ssaJnidos).

- Sistema de HPLC da Shimadzu (Toquio, Japéo):n2blas LC-10ADVP, injetor automatico
SIL-10ADVP, detector de absorbancia UV SPD-10AV\etector de fotodiodos SPDM-
M10AVVP, controlador de sistema SCL-10AVP conectamloum computador e software
CLASS-VP, versao 5.03.

- Sistema de espectrometria de massa (Micromassr¥yaManchester, Reino Unido):

espectrometro de massa Quattro 1l com fonte ABpraye software MassLynx, versao 3.2.



- Espectrbmetros de ressonancia magnética nudRdN)] modelos DRX500 e AC200 da
Bruker — Biopsin (Alemanha).

- Sistema de deteccdo de G)Ag) na regido do visivel: o sistema € um contadofottens,
composto por um amplificador-discriminador e umatdibtomultiplicador sensivel na regido do
vermelho (9203 BM Thor EMI Electron Tubes), refriggo termoeletricamente a -20 (FACT
50 MKII). O tubo fotomultiplicador foi submetidowan potencial de -1500 V e conectado a um
amplificador (modelo 1121, Princeton Instrumentg)e transmite o sinal para o computador.
Utilizou-se um filtro de cortec(t-off filter) (03FS006, Melles Griot Filters) entre a cubeta e
tubo fotomultiplicador, que permite a passagemudecbm comprimento de onda maior que 570
nm.

- Sistema de deteccdo de GAg) na regido do IR-proximo: o sistema consiste dea um
fotomultiplicadora contendo um tubo fotomultiplicadsensivel a regido do IR-préximo (R5509,
Hamamatsu Photoniks, Shizuoka, Japao). A fotomigitigora foi refrigerada a -8 utilizando
nitrogénio liquido (S600 Photocad] PC176 TSCEO005 Cooler, Products for Research WA,
Massachusetts, USA) e conectada a uma fonte déeakdo a 160 V (High Voltage DC Power
Supply Model C3360, Hamamatsu Photoniks, Shizud&pdo) e a um monocromador capaz de
varrer as regides do UV, visivel e infravermelhdéxpmo (M300, Edinburgh Analytical
Instruments, Reino Unido). Para o monitoramentdudana regido do IR-préximo foi utilizada
uma grade de difracdo capaz de varrer entre 8@ 2m. O sinal do detector foi registrado
utilizando o software F-900, versao 6.22 (Edinbufgialytical Instruments, Livingston, Reino

Unido).



3.3 Sintese de 5-(hidroximetil)uracila

Uracila (1 g) e paraformaldeido (0,3 g) foram soizddos em 23 ml de hidroxido de
potassio 0,4 M. A mistura reacional foi mantida sgjtacdo e refluxo a 5% por 73 h. Apés
diluicdo com agua (64 ml) e adicdo da resina DOWERW, o pH da mistura foi mantido em 5 e
a mistura reacional foi filtrada. A reacéo foi centtada sob pressao reduzida, refrigerada por 2
dias, filtrada e obteve-se um precipitado brancqr@duto 5-HMU foi obtido com 80 % de

rendimento apoés recristalizacdo com acetona:agliawy).

3.4 Sintese de 5-(hidroperoximetil)uracila

5-(Hidroximetil)uracilafoi solubilizado em 16,4 ml de B, 35 % e lentamente foi
adicionado 8,2 ml da solucae® 35 %/HCI 37% (99:1, v/v). A reacao foi mantida sgtacao
e refluxo a 50C por 78 h. A mistura foi liofilizada e o produtecristalizado com uma solugéo
aquosa de metanol 10 %. O rendimento de 5-HPMUdido60 %. Apds a sintese, o produto 5-

HPMU foi purificado por HPLC.

3.5 Purificagéo de 5-(hidroperoximetil)uracila porHPLC

O produto 5-HPMU foi purificado por HPLC utilizandmna coluna semi-preparativa C-
18(2) Luna, Phenomenex250 de comprimento x 5 mm de diametro internpnbde tamanho
de particula). A purificacdo de 5-HPMU foi feitailuando agua (A) e metanol (B) como
eluentes, a um fluxo de 1,5 ml/min. O produto famtorado em 260 nm. O gradiente utilizado
foi de 10 % B até 17 min, 10 a 80 % B em 2 min¥8® até 25 min, retornando a 10 % em 2
min e mantendo em 10 % B até 35 min. 5-(Hidropenetil)uracila (tempo de eluicdo: 13 min)

foi coletado em tubos de plastico, congelado cono geco, liofilizado e posteriormente



armazenado a -8@. Antes de cada experimento, 5-HPMU purificadostdubilizado em BO e
sua concentracdo foi medida pelo método de alatanjee xilenol e iodometria, conforme

descrito nos itens 3.7 e 3.8.

3.6 Caracterizagao de 5-(hidroperoximetil)uracila pr RMN
5-(Hidroperoximetil)uracila foi analisado por RMN de'H, '°C, COSY (Correlation
Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple Borat€lation) em um espectrémetro de 500

MHz. Os espectros de RMN de 5-HPMU (Figuras A-1-4)A&stdo na secdo Anexos.

3.7 Quantificacao de 5-(hidroperoximetil)uracila péo método alaranjado de xilenol
A concentracdo de 5-HPMU foi medida pelo métodagaalado de xilenol utilizando,

H->0, 35 % como padrao (Gagt al, 1999). A concentracdo da solucao padréao & B5 % foi
medida através da absorcédo em 240 im43,6 M' cmi' em 4gua). As reacdes (volume final: 1
ml) foram realizadas adicionande®} (0,1-1 mM) ou 5-HPMU as solu¢des 5 mM de sulfato d
ferro(ll) heptahidratado (concentracéo final: On2Bl, preparada em &cido sulfarico 0,25 M) e 2
mM de alaranjado de xilenol (concentracdo finall0OnM, preparada em acido sulfurico 0,25
M). As reacbes foram mantidas a temperatura angjigmotegidas da luz por 30 min e

posteriormente analisadas em 560 nm.

3.8 Quantificacao de 5-(hidroperoximetil)uracila péo método iodometria

A concentracdo de 5-HPMU também foi medida pelood@tde iodometria utilizando
como padréo o hidroperéxido CUOOH, em diferentesentracdes (0,5-1,3 mM) (Bueg al,
1978). Utilizamos a solugcéo de acido acético:ctmmofo (3:2, v/v) (deaerada com nitrogénio

gasoso por 15 min, mantida em gelo e retirada togmicos minutos antes do uso), acetato de



cadmio 0,5 % e iodeto de potéassio (1,2 g/ml). Acentracdo da solucdo padrdo de CuOOH foi
calculada utilizando o grau de pureza de 88 %gdolgor RMN (item 3.9). A solu¢cdo de CuOOH
ou 5-HPMU (100 pl) foi adicionada a tubos ambartendo 1 ml de acido acético:cloroférmio
(3:2, v/v) e 100 pl de iodeto de potassio 1,2 ghnleacao foi deaerada por alguns segundos com
nitrogénio gasoso, agitada, protegida da luz e iderdt temperatura ambiente durante 5 min.
Apds 5 min, foi adicionado 3 ml de acetato de caddb % e a fase aquosa (superior) analisada

em 353 nm.

3.9 Analise da pureza de hidroperoxido de cumeno
A anélise da pureza de CuOOH foi feita por RMNtdeem um espectrémetro AC 200 da
Bruker, utilizando ACN como padrao interno. Soligasimos CuOOH em ACN (4,9 mg/3,3 mg

de ACN; 2,1 mg/3 mg de ACN e 3,9 mg/2,3 mg de ACN).

3.10 Andlise por HPLC/MS dos produtos formados na eacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e Ce** ou &cido hipocloroso

A anélise de 5-HPMU e dos produtos formados nagdes com Eé, Cu*, Cé* e HOCI
foi realizada por cromatografia liquida de altaiéficia acoplada a espectrometria de massa, no
modo de ionizagca@lectrospraypositivo (HPLC/MS). O sistema HPLC/MS consiste wa
HPLC Shimadzu (Toquio, Japédo) acoplado a um espretro de massa Quattro Il com fonte de
ionizacdo a pressaatmosféricaZ-spray (Micromass-Waters, Altricham, Reino Unido). As
analisespor HPLC/MS foram feitas utilizando temperaturafdate de 100 °C, temperatura de
dessolvatacdo de 200 °C, voltagem do capilar de&k'\3,5/0ltagem do cone de amostragem e
extrator de 20 V e 5 V, respectivamente. Os dadasf adquiridos no moduwill scan no qual

se monitorou a faixa de 100-30@z Nos experimentos de monitoramento de ions fraggnen



foram utilizadas as seguintes voltagens de coneamestragem e energia de coliséo,
respectivamente: 10 V, 10 eV para 5-HPMU, 20 Vel0para 5-HMU e 20 V, 20 eV para 5-
FoU. A separacdo cromatogréfica foi realizada era natuna C-18 Gemini, PhenomeRg®50

de comprimento x 4.6 mm de diametro internpnbde tamanho de particula). Utilizou-se como
eluentes acido formico 0,1% (A) e metanol (B), a flumo de 0,6 ml/min. O solvente B foi
mantido em 3 % at&7 min, variando de 3 a 10 % em 3 min, de 10 a =6 min e retornando
a 3 % em 2 min. O fluxo direcionado para o espewtéo de massa foi de 0,13 ml/min. O
detector foi mantido em 260 nm. As reacdes de 5-HRb&bncentracio final: 1 mM) e €€0,5;

1; 2 e 5 mM) foram mantidas sob agitacdo durantenitDa 37C. Ja as reacbes de 5-HPMU
(concentracéo final: 1 mM) e HOCI (0,5; 1; 2 e 5 jrfbtam feitas em pH 7,4 (tampéo fosfato de

sédio 15 mM) e mantidas sob agitacéo durante 10ar8ifiC.

3.11 Andlise por HPLC/MS dos produtos formados na eacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e Fe** ou Cl?*

Os produtos formados na reacdo de 5-HPMU & Ba Cd* foram analisados por
HPLC/MS. As reacdes de 5-HPMU (concentracdo fihahM) e F&" (0,3; 0,5 e 1 mM) ou Cii
(10; 20 e 30 mM) foram feitas em pH 7,4 (tampadatosde sédio 15 mM) e mantidas durante
10 min a 37C sob agitacdo. As analisper HPLC/MS foram feitas utilizando temperatura da
fonte de 100 °C, temperatura de dessolvatacdo 6e°@0 voltagem do capilar de 3,5 kV,
voltagem do cone de amostragem e extrator de 2 W erespectivamente. Acido férmico 0,1
% (A) e metanol (B) foram utilizados como fase mpaeum fluxo de 0,6 ml/min. O solvente B

foi mantido em 3 % at&7 min, variando de 3 a 10 % em 3 min, de 10 a 56n95 min e



retornando a 3 % em 2 min. O fluxo direcionado paraspectrometro de massa foi de 0,12

ml/min.

3.12 Decomposicao de 5-(hidroperoximetil)uracila npresenca de borohidreto de sddio

A reacdo de 1 mM de 5-HPMU e 1 mM de NaBbi mantida por 1 h em gelo e com
agitacdo a cada 15 min. O controle 5-HPMU (1 miW)kém foi mantido no gelo por 1 h. Apos
o término da incubacéo, 900 pl de agua foram auacios a 100 pL da reacdo 5-HPMU/NaBH
(concentracédo final de 5-HPMU: 0,1 mM). A mesmauigéo foi feita para a solugcdo de 5-
HPMU. Aliquotas de 30 pL da solucéo diluida de 3vlPe da reacdo 5-HPMU/NaBHoram
analisadas por HPLC/MS. As condi¢Bes de ionizagéni citadas no item 3.10. Acido férmico
0,1 % (A) e metanol (B) foram utilizados como fasével, a um fluxo de 0,6 ml/min. O
gradiente usado foi de 10 % B até 10 min, 10 a 3 ém 1 min, 50 % B até 15 min, 50 a 10 %
B em 1 min e 10 % até 20 min. O fluxo direcionadoapo espectrémetro de massa foi de 0,12

ml/min.

3.13 Decomposicgao térmica de 5-(hidroperoximetil)acila

Com a finalidade de avaliar a estabilidade térndiesb-HPMU, a solu¢cdo 3 mM de 5-
HPMU foi incubada em solucdo aquosa durante 292 Hiterentes temperaturas (4, 25, 37 e 50
°C). A concentracdo de 5-HPMU nas incubacdes foiidaggelo método alaranjado de xilenol e
o valor corrigido por 1,7. Aliquotas das incubacfigam analisadas por HPLC/MS. As andlises
foram feitas utilizando temperatura da fonte de AD0temperatura de dessolvatacdo de 200 °C,
voltagem do capilar de 3,5 kV, voltagem do conead®stragem e extrator de 20 V e 5V,

respectivamente. Acido férmico 0,1 % (A) e metai@)lforam utilizados como fase moével, a um



fluxo de 0,6 ml/min. O gradiente usado foi de 1B%té 10 min, 10 a 50 % B em 1 min, 50 % B
até 15 min, 50 a 10 % B em 1 min e 10 % até 20 @ifiuxo direcionado para o espectrdmetro
de massa foi de 0,12 ml/min. Os resultados reptasen meédia + SEM de trés determinacdes

diferentes.

3.14 Medidas de emisséo de luz monomolecular de @&nio molecular singlete na regido do
infravermelho proximo

A emiss&o de luz monomolecular dg @) na regido do IR-préximo\(= 1270 nm) foi
monitorada por meio de uma fotomultiplicadora codteum tubo fotomultiplicador sensivel a
regido do IR-préximo (R5509, Hamamatsu Photonikszu®ka, Japdo). Antes de iniciar os
experimentos, o detector foi resfriado a *8@com nitrogénio liquido durante 2 h. As reacdes
foram feitas em uma cubeta de quartzo (1 x 1 crs).efperimentos foram feitos injetando
continuamente C& F&*, CU** ou HOCI a um fluxo de 0,50 ml/min, em uma cubetatendo os
demais reagentes. Para a injecdo da solucdo e RE, CU¥* ou HOCI foi utilizada uma
bomba de injecdo para seringas (Syringe Pump M@2eHarvard Apparatus, Massachusetts,
Estados Unidos). As reacfes foram mantidas soliaiudesagitacdo por meio de uma microbarra
magnética, inserida dentro da cubeta.

A luz emitida foi monitorada durante a reacédo &M de 5-HPMU e concentragcfes
crescentes de ¢eou HOCI (concentracdo final: 0,1-10 mM). Na reacam Cé&*, 1,3 ml de
uma solucdo 2 mM de 5-HPMU preparada ef® Boram colocados na cubeta e injetados 200 pl
da solucdo de ¢eem DO (concentracdo final: 0,1; 0,5; 1; 2; 5; e 10 mM).

Para a reagcdo com HOCI, 1,3 ml de uma solugdo AmBtHPMU em tampéo fosfato de

sodio (15 mM, pH 7,4, preparado erpg@) foram adicionados na cubeta e 200 pl de cadg&ol



de HOCI em NaOH (10 mM, preparada eg®OIp(concentracao final: 0,1; 0,5; 1; 2; 5; e 10 mM)
foram injetados. A solucdo de HOCI utilizada fostilada (item 3.20) e a concentracdo medida
através da absorbancia em 292 ers 850 M'cmi'em NaOH 10 mM). As reacdes de 5-HPMU
e Cé"* ou HOCI foram feitas em triplicata.

A reacdo de 10 mM de 5-HPMU (em AGN)e Fé* (concentracéo final: 10 e 20 mM em
D,0) foi feita em uma mistura de,O e ACNd; (1:1, v/v). A solucdo de Eéfoi injetada
manualmente na cubeta.

O monitoramento da luz emitida na reacéo de 1,8 deV6-HPMU e C& ou HOCI
(concentracéo final: 5 mM) foi realizado na presede NaN (1 e 10 mM) ou substituindo,D
pela mistura BO:H,0O (35:65, v/v).

A reacdo de 2 mM de ¢eou HOCI com 2 mM de 5-HMU, timina, uracila ou®)

foram realizadas em-,D.

3.15 Medidas de emissdo de luz bimolecular de oxigé molecular singlete na regido do
visivel

A emissado de luz bimolecular de OAg) na regido do visivelA\(= 634 e 703 nm) foi
monitorada através de um contador de fétons cafditde um tubo fotomultiplicador sensivel
na regido do vermelho e um amplificador-discrimoradUtilizamos um filtro de corte\(> 570
nm), que foi colocado entre a cubeta e o tubo fattyplicador. O tubo fotomultiplicador foi
refrigerado termoeletricamente a -2. Os experimentos foram realizados injetando
manualmente as solucdes dé"Gri HOCI.

A emissao de luz bimolecular de 6Ag) foi gerada na injecéo de 100 ul de uma solucéo

50 mM de C& (preparado em £D) em uma cubeta contendo 900 pl de uma solucail 2ens



-HPMU (em DBO). Na reacdo com HOCI, foram injetados 125 pl denM de HOCI (em 10
mM de NaOH, preparado emy®) em 875 pl de uma solucéo 2,1 mM de 5-HPMU enpéaim
fosfato de sodio 15 mM (pH 7,4 preparado es@pP

A deteccdo da emissédo de luz bimolecular gleélﬂg) gerada nas reacdes de 5-HPMU e
Ce* ou HOCI também foi feita na presenca de BNé&Nou 10 mM) ou substituindo,D pela
mistura BO:H,O (35:65, v/v). Todos os experimentos foram redbzaem triplicata e com
agitacao.

O monitoramento da emissdo de luz bimolecular @Ieé%@,) produzida na reacdo de 2

mM de C&* ou HOCI e 2 mM de 5-HMU, timina, uracila ou®} foi realizada em BED.

3.16 Espectro de emissao de luz monomolecular dagénio molecular singlete na regido do
infravermelho proximo

O espectro de emisséo de (é)lg) na regido do IR-préximo foi medido por meio deaum
fotomultiplicadora contendo um tubo fotomultiplicadsensivel a regido do IR-préximo (R5509,
Hamamatsu Photoniks, Shizuoka, Japéo). Para agélmtedo espectro de emisséo dge(]ng)
foram feitas quinze varredurascén3 de 1200 a 1350 nm. As reacdes foram feitas ardaé
injecdo de uma solugdo 2 mM de “Ceou HOCI em uma cubeta contendo 5-HPMU
(concentracdo final: 3,5 mM). As reacdes foram idastsob agitacdo e as solucdes d& €e
HOCI foram injetadas continuamente, a um fluxo d® Gnl/min. Como padrao para geragao de
O, (1Ag), utilizamos (i) a reacao de,8, (concentragéo final: 2 mM) e HOCI (concentracaalfi
2 mM) e (ii) a decomposicao térmica a“® do endoperdéxido DHPNQconcentracao final: 4
mM) durante 4000 s (Figura A-5, Anexos). Para aodgmosicdo de DHPNQ utilizamos um

sistema de aquecimento, constituido de um banhégda termostatizado conectado a uma



cubeta. As concentracdes deCH e HOCI foram determinadas, respectivamente, arakee
medida da absorbancia em 240 v (43,6 M'cm™ em HO) e 292 nmg = 350 M'cm™ em

NaOH 10 mM).

3.17 Calculo do rendimento de oxigénio molecularrgylete

O rendimento de © (1Ag) foi calculado utilizando como padrdo o endopetoxi
hidrossoluvel DHPN@ (Figura A-5, Anexos). A termodecomposi¢cdo de DHRMN(7°C gera
0, (*Ag) com rendimento de 59 % € 5,02 x 16 M's™) (Pierlot et al, 2000). A emiss&o de luz
monomolecular de Q(lAg) na regidao do IR-proximo foi monitorada por 400@wante a
decomposi¢do de DHPNQconcentracao final: 21 mM, em;D). O célculo do rendimento de
O, (1Ag) foi feito comparando-se o valor da integracadudgroduzida na reacéo de 1 mM de 5-
HPMU e 10 mM de C& ou HOCI com o valor da integracéo da luz geraddem@mposicéo de
DHPNG,. O rendimento foi calculado considerando que sessarias duas moléculas de 5-

HPMU para gerar uma molécula de @,).

3.18 Captacdo quimica de oxigénio molecular singket utilizando 9,10-
divinilsulfonatoantraceno

A geracéo de Q(lAg) nas reacdes de 5-HPMU e HOCI?Feu C¢* foi monitorada
através da captagdo quimica de(td,) utilizando AVS (Nardello, et al., 2005). A reagée Q
(1Ag) e AVS gera o endoperoxido AVSQyue pode ser detectado por HPLC/MS/M8 modo
de ionizaca@lectrospraynegativo.

A reacdo de 8,8 mM de 5-HPMU (emp@, 5 mM de HOCI (em NaOH 10 mM

preparado em D) e 8 mM de AVS (em ED) foi mantida sob agitacdo, aquecimento BY e



protegida da luz durante 1 h. 5-(Hidroperoximetidjila também foi incubado com¥¢1 mM)
ou CU#* (1 mM) na presenca de AVS (8 mM). As reacdes tHPBU e metais foram feitas em
D,0O, mantidas sob agitacdo a 37 e protegidas da luz durante 24 h. Todos 0s erpeatds
foram feitos em tampao fosfafo de s6dio 15 mM (p# preparado em . Apos o fim de cada
incubacao, aliquotas de pbforam analisadas por HPLC/MS/MA deteccédo do endoperdxido
AVSO; foi feita utilizando o método de deteccdo MRM (Moramento de Reacdes Mdltiplas),
no qual se pode monitorar a perda de uma moléaulaxijénio do endoperdxido AVS@M/z
210 - 194). No modo de deteccdo MRM, foi selecionad@mmeiro analisador de massa (Q1)
o ion comm/z 210, que corresponde a molécula de AY.Sesteriormente, o ion com/z 210
foi direcionado para a camara de colisdo (Q2),nfigado e os ions fragmento analisados no
segundo analisador de massa (Q3).

A analise cromatografica das amostras foi feitéizatido uma coluna C-18 Gemini,
Phenomenéek (250 de comprimento x 4.6 mm de diametro intefiqym de tamanho de
particula). A fase moével foi formiato de aménio 281 (A) e ACN/MeOH (7:3, viv) (B).
Utilizamos um fluxo de 0,8 ml/min e 0,14 ml/min fdirecionado para o espectrometro de massa.
Os compostos foram eluidos mantendo 18 % B por i80Q ammentando de 18 a 65 % B por 2
min, mantendo 65 % B até 37 min, retornando a 18 &m 2 min e mantendo em 65 % B até 45
min. As condi¢cbes de ionizacado foram voltagem dolaade 4,5 kV, voltagem do cone de
amostragem de 10 V, voltagem do cone extrator degehergia de colisédo de 10 eV, temperatura

da fonte e de dessolvatacdo de 100 e°’@)0@espectivamente.



3.19 Sintese do endoperoxido de 9,10-divinilsulfotwantraceno

A sintese do endoperéxido AVSQoi realizada por meio da fotossensibilizacdo do
captador quimico dez(?QlAg), AVS. Em um baldo volumétrico de 10 ml, adiciomasn5,5 mg de
AVS e 8ul de uma solugéo 0,1 M de azul de metil@m etanol) em 4 ml de,;D. O balédo
volumétrico foi mantido parcialmente imerso em uamhio de gelo/agua (€) e irradiado por
2,5 h (150 min) utilizando duas lampadas de tumgst€00 W). Durante a fotossensibilizacao,
aliquotas da reacao foram retiradas em diferestapds (0, 45, 90 e 150 min), diluidas (10 pl
em 500 pl de agua) e analisadas por HPLC/MS/MSu(30jetados). As condicdes de ionizacao
e fragmentacdo do AVSQoram descritas no item 3.19.

A formacdo de AVS@ foi monitoranda em 215 nm. Ap6s 2,5 h, adicionamos
aproximadamente 3 g de resina Chelpara retirar o azul de metileno, agitamos manuaiene
deixamos a reacdo em repouso por 10 min. Postenena reacao foi filtrada utilizando filtro
de seringa com membrana PTFE e 0,2 um de dianeEmo. O endoperdxido AVSJoi
purificado por HPLC utilizando um fluxo de 2 mil/menos eluentes: formiato de aménio 25 mM
(A) e ACN/MeOH (7:3, v/v) (B). O gradiente utilida foi de 18 % B até 30 min, 65 % B em 1
min, 65 % B até 41 min, 18 % B em 1 min e 18 % B B0 min. AVSQ purificado foi

solubilizado em agua e utilizado como padréo.

3.20 Destilagéo de &cido hipocloroso

A solucao de HOCI utilizada nos experimentos faeparada a partir de uma solucao
comercial de HOCI (Candura). Como a Candura po&gua em sua composicdo, decidimos
fazer uma destilacdo a vacuo para obtermos umacamluconcentrada de HOCI.

Aproximadamente 250 ml de Candura foram acidifisacmam 5 ml de &cido fosforico 85 % até



pH 6 e destilados com temperatura entre 35 €CQOA solucdo de HOCI destilada, com
coloracdo amarelada, foi coletada e resfriada aapgste (banho de gelo seco e etanol) para
evitar a decomposicdo. A concentracao de HOCI dterthinada por espectrofotometria em 292
nm € = 350 M'cm®) diluindo-se em NaOH 10 mM (Morris, 1966). A sdlocde HOCI

destilada foi estocada a -80.

3.21 Experimentos envolvendo DNA plasmidial, 5-(hidperoximetil)uracila e fons Cu*
3.21.1 Competéncia bacteriana
Meios:
Meio LB sélido: peptona 1 %, extrato de levedua%, NaCl 0,5 %, agar 1,5 %, pH 7,5
Meio LB liquido: peptona 1 %, extrato de levedufa%, NaCl 0,5 %, pH 7,5
Meio GYT: extrato de levedura 0,125 %, triptonab0%2, glicerol 10 %
Meio SOC: bactotriptona 2 %, extrato de levedufa%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgGI10
mM, MgSQ, 10 mM, pH 6,8
BactériasE. coli (cepa DH10B, estocadas em glicerol a *8) foram estriadas em placa
de Petri com meio LB sélido contendo ampicilinaQu@/ml) e incubadas a 3T por 20 h.
Posteriormente, uma col6nia foi inoculada em 2@enmeio LB liquido e mantida a 37
°C por 16 h sob agitacdo a 200 rpm. Apés o cresdon&nml da cultura foram adicionados em
500 ml de meio LB liquido e mantidos novamente d@%ob agitacdo constante (200 rpm) até
atingir a densidade otica entre 0,6 e 0,8 em 60Qapmoximadamente 3 h). A cultura bacteriana
foi centrifugada por 15 min a 5000 rpm, sendo orexpddante descartado e o precipitado

ressuspenso cuidadosamente em 125 ml de gliceid éétéril e gelado. Este procedimento foi



repetido mais duas vezes. O precipitado finaldesuspenso em 1 ml de meio GYT e distribuido
em criotubos resfriados rapidamente com nitrogBgiodo e estocados a -8CG.
Todos os experimentos com bactérias foram feitdzando materiais autoclavados

(tubos, frascos, ponteiras, placas de Petri, ntazultura) e estéreis (capela de fluxo laminar).

3.21.2 Transformacao de bactérias competentes

As bactérias competentes foram descongeladas acegdiktribuidas em aliquotas de 50
pl. A cada aliquota de bactéria competente foranti@whdos 5 ng de DNA plasmidial
pBluescript (pBR322) 1 ngl e incubado por 30 min a*€. Posteriormente, as bactérias foram
submetidas a um choque térmico &87or exatamente 2 min e transferidas imediatanmuarte
o gelo. ApGs 5 min, foram adicionados 48@le meio SOC a cada aliquota e incubou-se por 1 h
a 37 °C sob agitacdo constante (200 rpm) (Hanahan, 1988)bactérias (20Qul) foram
plagueadas com uma alga de platina estéril empldedetri com meio LB, contendo 15 g/l de

agar e 10Qug/ml de ampicilina a 37C por 20 h.

3.21.3 Extracao de DNA plasmidial
Meios:
Meio LB liquido: 10 g de LB Broth Base em 500 ml&tpia
Meio LB sélido: 1 g de LB Broth Base, 0,75 g agar &0 ml de 4gua

Uma colbnia de bactérias transformadas foi desdadgeem gelo e aplicada em uma
placa de Petri com 25 ml de meio LB solido e 28giampicilina 60 mg/ml. A placa de Petri foi
mantida com a base voltada para baixo em uma es®ifaC por uma noite. Utilizando um al¢ca

de platina, raspamos uma col6nia de bactéria temafla e mergulhamos em um frasco de 100



ml, contendo 5 ml de meio LB liquido e 5 pl de aritjpia 60 mg/ml. A incubacédo foi mantida a
37 °C sob agitagdo (200 rpm) até adquirir uma coloragéea (aproximadamente 12 h). A
seguir, 50Qul da incubacao foram transferidos para um frasca tleontendo 250 ml de meio
LB liquido e 250ul de ampicilina (60 mg/ml) e mantida de 12-16 h aghacéo (200 rpm) a 37
°C.

Para extrair o DNA plasmidial, utilizamos o caitacAX500 (Maxi) e o protocolo de
extracdo do kit NucleoBofid(Nova Jersey, Estados Unidos), mas preparamosropdes
extragcdo (S1, S2, S3, N2, N3 e N5), conforme o kit.

Apés a extracdo, o DNA plasmidial foi gentilmergesuspenso em 4Q0de agua estéril
e verificou-se a pureza e a concentracdo da solucamncentracdo da solucdo de DNA foi
medida utilizando a equacéo abaixo:

C = Agsox 50 x diluicdo
Onde C é a concentracdo de DNA fita dupla jgpml e Ao € a absorbancia em 260 nm
(Maxam e Gilbert, 1980). A pureza da solucdo de Dplasmidial foi conferida através da
técnica de eletroforese em gel de agarose e do dalorelacdo Aso/Azgo (até 1,8). Apos
medirmos a concentragdo da solucédo de DNA plasindiiaimos a solucao (concentragéo final:

0,2 ug/ul), aliguotamos em microtubos e armazemos £€20



3.21.4 Eletroforese em gel de agarose
Tampdes:
Tampéao de amostra: 20% de Ficoll tipo 400 e 0,2%%zul de bromofenol
Tampéao TBE: Tris 90 mM (108 g), acido borico 90 (88 g), EDTA 2 mM (7,4 g), pH 8

A técnica eletroforese em gel de agarose possilsilgeparacéo das trés diferentes formas
do DNA plasmidial: forma nativa ou superenovelad@@); forma circular aberta (OC) resultante
de quebra de fita simples e forma linear (L) resu# de quebra de fita dupla. As diferentes
formas do DNA plasmidial sdo submetidas a uma elifgat de potencial. Como a molécula do
DNA possui carga liquida negativa, a molécula iigram do pélo negativo para o positivo.
Todas as reagfes (50 ul) foram feitas em tampdatéode sédio 0,1 M, pH 7,4 (concentracdo
final: 30 mM) e mantidas a 3TC por 1 h sob agitacdo (1000 rpm). Ao término ddaa@acao,
foi adicionado 5 pul de 1,6 mM de batocuproina (eotiacao final: 0,14 mM). Posteriormente,
10 pl de cada incubagéo foram gentilmente mistwads I de tampédo de amostra. A separagao
das trés formas do DNA plasmidial foi feita aplidarse 12 pl da mistura DNA e tampéo de
amostra em um gel de agarose 1 %, preparado enl 86 tampao TBE diluido (tris 4,5 mM,
acido borico 4,5 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8) contendo |1bde brometo de etideo 1 mg/ml. A
eletroforese foi feita utilizando 70 V de difererdgpotencial.

Apés a eletroforese, as bandas correspondentegeaantes formas do DNA plasmidial
foram visualizadas por meio da fluorescéncia danleto de etideo na regido do U¥ £ 320
nm). O gel foi fotografado e digitalizado para postr analise. Os célculos das porcentagens de
SC, OC e L foram feitos através das intensidadiesives de fluorescéncia de cada forma. O
fator de correcdo de 1,4 foi aplicado ao valomdensidade relativa da forma SC, com o objetivo

de corrigir a menor emissao de fluorescéncia daddsC (Lloyd et al, 1978).



3.21.5 Incubacdo de DNA plasmidial, 5-(hidroperoximtil)uracila e Cu** na presenca e
auséncia de metais contaminantes

Para avaliar o efeito dos metais contaminantes @€4¢") na geracéo das formas de OC
e L, fizemos a incubacdo de pBR322, 5-HPMU é&*Grilizando solventes ndo tratados (sem
Chelex)) e tratados por 24 h com resina Chel¢gom CheleX). Utilizamos como solventes
agua e tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,4 (cur@gfo final: 30 mM). A incubacéo de
pBR322 (3 pl de pBR322 0,2 ug/ul), 5-HPMU (concecdo final: 0,5 e 1 mM) e €l
(concentracéo final: 10 uM) foi mantida a 37 sob agitacdo (1000 rpm) por 1 h. Os controles
DNA (3 pl de pBR322 0,2 pg/pl), DNA e €u(concentracdo final: 10 pM), DNA e 5-HPMU
(concentracéo final: 0,5 e 1 mM) também foram ircds por 1 h a 37C com agitagdo. Em
seguida, adicionou-se batocuproina 1,6 mM (conagatr final: 0,14 mM) para interromper a
reacdo. Posteriormente, misturou-se 10 pl da img@daom 5 pl de tampdo de amostra e
aplicou-se 12 pl no gel de agarose. A eletrofodesgel de agarose foi submetida a 70 V de

diferenca de potencial durante 1,5 h.

3.21.6 Incubacdo de DNA plasmidial, 5-(hidroperoxiretil)uracila e Cu** em diferentes
concentragoes

Todas as reacOes e controles foram feitos utilizeaglia e tampéo fosfato de sodio 0,1
M, pH 7,4 tratados por 24 h com resina ChieleA incubacéo de pBR322 (3 ul de pBR322 0,2
ng/pl), 5-HPMU (concentracdo final: 10 pM) e ?Ciconcentracdo final: 10 e 100 puM) foi
mantida a 37C sob agitacdo (1000 rpm) por 1 h. Os controles IBIAl de pBR322 0,2 pg/ul),
DNA e 5-HPMU (concentracao final: 10 uM), DNA e Ciconcentracdo final: 10 e 100 uM)

foram submetidos as mesmas condicdes da reacédetartPNA, Cd e 5-HPMU). Ap6s adicéo



de batocuproina (concentracéo final: 0,14 mM), l@gumistura incubacao e tampao de amostra
foi aplicado no gel de agarose 1 % e o mesmo sudhonat70 V por 1,5 h. Os dados foram

analisados pelo teste Tukey-Kramer e pelo métodO¥AAL

3.21.7 Incubacdo de DNA plasmidial, Ctf e 5-(hidroperoximetil)uracila em diferentes
concentragoes

Como descrito anteriormente, utilizamos agua e &anfpsfato de sédio 0,1 M pH 7,4
tratados por 24 h com resina Chéleffrés microlitros de DNA plasmidial (0,2 pg/pl)rém
adicionados a uma solucéo de’C{concentracao final: 10 uM) e 5-HPMU (concentrafidal:
1, 10 e 25 pM). A reacao foi mantida sob agitagaiolph a 37°C. Os controles (DNA, DNA e
CW** 10 pM, DNA e 5-HPMU 1, 10 e 25 pM) foram mantidemb as mesmas condicdes da
reacdo completa (DNA, GlU e 5-HPMU). A reacdo foi interrompida com batoctipao
(concentracéo final: 0,14 mM) e aplicado 12 pl mb de agarose 1 %. As formas do DNA
plasmidial foram separadas durante 1,5 h utilizan@o/ de diferenca de potencial. Os dados

foram analisados pelo teste Tukey-Kramer e pelodoeANOVA.

3.21.8 Incubacéo de DNA plasmidial, Ctf e 5-(hidroperoximetil)uracila na presenca das
enzimas de reparo formamidopirimidina-DNA-glicosilase e endonuclease IlI

Nas reacbes com pBR322 utilizamos agua e tampdatdode sodio 0,1 M pH 7,4
(concentracdo final: 30 mM) tratados com resinal@tie(24 h). As enzimas de reparo FPG e
NTH foram preparadas utilizando os respectivos @aple cada enzima, que vieram em seus
kits. Poucos minutos antes do uso, 1 pl de FP@@WmI) foi diluido em 49 ul de tampéo

FPG:glicerol (1:1, v/iv) e 1 pul de NTH (10.000 U/nfdj diluido em 49 ul de tampao FPG ou



NTH:glicerol (1:1, v/v). Em seguida, 2 pl de FPG NUH diluida em tampé&o e glicerol foram
adicionados a 40 pl de tampédo FPG ou NTH, 4 pl 84 B100 pg/ml e 154 ul de agua. A
mistura final foi mantida em gelo para ser usades apfinal da incubacdo DNA+E&&5-HPMU.

A incubacdo (150 pl) de pBR322 (9 pl de pBR3220g2ul), C3* (concentracéo final:
10 uM) e 5-HPMU (concentracao final: 10, 25 uM)rfwantida a 37C sob agitagdo (1000 rpm)
por 1 h. Ao final da incubacdo, adicionamos 10 @lb@tocuproina 1,6 mM. Em seguida,
adicionamos 10 pl da reacdo DNA,Ce 5-HPMU (10 ou 25 uM) a 10 pl da mistura finall1
de FPG ou NTH. A reacdo DNA, €we 5-HPMU (10 ou 25 pM) na presenca de FPG ou NTH
foi mantida a 37C sob agitacdo (1000 rpm) por 0,5 h. Em seguidacamos a incubacdo em
gelo para diminuir a atividade de reparo das enziFRRG e NTH. Os controles DNA, DNA e
CU**, DNA e 5-HPMU 10 e 25 pM na auséncia e na presdrcBPG ou NTH também foram
feitos como a reacdo completa. A reacdo DNAZ @u5-HPMU (10 ou 25 uM) na auséncia de
FPG ou NTH foi realizada e analisada como a reagapresenca de FPG ou NTH. Apés a
incubacdo com FPG ou NTH, 15 pl de cada reacéonforasturados a 5 pl de tampéo de
amostra e aplicados no gel de agarose (15 ul).aRmems um gel de agarose 1% (200 ml)
contendo 60 pl de brometo de etideo 1 mg/ml em damiBE diluido. A eletroforese foi
realizada aplicando-se 140 V durante aproximadasrht Os dados foram analisados pelo teste

Tukey-Kramer e pelo método ANOVA.



RESULTADOS



4 Resultados
4.1 Sintese e deteccéo por HPLC/MS de 5-(hidroxinigtracila

A sintese do alcool 5-HMU foi realizada partir daaila e paraformaldeido em meio
basico com algumas modificagbes, segundo procetiinegscrito por Cline e colaboradores
(Cling, et al, 1959). Decidimos sintetizar 5-HMU a partir deailee paraformaldeido devido a
baixa complexidade e alto rendimento da sintesgro@uto 5-HMU foi obtido com rendimento
de 80 %, apos recristalizacdo com acetona:aguairjl A sintese de 5-HMU foi confirmada
por HPLC/MS (Figura 4.1). A figura abaixo mostraromatograma de UV em 260 nm (Figura
4.1A) e o espectro de massa de uma solucdo 0,1 enBtHIMU (Figura 4.1B). O espectro de
massa obtido em 9,75 min possui um ion majoritédm m/z 143, que corresponde ao ion
molecular ([5-HMU+H]) e um fon minoritario conm/z 125, que representa a molécula

desidratada de 5-HMU ([(5-HMU-®)+H]") (Figura 4.1B).
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Figura 4.1 Andlise de 5-HMU por HPLC/MS. Cromatograma de UV 280 nm (A) e espectro de massa

obtido em 9,75 min (B).

4.2 Sintese e deteccao por HPLC/MS de 5-(hidroperioxetil)uracila

A sintese do peréxido de timina, 5-HPMU, foi featgartir do alcool 5-HMU na presenca
de HO, 15% e HCI 37 %, segundo Hahn e Wang (Hahn e Wa9g6). Apos a sintese, 5-
HPMU foi purificado por HPLC, solubilizado em,O e sua concentracdo medida pelos métodos

alaranjado de xilenol e iodometria. A geracdo ddP34AU foi confirmada por andlises de



HPLC/MS (Figura 4.2) e RMN'(, 3C, COSY e HMBC) (Figuras A-1 a A-4, Anexos). A
andlise de 5-HPMU por HPLC/MS mostra um cromatogral® UV em 260 nm (Figura 4.2A)
com um intenso pico de produto em 10,88 min e sullms picos minoritarios em 9,13 e 11,77
min. 5-(Hidroperoximetil)uracila (10,88 min) foiedtificado através do ion molecular comiz
159 ([5-HPMU+HJ) e do ion fragmento comn/z 125 correspondente a perda dgOH ([(5-
HPMU-H,0,)+H]") (Figura 4.2C). Os produtos de decomposicdo déBH, 5-HMU (Figura
4.2B) e 5-FoU (Figura 4.2D) também foram detectadesmbora em quantidade minoritaria. 5-
(Hidroximetil)uracila (9,13 min) foi detectado pameio do ion molecular corm/z 143 ([5-
HMU+H]") e do ion correspondente a perda de uma moléeuayda conm/z125 {[(5-HMU-
H,0)+H]'} (Figura 4.2B). O aldeido 5-FoU (11,7 min) foi itéicado através do ion molecular

comm/z141 ([5-FoU+H]) (Figura 4.2D).



100. A 10.88

< .
2 5-HPMU
e
[
o
(o]
(qV]
e
()
(]
3
S 5-HMU
& 5-FoU
£ 11.77
- 0 9.13
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
m/z125  Tempo (min)
100. B 143« [5-HMU+H] ‘
lN\ ‘ OH
5-HMU-H, 0)+H
195 I( H,O)+H] oy
U S SV SO t-s . S
§ B + m/z 125
< 100, C 159« [5-HPMU+H] 0
B [(5-HPMU-H,O)+HJ’| M oo
© 1 A
8
c
g D 141 29
= <« [5-FoU+H
&%100- : T HN%H
OéN
H
m/z 141
O U . I NP0 P S PV S P S S
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

m/z
Figura 4.2 Analise de 5-HPMU por HPLC/MS. Cromatograma de & 260 nm de 5-HPMU (A),
espectro de massa de 5-HMU obtido em 9,13 mindB)5-HPMU em 10,88 min (C) e de 5-FoU em

11,77 min (D).

4.3 Caracterizacao estrutural de 5-(hidroperoximetjuracila por RMN
Os espectros déH, °C, COSY e HMBC do produtds-HPMU estdo descritos

detalhadamente na secdo Anexos (Figuras A-1 a A-4).



4.4 Andlise do produto de decomposicdo de 5-(hidrepximetil)uracila na presenca de
borohidreto de sédio

Sendo NaBkum forte agente redutor, a reacdo desta moléoufao peréxido 5-HPMU
pode gerar como produto o alcool 5-HMU. A formagho 5-HMU, gerado na reacdo de 5-
HPMU e NaBH, foi confirmada por HPLC/MS (Figura 4.3). A moléude 5-HMU foi
detectada através do ion-aduto com stz 165, [5-HMU+Na]) e com acetonitrilang/z 206,
[5-HMU+ACN+NaJ") (Figura 4.3C). O cromatograma de UV em 260 nrsalacdo controle de
5-HPMU (Figura 4.3A) possui exclusivamente um pide absorcdo em 7,54 min, que
corresponde ao peroxido 5-HPMU. Ja na analisealzioede 5-HPMU e NaBHFigura 4.3B) é
possivel observar a reducdo de 5-HPMU a 5-HMU,vasrado desaparecimento do pico de
absorcdo em 7,54 min (5-HPMU) e do aparecimentandegpico de absorcdo em 6,28 min (5-

HMU).
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Figura 4.3 Analise por HPLC/MS do produto de decomposicaddbd¢PMU na presenca de NagH
Cromatograma de UV em 260 nm da solucdo 5-HPMU ¢&),reacdo de 5-HMPU e NaBKB) e

espectro de massa obtido em 6,28 min (C).

Nesta analise utilizamos um gradiente de eluicderatite (item 3.12, Materiais e
Métodos) do utilizado na deteccao de 5-HPMU (itedD3Materiais e Métodos). Por isto, 0s
tempos de retencdo de 5-HMU e 5-HPMU foram infesoaos obtidos na analise de 5-HMU

(Figura 4.1) e 5-HPMU (Figura 4.2).



4.5 Avaliacdo da estabilidade térmica de 5-(hidropeximetil)uracila

Tendo em vista que hidroperdxidos organicos podesompor em Seus respectivos
alcodis, decidimos avaliar a estabilidade térmiea5eHPMU (concentrag&o inicial: 3 mM),
durante 292 h (12 dias) em agua e diferentes textyvas (4, 25, 37 e 5IC), (Figura 4.4). A
concentracao de 5-HPMU foi medida pelo método ajadm de xilenol e corrigida pelo valor
numérico de 1,7. Até 8 h de incubacéo (Figura 4.4B¥erva-se que 5-HPMU é estavel nas
diferentes temperaturas (4, 25, 37 €6). Apés 8 h de incubacgéo (Figuras 4.4A e 4.4B)rrec
a decomposicdo expressiva de 5-HPMU a 37 é5@ em 4 e 28C , a decomposicdo de 5-
HPMU é mais lenta. A figura abaixo representa dilpge decomposi¢do de 5-HPMU em 4, 25,

37 e 50°C até 292 h (Figura 4.4A) e 24 h (Figura 4.4B).
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Figura 4.4 Decomposicdo de 5-HPMU (3 mM) em diferentes tentpesa no decorrer do tempo.

Concentracao de 5-HPMU remanescente apoés inculkat#C, 25°C, 37°C e 50°C até 292 h (A) e até
24 h (B).

Apoés 292 h de incubacgéo, a andlise por HPLC/MS rddyto de decomposicédo de 5-
HPMU em 37°C (Figura 4.5D) e 50C (Figura 4.5E) indicou a formacao majoritaria d¢tmél

5-HMU (6,47 min). Em 4 e 25C (Figuras 4.5B e 4.5C, respectivamente) € possh&trvar a



predominancia do peréxido 5-HPMU (7,48 min), indida que nestas temperaturas o

hidroperéxido é estavel.

Decomposigcéo de 5-HPMU em agua (292 h)
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Figura 4.5 Andlise por HPLC/MS do produto de decomposicdmiga de 5-HPMU em diferentes
temperaturas apds 292 h. Cromatograma de 5-HPMudodertA), da incubacdo de 5-HPMU &£@ (B),
da incubacéo de 5-HPMU a 26 (C), da incubacéo de 5-HPMU a 37 (D) e da incubac¢éo de 5-HPMU

a 50°C (E).

O espectro de massa de 5-HPMU (Figura 4.6) ap@sh28e decomposi¢cdo a 3T
mostra claramente a formacéao do alcool 5-HMU (FRigu6B), através do ion molecular confe
143 ([M+H]"), do ion-aduto conm/z 165 ([M+NaJ]) e do ion fragmento com/z 125 ([(M-
H,O)+H]"). O hidroperéxido 5-HPMU remanescente (7,49 miRigra 4.6A) também foi

detectado na incubacao apos 292 h aC37
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Figura 4.6 Analise por HPLC/MS do produto de decomposic¢ao igarde 5-HPMU apés 292 h a 3C.
Espectro de massa de 5-HPMU remanescente em 704@AIne espectro de massa de 5-HMU em 6,47

min (B).

O gradiente de eluicéo utilizado nestas analisemincom 10 % de metanol (item 3.13,
Materiais e Métodos), por isto, os tempos de rétenig 5-HMU e 5-HPMU foram inferiores aos

obtidos na analise de 5-HMU (Figura 4.1) e 5-HPNFig¢ra 4.2).

4.6 Andlise comparativa da concentracdo de 5-(hidperoximetil)uracila obtida pelos
métodos alaranjado de xilenol e iodometria

Os métodos alaranjado de xilenol e iodometria aégamente utilizados na quantificacéo
de hidroperéxidos de lipideos (Jessep al, 1994, Nielsenet al, 2003) e proteinas (Gay e
Gebicki, 2003, Morganet al, 2008). O método de iodometria se baseia na cgdeidos ions
iodeto (I) de reduzir ROOH e gerar iodg)((equacédo 10). Nesta reacdo, 1 mol de ROOH reage

com excesso de ions formando 1 mol de;(Buege et al, 1978, Jessyget al, 1994). A geracao



de b é estimada pela formacédo de ion triiode$d, (jlue possui absorcdo maxima em 353 nm e é
produzido na reacédo dgel excesso de ions(equacgao 11).

ROOH + 2H" + 2I' -~ ROH + H,O + I, (equac&o 10)

F+1p — g (equacdo 11)

A grande vantagem do método de iodometria em relagdmétodo alaranjado de xilenol
€ a estequiometria 1:1, que corresponde a 1 mad} femado para cada mol de ROOH. As
desvantagens deste método sdo a grande complexieeide a necessidade de retirar o oxigénio
molecular dissolvido no meio e 0 pequeno nimerardestras que podem ser quantificadas. A
presenca de interferentes como oxigénio moleculaz podem comprometer a confiabilidade do
método, devido a possivel reacdo cgnipbu l3” (Jessupet al, 1994)

Ja o método alaranjado de xilenol baseia-se inag&o de ions Eéa FE" na reacdo com
ROOH (equacdo 12). A reacdo de alaranjado de ilemm fons F& gera o complexo Fe-
alaranjado de xilenol, que absorve na regido diwelig\ = 560 nm) (equagéo 13) (Gast al,
1999, Bouy et al, 2008). Este método possui as vantagens de néaeessivel ao oxigénio
molecular dissolvido no meio reacional, ser rapdser possivel analisar um grande numero de
amostras.

ROOH + Fe?* -, Fe* + RO’ + OH’ (equacdo 12)
Fe®" + alaranjado de xilenol — complexo Fe-alaranjado de xilenol (equagéo 13)

Foi realizada uma andlise comparativa da concéurde 5-HPMU obtida pelo método
alaranjado de xilenol e iodometria. O objetivo pial desta analise foi identificar possiveis
diferencas na concentracdo de 5-HPMU obtida paedasrdétodos. A quantificacdo de 5-HPMU

pelo método alaranjado de xilenol e iodometrigdda utilizando como solugéo padraedd 35



% e CuOOH, respectivamente. Exemplos das curvad$eadbtidas pelo método alaranjado de

xilenol (Figura 4.7A) e iodometria (Figura 4.7B}a&srelacionados abaixo.
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Figura 4.7 Curva padréo obtida pelo métodaranjado de xilendh) e iodometria (B).

Os resultados mostraram que a concentracdo de 3Hbtda pelo método alaranjado
de xilenol (5,7 0,1 mM) foi 1,7 vezes inferior & concentracdo adgpor iodometria (1& 0,8
mM). Devido a grande complexidade do método iodamebptamos por quantificar 5-HPMU
pelo método alaranjado de xilenol e multiplicaoacentracao de 5-HPMU pelo valor numérico

1,7. Todos os experimentos foram feitos em tripdica



4.7 Andlise da pureza de hidroperéxido de cumeno

O método de iodometria utiliza como padréo dive@®xidos, tais como 4, terc-
butilhidroperoxido -BuOOH) ou CuOOH. Entre os peroxidos citados, CuOiBiHescolhido
como padrdo, pois € um peroxido organico e naoupés®, como contaminante. A analise da
pureza de CuOOH foi feita por RMN del, utilizando ACN como padrdo interno. Apés a
aquisicao do espectro, calculamos a pureza da&whlig CuUOOH considerando a integracéo da
area dos protons de CuOOH (6 prétons) em relagideados protons de ACN (3 protons). Os
experimentos foram realizados em triplicata, obdesel um valor de pureza de CuOOH igual a

88 %.

4.8 Medidas de emissao de luz de oxigénio moleculasinglete gerado na reacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e fons Cé"

Com o objetivo de verificar se 5-HPMU poderia sera fonte de @(1Ag) na presenca de
ions C&", monitoramos a emiss&o de luz monomolecular ridgetp IR-proximo X =1270 nm)
(Figuras 4.8-4.10) e bimolecular de (A, na regido do visivel\(= 634 e 703 nm) (Figuras
4.12 e 4.13). A emisséo de luz monomolecular dteega do decaimento de uma molécula de O
(1Ag) para o estado fundamental (equacaB8wne e Ogryzlo, 1964). J& o decaimento de duas
moléculas de @(1Ag) para o estado fundamental resulta na emisséozdarholecular (equacgao

9) (Khan e Kasha, 1963).



4.8.1 Medidas de emisséo de luz de oxigénio molexusinglete na regido do infravermelho
proximo

A injecdo de uma solucdo 5 mM de*Cem uma cubeta contendo 1,8 mM de 5-HPMU
em DO produziu uma emissao de luz com alta intensidadegido do IR-préximo (Figura 4.8,
traco a). Com o objetivo de confirmar se a luz iglaitera proveniente do decaimento
monomolecular de £(*Ay), 0 experimento foi repetido na presenca da nasiu®:H,0 (35:65,
v/v) ou NaN. A adicdo de Napl(Figura 4.8, tracos b e c¢), um conhecido supre$siop de Q
(1Ag), ocasionou a diminuicdo da luz produzida na reatg5-HPMU e CE. A substituicdo de
D,0 pela mistura BD:H,O (35:65, v/v) (Figura 4.8, traco d) também produsna significante
diminuicdo na intensidade da luz emitida, devidaremor valor de meia-vida de, (()1Ag) em

solventes nao deuterados.
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Figura 4.8 Emissdo de luz monomolecular de () produzida na reagdo de 5-HPMU e*Cda)

Reacdo de 1,8 mM de 5-HPMU e 5 mM dé’'Cfb) reacéo feita na presenca de 1 mM de JNé&iy 10

mM de NaN; (d) da mistura BD: H,O (35:65, V/v).



A emissao de luz monomolecular de (é)lg) também foi monitorada na reacdo de ions
Ce* e 5-HMU (Figura 4.9, traco a), timina (Figura 41@co b), uracila (Figura 4.9, traco c) ou
H.,O, (Figura 4.9, traco d). Os resultados mostraram riiee ha formacao dequAg) nestas
reacdes, confirmando que a luz emitida é produzidiusivamente na reacdo de 5-HPMU &Ce

(Figura 4.8, traco a).
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Figura 4.9 Emiss&o de luz monomolecular de @) produzida na reagéo de 2 mM de'Ge2 mM de

5-HMU (a), timina (b), uracila (c) e, (d).

Com o objetivo de verificar a relagéo entre anstgade da luz emitida e a quantidade de
0, (*Ag) produzido com o aumento da concentragio dé & feita a reagéo de 5-HPMU e Ce
em diferentes concentracdes (0,1-10 mM) (Figur@)4A reacéo de 5-HPMU (1,8 mM) e Ce
(0,1-10 mM) produziu uma emissdo de luz monomo&cule Q (1Ag) dependente da
concentracéo de jons TdFigura 4.10). A intensidade méaxima de luz foiidétapos injecdo de

uma solucdo 10 mM de &e A concentracéo de quAg) foi estimada pela integracédo da luz



emitida em 1270 nm durante a decomposicao térna@ndoperoxido DHPN£uma conhecida
fonte geradora de quAg) (Figura A-5, Anexos). Comparando-se com o pad&NO,, a

reacdo de 5-HPMU e &egerou 156+ 3 pM de Q (1Ag), gue corresponde a um rendimento de

17,7+ 0,4 %.
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Figura 4.10 Emissdo de luz monomolecular de, @A, dependente da concentragdo de*Ce
Monitoramento da luz gerada na reacdo de 5-HPM&IriM) e cé (concentragéao final: 0,1; 0,5; 1, 2, 5
e 10 mM).Inset Concentragdo de Ay (mM) estimada pela integragdo da luz emitida éerehtes

concentracdes de e comparando-se com o padrdo DHBN®igura A-5, Anexos). Os resultados

representam a média aritmética e o desvio padré@slexperimentos.

A formacéao de @(1Ag), na reacdo de 5-HPMU e Tgefoi inequivocamente confirmada
através da aquisicdo do espectro de emissdo (f&dpPna regido do IR-préximo (Figura 4.11A).

Com o objetivo de comparacgéo, os espectros de @&mds Q (1Ag) produzidos na reacdo de



H.0, e HOCI (Figura 4.11C) e na decomposicao térmicaldENG, (Figura 4.11D), conhecidas
fontes de @(1Ag), também foram adquiridos. Tanto 0 espectro dessini de @(1Ag) gerado na

reacdo de 5-HPMU e ¢e(Figura 4.11A), quanto os espectros produzidosspebnhecidas
fontes de @(1Ag) (Figuras 4.11C e 4.11D), possuem absor¢cao marimal270 nm, que é

caracteristico do decaimento monomolecular Qé@).
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Figura 4.11 Espectros de emissdo dg @) na regifo do IRpréxima Espectro gerado na injecdo de
uma solucdo de Ce(concentracéo final: 2 mM) em uma solucdo de 5-MPdoncentracéo final: 3,5
mM) (A). Espectro gerado na inje¢do de uma soli:&@M de HOCI em uma solucdo 3,5 mM de 5-
HPMU (B) e 2 mM de KD, (C). Espectro gerado durante a decomposicdo térmé DHPNQ

(concentracéo final: 4 mM) (D). Todos os experirosribram feitos em fO.



4.8.2 Medidas de emisséao de luz de oxigénio moleausinglete na regidao do visivel

O monitoramento da emissdo de luz bimolecular Qé@), produzida na reagédo de 5-
HPMU e Cé&', foi feito utilizando uma fotomultiplicadora sewsi & regido do visivel e um filtro
de corte que deixa passar apenas luz com compomenbnda superior a 570 nm. A reacéo de
5-HPMU e C&" produziu emissao de luz bimolecular na regigoidivel (Figura 4.12, traco a),
confirmando a formacéao deszg) nesta reacdo. No entanto, na presenca de 1 mNabg
(Figura 4.12, traco b), 10 mM de NalfFigura 4.12, traco c) e da mistura® H,O (35:65, v/v)
(Figura 4.12, traco d) ocorreu a supressao darutida, reforcando a formacao de Cng) na

reacdo de 5-HPMU e ¢e
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Figura 4.12 Emisséo de luz bimolecular de QAy) produzida na reacdo de 5-HPMU €'Céa) Reagéo
de 1,8 mM de 5-HPMU e 5 mM de €e(b) reacao feita na presenca de 1 mM de JN&Y 10 mM de

NaNs; (d) da mistura BD: H,O (35:65, V/v).

Como foi observado no monitoramento da emissaadenbnomolecular de quAg) na

reacdo dos controles (5-HMU, timina, uracila oiDb) e C&" (Figura 4.9), também n&o ocorreu



emissdo de luz bimolecular na reacédo dé&" @e5-HMU (Figura 4.13, traco a), timina (Figura
4.13, traco b), uracila (Figura 4.13, traco c) oxOH(Figura 4.13, traco d). Portanto, este
resultado reforca novamente que p(%Ag) é produzido exclusivamente na presenca do payoxid

5-HPMU e jons CE.
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Figura 4.13Emiss&o de luz bimolecular de (A,) produzida na reagéo de 2 mM de'Ge2 mM de 5-

HMU (a), timina (b), uracila (c) e 4@, (d).

4.9 Medidas de emissdo de luz de oxigénio moleculsinglete gerado na reacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e compostos presentes emsistemas bioldgicos

Como foi mostrado na reacdo de 5-HPMU é*Ca geracéo de 2C(1Ag) também foi
estudada na reacdo de 5-HPMU e compostos presentsistemas bioldgicos, como HOCI?Fe
e CH*. A geracéo de £'Ay) foi monitorada através da emiss&o de luz monartae na regido

do IR-proximo A = 1270 nm) e bimolecular na regido do visive¥(634 e 703 nm).



4.9.1 Medidas de emissdo de luz de oxigénio moleukinglete gerado na reacdo de 5-

(hidroperoximetil)uracila e acido hipocloroso

49.1.1 Medidas de emissdo de luz de oxigénio malec singlete na regido do

infravermelho proximo

A formacéo de @(1Ag) na reacdo de 5-HPMU e HOCI foi caracterizada mpero do

monitoramento da emissdo de luz monomolecular g&oedo IR-préximo X = 1270 nm)

(Figura 4.14). A figura abaixo mostra a emissadudede Q (1Ag) produzido na reacao de 5-

HPMU e HOCI (Figura 4.14, traco a) e a supressadudaemitida quando esta presente o

supressor fisico dez(DlAg), NaNs, (Figura 4.14, tracos b e ¢) ou a mistug®bDH,O (35:65, v/v)

(Figura 4.14, traco d).
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Figura 4.14 Emiss&o de luz monomolecular deg ) produzida na reagdo de 5-HPMU e HOCI. (a)

Reacéo de 1,8 mM de 5-HPMU e 5 mM de HOCI; (b)c@iedeita na presenca de 1 mM de Mai) 10

mM de NaN; (d) da mistura BD: H,O (35:65, V/v).



A emissao de luz monomolecular de C‘Ag) também foi monitorada nas reacdes de
HOCI e 5-HMU (Figura 4.15, traco a), timina (Fig4rd5, traco b), uracila (Figura 4.15, traco c)
ou HO, (Figura 4.15, traco d). Dentre as reacOes, sonemeacao de HOCI e.B, (Figura
4.15, traco d) produziu quAg). A reacdo de HOCI e J@, é uma conhecida fonte de éAg) e
gera quantidades estequiométricas desta espédieareportanto o monitoramento de uma
intensa emisséo de luz era esperado. Como fazadi 5-HPMU purificado, a emissao de luz
monomolecular de gxlAg) na reacao de 5-HPMU e HOCI é resultante excluosivdae da reacao

entre o peroxido e HOCI, e ndo da reacédo de congartas (HO,) e HOCI.
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Figura 4.15Emiss&o de luz monomolecular dg @) produzida na reagéo de 2 mM de HOCl e 2 mM

de 5-HMU (@), timina (b), uracila (c) e@&, (d).

Analisamos também o efeito do aumento da concédrae HOCI (0,1-10 mM) na

emiss&o de luz monomolecular dg(€@,) na regio do IR-préxima\(= 1270 nm) (Figura 4.16).



Igualmente como na reacdo de 5-HPMU é*QFBigura 4.10), o aumento da concentracéo de
HOCI produziu um aumento de intensidade da luzidanifFigura 4.16) e atingiu um patamar
acima de 1 mM de HOCI. A concentragdo maxima @Ielm_,) foi obtida durante a injecédo de 10
mM de HOCI, que corresponde a 15% uM e um rendimento de quAg) de 18,1+ 0,5 %. O
rendimento de @(1Ag) obtido na reacdo de 5-HPMU e HOCI (1&10,5 %) é proximo ao
rendimento obtido na reacdo de 5-HPMU &'G#7,7+ 0,4 %).

Para confirmar que emisséo de luz era proveniemtdedaimento monomolecular de O
(1Ag), produzido na reacdo de 5-HPMU e HOCI, foi addaium espectro de emissédo de, O
(1Ag) na regido do IR-proximo (Figura 4.11B). Novameptgtivemos um espectro de emisséo de
O, (1Ag) similar aos espectros de emissdo obtidos nadesate 5-HPMU e Cé(Figura 4.11A),

de HO; e HOCI (Figura 4.11C) e na decomposicao térmicarttoperoxido DHPNO(Figura

4.11D).
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Figura 4.16 Emissdo de luz monomolecular de; @A, dependente da concentragdo de HOCI.

Monitoramento da luz gerada na reacéo de 5-HPM&r(iM) e HOCI (concentracao final: 0,1; 0,5; 1, 2,



5 e 10 mM).Inset Concentragéo de Q'A,) (MM) estimada pela integragdo da luz emitida éerehtes
concentracbes de HOCI, comparando-se com o padrRND, (Figura A-5, Anexos). Os resultados

representam a média aritmética e o desvio padr&@slexperimentos.

4.9.1.2 Medidas de emisséao de luz de oxigénio moilar singlete na regido do visivel
Evidéncias adicionais da geracdo dg (@) na reacdo de 5-HPMU e HOCI foram
obtidas por meio do monitoramento da emisséo dbitaalecular na regido do visivel € 634 e
703 nm) (Figura 4.17). A formacéo de éAg) na reacao de 5-HPMU e HOCI ficou evidente
através da intensa luz produzida (Figura 4.17pteg¢ A diminuicdo da intensidade da luz na
presenca de 1 mM de NaKFigura 4.17, traco b), 10 mM de NalFigura 4.17, traco c) ou da
mistura DO: H,O (35:65, v/v) (Figura 4.17, traco d) confirmoueragao de @(1Ag) na reacao

de 5-HPMU e HOCI.
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Figura 4.17 Emiss&o de luz bimolecular de (A, produzida na reagdo de 5-HPMU e HOCI. (a) Reag&o
de 1,8 mM de 5-HPMU e 5 mM de HOCI; (b) reac@cef@id presenca de 1 mM de Nalt) 10 mM de

NaNs; (d) da mistura BD: H,O (35:65, v/v).



Similar ao resultado obtido na reacédo de HOCHMJ, timina, uracila ou KO, (Figura
4.15), observamos também a emissdo de luz bimalesoimente na reacdo de HOCI gOH
(Figura 4.18, traco d).
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Figura 4.18 Emissé&o de luz bimolecular de () produzido na reagéo de 2 mM de HOCI e 2 mM de 5-

HMU (a), timina (b), uracila (c) e 4.

4.9.2 Medidas de emissdo de luz de oxigénio moleukinglete gerado na reacao de 5-

(hidroperoximetil)uracila e fons F&* ou Cl#*

O monitoramento da emissao de luz monomolecul@zdéAg) na regido do IR-préximo
(A = 1270 nm) também foi feito nas reacdes de 5-HRM&E* ou Cd* (Figura 4.19 e 4.20). Em
ambas, foi utilizado primeiramente® como solvente e posteriormente, AGN-Nas reacdes
feitas em DO, n&o foi possivel observar emissdo de luz monerntdr de @ (*A) (dados n&o

mostrados). Utilizando ACNs, foi possivel detectarquAg) produzido na reagédo de 5-HPMU e



Fe?* (Figura 4.19), mas nao foi possivel detectar,asespndicées, ;qlAg) produzido na reacao
de 5-HPMU e Ctf (Figura 4.20).

Como foi mostrado na reacéo de 5-HPMU &'@e HOCI, a injecdo de 20 mM (Figura
4.19, traco a) e 10 mM de £d4.19, traco b) levou a um aumento da intensididieiz emitida.
Na figura abaixo, podemos observar que a intensidademisséo de luz monomolecular de O
(&) aumenta com o aumento da concentragdo de iGfisNre reagéo de 5-HPMU e ¥e20
mM (Figura 4.19, traco a) e 10 mM (Figura 4.19¢drd) a intensidade da luz emitida é,
respectivamente, seis e trés vezes superior ssidtate da linha de base do equipamento (Figura
4.19, traco c). Entretanto, na reacdo de 5-HPMW® 20 mM (Figura 4.20, traco a) e 10 mM
(Figura 4.20, traco b) ndo foi possivel detect@u(J@g) nestas condi¢cdes, possivelmente devido

ao limite de deteccdo do equipamento.

5-HPMU+Fe?** 20 mM(a)
| “”‘r’d\‘r" u 1| ‘7‘[ ’C&‘L‘L ULH[ “1 ‘Jlll dak‘t
5 HPMU+Fe2* 10 mM(b)
AP A
I|nha de b sem
M ww MAN WW/ A i WMW i

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (S)

Emiss&o de luz em 1270 nm (10° x counts)

Figura 4.19 Emiss&o de luz monomolecular dg @\, produzida na reagdo de 5-HPMU €'Féa)
Reacdo de 5-HPMU (10 mM) e 20 mM deF¢b) reacdo de 5-HPMU (10 mM) e 10 mM d€'Féc)

aquisicdo da linha de base do equipamento.
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Figura 4.20 Emissdo de luz monomolecular dg @\, produzido na reagéo de 5-HPMU e?Cya)

Reac&o de 5-HPMU (10 mM) e 20 mM de’Cyb) reacdo de 5-HPMU (10 mM) e 10 mM de*Cic)

aquisicdo da linha de base do equipamento.

4.10 Calculo do rendimento de oxigénio molecularrsjlete

O calculo do rendimento de2©1Ag) produzido nas reacdes de 5-HPMU é'@ai HOCI
foi realizado baseando-se nas medidas de emisdéa denomolecular de 'Ay) na regido do
IR-préximo @ = 1270 nm) (Figura A-5, Anexos). Utilizamos comadio o endoperéxido
DHPNGO,, que gera © (1Ag) com rendimento de 59 % (Pierloet al, 2000). A
termodecomposicdo de DHPM@oncentracao final: 21 mM, en,0) a 37°C foi monitorada
durante 4000 s. No inicio da termodecomposicéo BN, observamos uma intensa emissao
de luz e ap6s 500 s uma diminuicdo lenta da irdadsi da luz emitida (Figura A-5, Anexos). A

area sob a curva de emissédo de luz monomolecul& cﬂ]e!xg) foi integrada e comparada com



curva de emissdo integrada das reacdes de 5-HPRIEf*eou HOCI (Figuras 4.10 e 4.16). O
rendimento foi calculado considerando o mecanismdrdssell, no qual sdo necesséarias duas

moléculas de 5-HPMU para gerar uma molécula;plé@).

411 Sintese e deteccdo por HPLC/MS/MS do endopeids de 9,10-
divinilsulfonatoantraceno

A sintese do endoperéxido AVa@i realizada através da fotossensibilizacdo de&SAV
na presenca de azul de metileno (0,1 M em etanoBnte 2,5 h (150 min). Na reacdo de
fotossensibilizacdo, a molécula de (dAg) produzida foi captada por AVS, gerando o

endoperdéxido correspondente (AVS(Esquema 1, equacao 14).

(equacao 14)

AVS AVSO,

Esquema 1Captac&o quimica de,@A,).

Durante a fotossensibilizacéo, aliquotas foramagtis em diferentes tempos (0, 45, 90 e
150 min) e analisadas por HPLC/MS/MS. Ap0s 45 derfotossensensibilizacdo, a analise por
HPLC/MS/MS indicou o aparecimento de um novo pieopdoduto com tempo de retencéo de
21,38 min, além do pico de AVS em 29,65 min (FigttalA). A identidade do endoperoxido
AVSO; foi confirmada por meio da deteccdo do ion eom210 ([AVSQ)?) (Figura 4.21C) e

do ion fragmento corm/z 194 (Figura 4.21D), referente a perda de uma ratdéde oxigénio



durante a fragmentacdo de AVS@Aa camara de colisdo do espectrometro de masgeoddto
de partida AVS pdde ser diferenciado facilmenteeddoperdoxido AVSQ pois elui da coluna
cromatogréafica com tempo de retencéo diferenté6f28iin) de AVSQ (21,38 min). Além disto,
0 espectro de massa de AVS (Figura 4.21B) conté&tugxamente o ion comm/z 194, que

corresponde ao ion negativo da molécula de AVS
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Figura 4.21 Deteccdo do endoperédxido AVgPor HPLC/MS/MS. Cromatograma de UV em 215 nm
apos 45 min de fotossensibilizagdo (A), espectrmdssa de AVS obtido em 29,65 min (B), espectro de

massa de AVS@obtido em 21,38 min (C) e espectro massa dosfiagsientos den/z210 (D).



A deteccdo do ion fragmento de AVS€om m/z 194 (Figura 4.21D), possibilitou a
deteccdo do endoperéxido através do método de MRdlira 4.22), no qual o ion precursor
(m/z 210) foi selecionado no Q1, fragmentado no Q2 mro fragmento comm/z 194 foi
detectado no Q3. O método de deteccédo por MRM Ipibksi a deteccdo de AVSQatravés do

monitoramento da fragmentacéo ou transicado de nimssadoperoxidonf/z210- 194).

21.49 : MRM
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Figura 4.22 Detecc¢éo de AVSgpor HPLC/MS/MS no modo MRM.

4.12 Captacdo quimica de oxigénio molecular singket gerado na reacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila, &cido hipocloroso, Fé" ou Cu/**

Concomitante ao monitoramento da emissao de luzomolecular ¥ = 1270 nm) e
bimolecular § = 634 e 703 nm) de 20(1Ag), a captacdo quimica acoplada a andlise por
HPLC/MS/MS representa um método especifico e sehgiara a deteccdo de, @Ay). O
endoperéxido AVS@formado na reacdo de AVS ¢ CAg), produzido na reacdo de 5-HPMU e
HOCI, Fé* ou C(*, foi detectado por HPLC/MS/MS no modo MRM. A detexgie AVSQ
demonstrou a geracao de C)Ag) nas reacOes de 8,8 mM de 5-HPMU e 5 mM de HOQU(R
4.23), 1m M de Fé (Figura 4.24) ou 1 mM de €U(Figura 4.25).

Apés analise da emissdo de luz monomolecular ﬁeél@) na reacdo de 5-HPMU e

crescentes concentragdes de HOCI (Figura 4.16)%ldomos que acima de 1 mM de HOCI o



rendimento de @(1Ag) atinge um valor maximo e constante. Entdo, dewdi utilizar a
concentracdo de 5 mM de HOCI como uma concentradgal para obtermos o rendimento
maximo de Q(lAg) nestas condicdes. Experimentos utilizando conaedt¢s mais altas de HOCI
(> 5 mM) também foram feitos para avaliar o efeilcoHOCI na decomposicédo de AVS@isto
gue o HOCI é considerado um forte agente oxidadftgi(a 4.26).

A reacédo de 5-HPMU e HOCI gera @Ag), gue foi eficientemente captado pelo AVS,
como pode ser visto pela presenca do pico de pyoctunh tempo de retencdo de 21,41 min
(Figura 4.23D). Este pico de produto (21,41 min) ittentificado como AVSQ@ e possui 0
mesmo tempo de retencdo e padrdao de fragmentac@ndiiperoxido AVSE gerado por
fotossensibilizacdo (Figuras 4.21 e 4.22). Difererdnte da reacdo AVS/5-HPMU/HOCI, os
cromatogramas de MRM dos controles AVS (Figura A)2AVS/5-HPMU (Figura 4.23B) e
AVS/HOCI (Figura 4.23C) mostraram que nao ocor@unbgcao de @(1Ag), confirmando que

esta espécie reativa € produzida somente na rdacgdiPMU e HOCI.
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Figura 4.23 Deteccéo de AVSgpor HPLC/MS/MS no modo MRM. Cromatograma de MRMAJES (8
mM) (A), AVS e 5-HPMU (8,8 mM) (B), AVS e HOCI (5 k) (C), AVS com 5-HPMU (8,8 mM) e

HOCI (5 mM) (D). Reacgédo de AVS, 5-HPMU e HOCI foantida protegida da luz por 1 h a°&%

Apés a captacao quimica de éAg) gerado na reacao de AVS, 5-HPMU e HOCI e
deteccdo por HPLC/MS/MS do endoperoxido ASBigura 4.23), decidimos estudar se esta
espécie reativa poderia ser gerada na reacéo de AMEMU e ifons Fé ou Cif*. Da mesma
forma como na reagédo de 5-HPMU e HOCI (Figura 4.@3gacéo de 8,8 mM de 5-HPMU e 1
mM de Fé* (Figura 4.24) ou Cii (Figura 4.25) também produziw, @A,). A formagédo de @
(') foi confirmada através da deteccdo do endopepdXMSO, por MRM (m/z210-.194). Os
cromatogramas de MRM(z 210-.194) das reacées com?F¢Figura 4.24D) ou Cii (Figura
4.25D) possuem o mesmo pico em 21 min, que foirianteente observado na geracao de
AVSO, por fotossensibilizacédo (Figuras 4.21 e 4.22) eeagao de AVS/5-HPMU/HOCI (Figura

4.23). Como era esperado, nos controles AVS (Fsgdr24A e 4.25A), AVS/5-HPMU (Figuras



4.24B e 4.25B), AVS/Fé (Figuras 4.24C) e AVS/CGll (Figura 4.25C) ndo foi detectado a
presenca do endoperoxido AVS@Experimentos de captagdo quimica e detecgéozc(éAg)
foram feitos utilizando concentracdes superiordsmaM de F&" ou Cif*. No entanto, néo foi
possivel detectar ;C(lAg) nestas condicdes, pois ocorreu a precipitacamaptador AVS, devido
ao excesso de ions metalicos.

Fe2+
100, A AVS MRM
m/z 210 —+> 194

MRM
1007 B AVS/5-HPMU m/z 210 —> 194

C AVS/Fe* MRM
100+ m/z 210 — 194

Abundancia relativa (%)

AVS/5-HPMU/Fe* 21, MRM
1007 D 86 m/z 210 —+* 194

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Tempo (min)
Figura 4.24 Deteccdo de AVSE£por HPLC/MS/MS no modo MRM. Cromatograma de MRMAJES (8
mM) (A), AVS e 5-HPMU (8,8 mM) (B), AVS e E&(1 mM) (C), AVS com 5-HPMU (8,8 mM) e Fe(1

mM) (D). Reacéo de AVS, 5-HPMU e ¥doi mantida protegida da luz por 24 h a°8%
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Figura 4.25Deteccdo de AVSEOpor HPLC/MS/MS no modo MRM. Cromatograma de MRMAJES (8
mM) (A), AVS e 5-HPMU (8,8 mM) (B), AVS e Cii(1 mM) (C), AVS com 5-HPMU (8,8 mM) e €u

(1 mM) (D). Reac&o de AVS, 5-HPMU e €ifioi mantida protegida da luz por 24 h a°87

4.13 Efeito da concentragcdo de acido hipocloroso ngeracdo e decomposicdo do
endoperoéxido de 9,10-divinilsulfonatoantraceno: Deicgdo por HPLC/MS/MS

Apés detectarmos por HPLC/MS/MS o endoperoxido AYdduzido na reacéo de 5-
HPMU (8,8 mM), HOCI (5 mM) e AVS (8 mM) (Figura 8, decidimos avaliar o efeito da
concentracao de HOCI na geracao e decomposicAoV@&OAA reacao de AVS, 5-HPMU e
HOCI (5-50 mM) foi mantida por 1 h a 3T protegida da luz (Figura 4.26). Foram testadas
crescentes concentracdes de HOCI a partir de 5 M0, 25 e 50 mM), pois os resultados de

emissao de luz monomolecular de CAg) produzida na reacdo de 5-HPMU e HOCI (Figura



4.16) indicaram que acima de 1 mM de HOCI a quadgdmaxima de ;D(lAg) gerado
permanece constante. A andlise do efeito da caagéat de HOCI na geracdo e decomposicao
de AVSQ foi realizada através da deteccédo do endoper@addiPLC/MS/MS no modo MRM
(Figura 4.26). O resultado da geracdo de AY8M diferentes concentractes de HOCI (Figura
4.26) mostrou que o aumento da concentracdo de H®@sglllta em uma diminuicdo da
guantidade de endoperodxido. A diminuicdo no rendimele AVSQ pode estar relacionada a
decomposicao do endoperdéxido, devido a reacdo d&l @n os carbonos insaturados C9 e C10
da molécula de AVSO(Esquema 1, equacdo 14). A reacdo de HOCI e AV[8We gerar
compostos oxidados, que teriamiz superior a 210 e consequentemente ndo seriamtatkiec

por HPLC/MS/MS, pois teriam uma transicdo de mad#fsaente den/z210 - 194.

Area MRM m/z 210 — 194 (x 10° U.A)

5 15 25 35 45 55
HOCI (mM)

Figura 4.26 Efeito da concentragéo de HOCI geragéo de ©('A) e AVSQ,. O produto da reagdo de
AVS (8 mM), 5-HPMU (8,8 mM) e HOCI (5-50 mM) foi alisado por HPLC/MS/MS no modo MRM.
Reacéo de AVS, 5-HPMU e HOCI foi mantida por 1374C e protegida da luz. Os dados representam a

média aritmética de duas repeticdes.



414 Efeito do tempo de incubacdo na geracdo do eamebroxido de 9,10-
divinilsulfonatoantraceno: Detec¢ao por HPLC/MS/MS

Apoés observarmos que ocorreu uma diminuicdo ndimanto de AVSQ utilizando
concentracdes superiores a 5 mM de HOCI (Figur@) A4decidimos estudar o efeito do tempo de
incubacao (0; 0,5; 1; 2; 4 e 24 h) na formacao mioperoxido, gerado na reacdo de AVS, 5-
HPMU e HOCI (Figura 4.27). Os resultados de HPLOMIS mostraram que em 1 h pode-se
obter rendimento maximo de AVS@ que a partir de 1 h h4 pequenas variagbes dmrento
(Figura 4.27). A variagcdo no rendimento de A\tSfrincipalmente em 4 h, deve-se a possiveis
erros experimentais de manipulacdo. Como n&do hoamsideravel variagdo no rendimento de
AVSO, durante os diferentes tempos de incubacéo, conotuque o rendimento maximo de
endoperéxido € obtido em 1 h de reacdo (Figura)4A&Em disto, podemos inferir que o
endoperéxido AVS@nado decompde facilmente quando submetido a prattogyperiodos de
aguecimento e excesso de HOCI. A estabilidade d8@\Mambém foi analisada através do
experimento em que se incubou AVS@erado por fotossensibilizagdo de AVS, com 5 meM d

HOCI durante 24 h (Figura 4.28).
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Figura 4.27 Efeito do tempo de incubag&o na captagéo quimi@, ¢&,). O produto da reacdo de AVS
(8 mM), 5-HPMU (8,8 mM) e HOCI (5 mM) foi analisaggor HPLC/MS/MS no modo MRM. Reacéo de
AVS, 5-HPMU e HOCI foi mantida por 24 h a 3C e protegida da luz. Os dados representam a média

aritmética de duas repetices.

4.15 Efeito do tempo de exposi¢éo a acido hipoclamna decomposi¢cédo do endoperéxido de
9,10-divinilsulfonatoantraceno

O efeito do tempo de exposicéo (0,5; 1; 2; 4 &,28 37°C) a HOCI na decomposicao de
AVSO, foi analisado através da deteccdo do endoper@addiPLC/MS/MS no modo MRM
(Figura 4.28). O objetivo do experimento era veaifise durante um longo periodo de incubacéo,
na presenca HOCI (5 mM) e aguecimento (BY, o endoperoxido AVSE£poderia decompor. O
resultado mostrou que nos sucessivos tempos diedg&a a area obtida da transicdo de massa de
AVSO, (m/z 210> 194) se mantém constante (Figura 4.28). Portanémdoperoxido AVS@é
estavel a longos periodos de incubacédo na presné&amM de HOCI e aquecimento. Nao
testamos a estabilidade de AVSa presenca de concentracdes superiores a 5 mOGz,

pois Nosso interesse era avaliar a estabilidadendoperoxido nas condi¢cdes experimentais em



gue obtivemos um rendimento maximo de geracéo ﬁé@) e de AVSQ na reacdo de 5-

HPMU e HOCI (Figuras 4.16 e 4.26).
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Figura 4.28 Efeito do tempo de exposicdo a HOCI na decomposiedsVSQ. O endoperédxido AVSO
foi analisado por HPLC/MS/MS no modo MRM. O endap@éio AVSQO, foi incubado com 5 mM de

HOCI durante 24 h a 3T. Os dados representam a média aritmética derdpescoes.

416 Analise por HPLC/MS dos produtos formados na eacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e fons Cé"
O monitoramento da emissao de luz monomoleculguf&s 4.8 e 4.10) e bimolecular de
O, (1Ag) (Figura 4.12) produzido na reacdo de 5-HPMU & Qerneceu fortes evidéncias da
geracao desta espécie reativa através do mecanismRussell. Neste mecanismo, a reacao
entre dois radicais peroxila de 5-HPMU pode formmar intermediario tetradxido linear, que
pode decompor através de um mecanismo ciclico a (jgr(lAg), um alcool (5-HMU) e um
aldeido (5-FoU) (Figura 5.2). A deteccao por HRUS/(Figura 4.29) dos produtos 5-HMU e

5-FoU, produzidos na reacdo de 5-HPMU é&*Ceeforcou a hipétese de geracao dge(J(Z!g)



via mecanismo de Russell (Figura 5.2). Nos cromatogsade UV em 260 nm (Figura 4.29)
da reacéo de 1 mM de 5-HPMU e 0,5 mM (B), 1 mM @&mM (D) e 5 mM de C& (E)
observou-se que o aumento da concentracdo tep@eluziu uma diminuicdo da intensidade
do pico de 5-HPMU em 10 min e o aumento da intemgdos picos de 5-HMU (9 min) e 5-
FoU (11 min). O decréscimo da intensidade do pieo5eHPMU indicou o consumo do
peréxido na reacdo com ions*Ce consequentemente a crescente formac&o dos sdshut

HMU e 5-FoU, o que ficou evidente pelo aumentordansidade dos picos em 8,96 e 11,44

min.
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Figura 4.29 Anélise por HPLC/M$la reacdo 5-HPMU e ions €eCromatograma de UV em 260 nm da
solucédo de 1 mM de 5-HPMU (A), da reacédo de 1 mNg-##°MU e 0,5 mM (B), 1 mM (C), 2 mM (D) e

5 mM de Cé&" (E). A reacéo de 5-HPMU e Edoi mantida sob agitacéo a 3Z durante 10 min.



A anélise dos espectros de massa da reacdo dMEHHREE" permitiu a identificacéo de

5-HPMU reman escente e dos produtos 5-HMU e 5-Fogu(a 4.30). Os espectros de massa de

5-HPMU (Figura 4.30A), 5-HMU (Figura 4.30B) e 5-Fo(Figura 4.30C) possuem o0S

respectivos ions molecular ((M+H]e ions-aduto ([M+Nd&) de cada composto. Foi possivel

também identificar os ions fragmento comiz 125 relativos a perda do grupo peroxido de 5-

HPMU (Figura 4.30A) e a perda de agua de 5-HMUyF&gt.30B).

A 159
100 " [5-HPMUHT
[(5-HPMU-H,0,)+H] [5-HPMU+NaJ
125 181
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100, C 1 " [5-FoUrH]
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Figura 4.30 Andlise por HPLC/MSlos produtos formados na reacdo de 1 mM de 5-HPMUNM de

Ce". (A) Espectro de massa de 5-HPMU que elui em 1M1 (B) Espectro de massa do pico de 5-

HMU que elui em 8,94 min. (C) Espectro de massaido de 5-FoU que elui em 11,43 min. A reagéo

entre 5-HPMU e C% foi mantida sob agitacdo a 3Z durante 10 min.



A deteccéo por HPLC/MS de 5-HPMU, 5-HMU e 5-FoUgifas 4.29 e 4.30) auxiliou
na identificacdo dos compostos. No entanto, a covagéo da identidade quimica de 5-HPMU,
5-HMU e 5-FoU foi feita através da analise de HRMIS/MS (Figura 4.31). Nesta analise, é
selecionado no Q1 o ion molecular de cada comggostl59 para 5-HPMU, Figura 4.314A)/z
143 para 5-HMU, Figura 4.31B m/z 141 para 5-FoU, Figura 4.31C). Posteriormentegro i
molecular é fragmentado no Q2 e os ions fragmesradgs sdo detectados no Q3. Observamos a
formacdo de ions fragmento caracteristicos de meroo-HPMU) e alcool (5-HMU). O ion
fragmento comm/z 125 representa a perda de um grupo peroxido (84)no espectro de 5-
HPMU (Figura 4.31A) e a perda de uma molécula deagd8 u.m.a) no espectro de 5-HMU
(Figura 4.31B). A fragmentacdo da molécula de 5-Betbu os ions fragmento camz98 e 70
(Figura 4.31C). A identificacdo dos fragmentos ddaccomposto possibilitou a confirmacao da
identidade quimica de 5-HPMU, 5-HMU e 5-FoU. A d@®ldetalhada do mecanismo de

fragmentacdo dos compostos sera discutida postene (Figura 5.4).
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Figura 4.31 Analise por HPLC/MS/MS dos produtos formados reg@ée de 1 mM de 5-HPMU e 1 mM
de Cé&". (A) Espectro de massa dos ions fragmento de 54BN elui em 10,61 min. (B) Espectro de
massa dos ions fragmento de 5-HMU que elui emj84(C) Espectro de massa dos ions fragmento de

5-FoU que elui em 11,43 min. A reago entre 5-HP&O€" foi mantida sob agitagdo a 3C durante

10 min.

417 Analise por HPLC/MS dos produtos formados na eacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e compostos presentes emsistemas bioldgicos
4.17.1 Analise por HPLC/MS dos produtos formados na reacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e acido hipocloroso

A geracdo de Q(lAg) na reacdo de 5-HPMU e HOCI foi confirmada atradés

monitoramento da emissao de luz monomolecular (&gg4.14 e 4.16), bimolecular (Figura



4.17) e também da deteccdo do endoperdxido AMEiQura 4.23). Concomitante a deteccéo de
O, (1Ag), detectamos por HPLC/MS (Figuras 4.32 e 4.33proslutos de decomposicdo de 5-
HPMU na presenca de HOCI, o alcool 5-HMU e o aldé&d=oU. A andlise por HPLC/MS dos
produtos formados na reacdo de 5-HPMU e HOCI (Bgdr32 e 4.33) foi semelhante a analise
dos produtos formados na reacdo de 5-HPMU* Eéguras 4.29 e 4.30). Os produtos formados
tanto na presenca de Cequanto na presenca de HOCI, foram 5-HMU e 5-FoUWnecanismo
de geragédo de 20(1Ag) na reacdo de 5-HPMU e HOCI provavelmente ocotravés da
transferéncia de um atomo de cloro de HOCI pareemxido, levando a formacdo de um
intermediario clorado instavel. O intermediarioraldo pode decompor e geras CAg), 5-HMU
e 5-FoU.

Nos cromatogramas de UV (Figura 4.32) da reacds-déMU (1 mM) e HOCI (0,5-5
mM) fica evidente que o aumento da concentracddQI€l produziu um aumento do rendimento
de 5-HMU (9 min) e 5-FoU (11 min). Na reacédo de Y mee 5-HPMU e 0,5 mM de HOCI
(Figura 4.32B) pode-se perceber a formacao de waups em 17 min, que ndo é detectado em
concentracdes superiores a 0,5 mM de HOCI. A andlis espectros de massa da reacao de 1
mM de 5-HPMU e 0,5 mM de HOCI (Figura 4.33A) comfou a presenca de 5-HPMU
remanescente e dos produtos 5-HMU (Figura 4.33B)FeU (Figura 4.33C), através do ion
molecular ([M+HJ) de cada composto. Identificamos que o produtméolo em 17 min é uma
molécula clorada, pois os fons detectados owm163 (com*°Cl) e 165 (cont'Cl) possuem
intensidades relativas proporcionais a abundasci@pica do atomo de clordCl: 75,77 % e
37Cl: 24,23%). Além disto, os fons camz163 e 165 possuem padréo isotépico caracterigéico
uma molécula que contém um atomo de cloro, ou kajama diferenca de 2 u.m.a entre os ions

moleculares corm/z 163 (com*>Cl) e 165 (con?’Cl) (Figura 4.33D). A anélise do espectro de



massa obtido em 17 min indicou que o produto pedeausia timina clorada. A timina clorada
pode ser um produto de decomposicdo de 5-HPMU equeoncentracdes altas de HOCI pode

ser novamente decomposto. Esta pode ser a exgipacd ndo termos detectado esta molécula

em concentracdes superiores a 1 mM de HOCI.
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Figura 4.32 Andlise por HPLC/MSla reacdo 5-HPMU e HOCI. Cromatograma de UV emritbQle 1

mM de 5-HPMU (A), da rea¢édo de 1 mM de 5-HPMU e@@ (B), 1 mM (C), 2 mM (D) e 5 mM de
HOCI (E). A reacgdo entre 5-HPMU e HOCI foi feita @id 7,4 e mantida sob agitacdo a°87durante

10 min.
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Figura 4.33 Analise por HPLC/MSlos produtos formados na reacao de 5-HPMU (1 mMDEI (0,5

mM). (A) Espectro de massa de 5-HPMU que elui epd@®in. (B) Espectro de massa do pico de 5-
HMU que elui em 8,94 min. (C) Espectro de masspic de 5-FoU que elui em 11,44 min. (D) Espectro
de massa do produto que elui 17,73 min. A reacfre 88HPMU e HOCI foi feita em pH 7,4 e mantida

sob agitacdo a 3T durante 10 min.

4.17.2 Analise por HPLC/MS dos produtos formados na reacdo de 5-
(hidroperoximetil)uracila e fons F&* ou Cl#*

A reagdo de 5-HPMU e Feou Cd* produz Q (*Ag), como foi demonstrado através da
emissdo de luz monomolecular (Figura 4.19 pard)Fe da captacdo quimica de @Ag)

(Figuras 4.24 e 4.25 para’fe C{", respectivamente). Além disto, como na reacdodeBU



e Cé" (Figuras 4.29, 4.30) ou HOCI (Figuras 4.32, 4ta8)bém foi detectado por HPLC/MS os
produtos formados na reacdo de 5-HPMU &' RBigura 4.34) ou Cii (Figura 4.35). Os
cromatogramas dos produtos 5-HMU e 5-FoU s&o giesilaos obtidos nas reacées corfi’ @e
HOCI (Figuras 4.30 e 4.33, respectivamente). E ipebsiotar que para reacdo de 5-HPMU e
Fe?* utilizou-se concentracdes mais baixas de met8-(0nM, Figura 4.34), comparando-se
com a reacdo de €u(10-30 mM, Figura 4.35). Na reacéo de 5-HPMU (1)neMFé* (1 mM)
(Figura 4.34D) observou-se a degradacado complefaHieMU e a geragcédo de 5-HMU e 5-FoU
na proporcéo 1:1. Entretanto, na reacédo de 1 mBHdEMU e 30 mM de Ciil (Figura 4.35D)

foi usada uma concentracéo superior de metal (30, leMando a uma degradacéo inferior de 5-
HMPU e formac&o superior de 5-FoU em relacdo a 3JHEsta diferenca na reatividade dé'Fe

e CU* em relacdo a 5-HPMU esta relacionada ao potedeiabducéo dos metais. Na reacéo de
5-HPMU e Fé' (Figura 4.34), a presenca de 5-HMU e 5-FoU na qng@o 1:1 utilizando
concentracdo mais baixa de metal, deve-se ao éafordFé" ser um forte agente redutor e a
reacdo ser termodinamicamente favoravel (Halliwalp7). Na reacdo de 5-HPMU e Cu
(Figura 4.35), observou-se a degradacao de 5-HPiMJancentracfes mais altas de metal, pois
o fon Cd" ndo é um bom agente oxidante. Além disto, provasete o mecanismo de
decomposicdo de 5-HPMU na reacdo comi*@higura 5.3, equacdes 20 e 21) é diferente do

mecanismo de decomposicéo na presenca@ddfgura 5.3, equacdes 22 e 24).
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Figura 4.34 Anélise por HPLC/MSda reacdo 5-HPMU e Ee Cromatograma de UV em 260 nm de 1
mM de 5-HPMU (A), da reacéo de 1 mM de 5-HPMU er@ja (B), 0,5 mM (C) e 1 mM de E&(D). A

reacdo de 5-HPMU e Eufoi mantida sob agitacdo a 3Z durante 10 min.
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Figura 4.35 Anélise por HPLC/MS da reacdo 5-HPMU e’CiCromatograma de UV em 260 nm de 1
mM de 5-HPMU (A), da reacéo de 1 mM de 5-HPMU el (B), 20 mM (C) e 30 mM de Cu(D). A

reacdo de 5-HPMU e Edoi mantida sob agitacéo a 3¢ durante 10 min.

4.18 Experimentos envolvendo DNA plasmidial, 5-(hidperoximetil)uracila e fons Cuf*
4.18.1 Efeito da presenca e auséncia de metais @ninantes na incubacdo DNA
plasmidial, 5-(hidroperoximetil)uracila e fons C{*

Para avaliar o efeito da presenca de metais comtameis (F& e C¥") na geracdo das
formas OC e L, a incubacdo de pBR322 com 5-HPMUW® foi feita em &gua e tampéao fosfato
de sédio 0,1 M pH 7,4 tratados por 24 h com re§lhalex. Comparativamente, incubamos
pBR322, CG" e 5-HPMU em &gua e tampao fosfato de sédio 0,1HW @ nao tratados com

Chelex’ (Figura 4.36).



A figura 4.36A traz um exemplo de um gel de agafo%6 contendo amostras incubadas
em agua e tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4trélados (sem Chelex e tratados com
Chelex’ (com CheleX). A diminuicdo da forma SC em relacdo ao tipo deubacdo foi
exemplificada na figura 4.36B. Os experimentos BR322, Cd* (10 uM) e 5-HPMU (0,5 e 1
mM) feitos em agua e tampao fosfato de sédio 0,AHVWZ,4 nao tratados com ChelefFigura
4.36A sem Chele®), mostraram os desaparecimento completo da fo@nddSDNA plasmidial
(linhas 5 e 6) e a formacédo exclusiva da forma O @6). Na incubagdo de DNA na auséncia
de Cd" e 5-HPMU (93,3 %, linha 1, Figura 4.36A sem CheJexna presenca de €y94,4 %,
linha 2, Figura 4.36A sem Chel8xobservou-se majoritariamente a presenca da f@@a Ja
nos controles sem ChelexDNA+5-HPMU (0,5 e 1 mM) (linhas 3 e 4, Figura 4.36ficou
evidente o aumento da forma OC (32,6 % para 0,5em36,4 % para 1 mM de 5-HPMU) e a
diminuicéo da forma SC (67,4 % para 0,5 mM e 63,pla 1 mM de 5-HPMU). A geracédo da
forma OC nos controles DNA e 5-HPMU em solventas tndtados com Cheléxndicou que a
presenca de metais contaminantes, comdd=€f*, pode estar envolvida no processo de quebra
de fita simples do DNA.

De forma diferente da incubacéo feita em solventes tratados com CheféxFigura
4.36A sem Chele®, a incubacdo feita em solventes tratados por 26rh CheleX (Figura
4.36A com CheleX) apresentou porcentagem constante e alta da f6@naos controles: DNA
(93,5 %, linha 1), DNA+C (91,5 %, linha 2) e DNA+5-HPMU (0,5 e 1 mM) (984} linha 3 e
86,8 %, linha 4, respectivamente). Percebe-se tangjuie nas reacées DNA, €u5-HPMU 0,5
e 1 mM com Chelékainda h4 uma pequena porcentagem da forma S@7jBha 5 e 3,6 %,

linha 6, respectivamente), diferentemente das esagém Cheléx Isto indica que o tratamento



dos solventes com Chel&preveniu o aumento da forma OC, devido a preselecanetais

contaminates.

Na figura 4.36B podemos ver claramente uma grarfdesdca na porcentagem da forma
SC tratando e ndo tratando os solventes com Chefamto para os controles DNA+5-HPMU
(0,5 e 1 mM) (amostra 3 e 4) quanto para as redgBiés-Cu**+5-HPMU 0,5 e 1 mM (amostra
5 e 6). Como foi explicado no resultado do gel darase (Figura 4.36A), a porcentagem da
forma SC nos controles tratados com Chélémostra 1, 2, 3 e 4) se mantém praticamente
constante (aproximadamente 90 %) e diminui drasicde nas reacfes tratadas com Chelex

(amostra 5 e 6), mas ainda resta uma pequena dadatia forma SC.

sem Chelex com Chelex

A

3 4 3 4

BlZO-

100 A —« com Chelex
—e— sem Chelex

1: DNA
2: DNA+CU* 10 uM

3: DNA+5-HPMU 0,5 mM
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Figura 4.36 Incubac&o de pBR322 com 5-HPMU e*Cem agua e tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4
nao tratados (sem ChePe)xe tratados com resina Ché?e(com CheIeQ). Gel de agarose 1 % (A) e

porcentagem da forma SC de pBR322 (B).



4.18.2 Efeito do aumento da concentracdo de fons €ma incubacdo de DNA plasmidial, 5-
(hidroperoximetil)uracila e Cu®*
O efeito do aumento da concentracédo de forf$ @0 e 100 uM) na geracdo de quebras
de fita simples no DNA plasmidial foi estudado eésda incubacdo de pBR322, 5-HPMU (10
M) e Cd#* durante 1 h a 37C em tampéao fosfato de sédio pH 7,4 (Figura 4 88xposicdo de
pBR322 a 10 uM de 5-HPMU e crescentes concentragéeSi™ (10 e 100 pM) induziu a
formacao de quebra de fita simples no DNA plasrglieonsequentemente o aumento da forma
OC, juntamente com a diminui¢do da forma SC (lirhas6, Figura 4.37). O aumento da forma
OC indica que possivelmente radicai¥BOPMU e 5:OPMU estédo envolvidos na fragmentagéo
do DNA plasmidial.
Na figura 4.37A e B, podemos visualizar que a paegem da forma SC nos controles
DNA (93, 4 + 0,8 %, linha 1), DNA+C{ 10 pM (90,7 + 3,6 %, linha 2), DNA+EU100 pM
(86,6 = 4 %, linha 3), DNA+5-HPMU 10 uM (92 = 1 %nha 4) foi mantida constante,
indicando que ndo ocorreu formacdo de quebra desiihples devido a presenca de metal
contaminante. No entanto, nas incubacdes DNA+5-HP®IF" 10 uM (linha 5) e DNA+5-
HPMU+CU* 100 pM (linha 6) observou-se uma relevante dingi@mina porcentagem da
forma SC (68,3 £ 6,5 %, linha 5 e 52,6 + 5,2 %hdir6) (Figura 4.37). A diminuicdo da forma
SC e 0 aumento da forma OC indicam que as espécitigas formadas na reacdo de 5-HPMU
e CU* podem estar envolvidas no rompimento da ligac&toébiéster, originando quebra de
fita simples da molécula do DNA. A andlise dos lteslos (Figura 4.37B) mostrou que a
diminuicdo da porcentagem de SC nas reacbes DNAM@WHCU* 10 pM ou 100 pM
(linhas 5 e 6) é estatisticamente relevante, coamprse com os controles DNA+CWO0 ou

100 uM(linhas 2 e 3) (p < 0,001). Além disto, a porceatagle SC nas reacdes pBR322+5-



HPMU+CU* 10 uM (SC: 68,3 + 6,5 %) ou 100 pM (SC: 52,6 + %P é estatisticamente
diferente entre si (p < 0,01). Comprovando que menio da concentracdo de?Cgera um

aumento da forma OC e diminui¢do da forma SC.
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Figura 4.37Incubacdo de pBR322 com 5-HPMU (10 uM) €'qa0, 100 uM). Gel de agarose 1 % (A) e
porcentagem da forma SC de pBR322 (B). Todas abhardes foram feitas em triplicata e os valores

expressos como média + SEM. Os dados foram ana$ispdlo teste Tukey-Kramer e pelo método
ANOVA. *** estaticamente significativo quando conmrpeo ao grupo controle DNA+ u10 ou 100

MM (p < 0,001). ** estaticamente significativo engi (p < 0,01).



4.18.3 Efeito do aumento da concentracédo de 5-(hmjveroximetil)uracila na incubacao de
DNA plasmidial, 5-(hidroperoximetil)uracila e Cu?*

As consequéncias do aumento da concentracdo ddviJHTa integridade da molécula
do DNA plasmidial foram avaliadas através da reaig@BR322, Cti (10 pM) e crescentes
concentracdes de 5-HPMU (1, 10 e 25 puM) duranteal3i@°C (Figura 4.38). Quando pBR322
foi incubado na auséncia de e 5-HPMU (linha 1, Figura 4.38A), na presenca dé'C
exclusivamente (linha 2, Figura 4.38A) ou na preaate 5-HPMU 1, 10 e 25 pM (linhas 3, 4 e
5, respectivamente) ndo foi observado aumento daafd®C. No entanto, quando as reacdes
DNA+Cu**+5-HPMU foram feitas com 10 uM (linha 7, Figur88A) e 25 pM (linha 8, Figura
4.38A) de 5-HPMU ocorreram aumentos significatidasforma OC em relacdo aos controles
(linhas 3, 4 e 5) eem relacdo a reacdo DNA#€5HPMU 1 pM (linha 6). Além disto, também
foi possivel observar a forma L na incubagdo conu®bde 5-HPMU (linha 8, Figura 4.38A),
indicando que ocorreu formacéao de quebra de fidaddo DNA plasmidial. O resultado também
deixa evidente que utilizando 5-HPMU em concengag®enores que 10 uM (1 uM, linha 6,
Figura 4.38A), ndo ocorre diminuicdo significatida porcentagem de DNA SC. Os resultados
destas reacdes foram mostrados na forma de untgr&ierente a porcentagem da forma SC
versusa concentracdo de 5-HPMU (Figura 4.38B).

A andlise da figura.38B mostra que o aumento da concentracdo de StHEM e 25
HM) na reacdo DNA, Cii e 5-HPMU, provocou diminuicdo significativa da rfar SC,
comparando-se com os controles (linhas 3, 4 et&nbeém com a reacdo DNA+EH5-HPMU
1 uM (linha 6). No entanto, ndo h& diferenca sigativa na porcentagem da forma SC entre as
reacdes DNA+CH+5-HPMU 10 e 25 pM (linhas 7 e 8, respectivamer@®mo foi observado

nos experimentos variando a concentracdo dé& (Figura 4.37), possivelmente o aumento da



concentracdo de 5-HPMU produz radicaiSO®PMU e 5-OPMU, que podem ocasionar a

fragmentacdo da molécula do DNA e aumento da f@@a
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< 60 1 4: DNA+5-HPMU 10 pM
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? 40 7 6: DNA+CU* +5-HPMU 1 pM
20 | 7: DNA+CU?+5-HPMU 10 pM
8: DNA+CU?+5-HPMU 25 pM
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Figura 4.38Incubacéo de pBR322 com €0 pM) e 5-HPMU (1, 10, 25 uM). Gel de agarose (2%
e porcentagem da forma SC de pBR322 (B). Todascabhacdes foram feitas em triplicata e os valores
expressos como média + SEM. Os dados foram anasispdlo teste Tukey-Kramer e pelo método
ANOVA. *** gstaticamente significativo quando compdo ao grupo controle DNA e 5-HPMU 1, 10 ou

25 uM e quando comparado a reagéo DNA, 5-HPMU% CTuM (p < 0,001).

4.18.4 Efeito da atividade enzimatica de formamidapmidina-DNA-glicosilase e
endonuclease Ill no reconhecimento e excisdo de lkas modificadas, produzidas na
incubac&o de DNA plasmidial, 5-(hidroperoximetil)urcila e Cuf*

Com o intuito de descobrir se as espécies reatiaagdas na reacéo de 5-HPMU &'Cu
como Q (1Ag), radicais 5-O0OPMU e 5-OPMU podem gerar modificacdo de base da molécula

DNA, utilizamos as enzimas FPG e NTH, duas conlkciehzimas de reparo de purinas e



pirimidinas, respectivamente. As enzimas FPG e NE&Param o DNA por meio de um
mecanismo de excisdo de base, sendo que ambasemossividade glicosilase e AP
endonuclease. A atividade glicosilase faz com geezama reconheca a base modificada e clive
a ligacdo N-glicosidica, gerando sitios apurinicos ou apiriméds (AP). A enzima com
atividade AP endonuclease reconhece os sitios AkRva a ligacdo fosfodiéster, levando a
formacéo de quebra de fita simples ou dupla do DdAseja, o0 aparecimento das formas OC e
L.

Primeiramente, incubamos por 1 h a°87 pBR322+5-HPMU (10 e 25 pM)+€u(10
pnM). Em seguida, adicionamos as enzimas FPG ou &lifldubacdo e mantivemos por mais 0,5
h a 37°C. A incubacdo pBR322, 5-HPMU (10 e 25 pM) e*C(10 uM) sem FPG e NTH
também foi feita substituindo as enzimas por dguguyal sera denominada no texto e na figura
como reacédo com4d.

Analisando o gel de agarose 1 % (Figura 4.39A) gradico de porcentagem de SC
(Figura 4.39B) pode-se ver que nos controles (frlh&, 3, 4) com ¥0, com FPG ou com NTH
ndo ha diminuigcéo significativa da forma SC. Cowimbservado no experimento onde se variou
a concentracdo de 5-HPMU (Figura 4.38), nas reggBB822, Ca" 10 pM e 5-HPMU 10 e 25
uM com HO (linhas 5 e 6, Figura 4.39A e B) ha uma diminaiggnificativa na porcentagem
da forma SC, comparando com grupos controles @irtha@ 4). No entanto, comparando as
reaces com ¥ entre si (pBR322+C{+5-HPMU 10puM, linha 5 e pBR322+Cii+5-HPMU
25 uM, linha 6) ndo observou-se diferenca significatna porcentagem da forma SC, com o
aumento da concentracdo de 5-HPMU. O fato de nastirexliferenca entre as reacfes
pBR322+Cd"+5-HPMU 10 pM e pBR322+Ci#5-HPMU 25 uM em KO se aplica também as

reacoes realizadas com FPG ou com NTH (linhas,F&6ra 4.39A e B).



Apés a adicao da enzima FPG ou NTH, esperavam@s\avsuma diminuicdo da forma
SC e um aumento da forma OC, devido a presencaudeap ou pirimidinas oxidadas,
respectivamente. Comparando-se a reacdo pBR322#5HPMU 10 uM com kD e com FPG
(linha 5, Figura 4.39A e B) € possivel observar lgoeve uma diminuicdo significativa da forma
SC, além do aumento da forma OC e o aparecimentoraea L. No entanto, apds comparar a
reacdo pBR322+CGi#5-HPMU 10 pM com KO e com NTH (linha 5, Figura 4.39A e B) néo
observamos uma diferenca significativa na porcemiada forma SC e nem na porcentagem da
forma OC. Os resultados indicam que ocorreu a g&lgpreferencial de purinas em relagéo a
pirimidinas, pois é possivel observar uma diminaigénificativa na porcentagem da forma SC
obtida na incubacdo com FPG. A presenca gqlg,) e radicais 500PMU e 5-OPMU
formados na reacéo de 5-HPMU e?’Cpodem ter levado a oxidacéo da dGuo com formaeéo d
8-oxodGuo e outros produtos secundarios da oxiddead8-oxodGuo (dOz, dOxa e dSp). A
presenca de 8-oxodGuo foi reconhecida pela enzir@, fue promoveu a excisdo desta leséo,
gerando quebra de fita simples e dupla do DNA (Cadel, 2002). A anéliselas porcentagens
da forma SC nas reacdes pBR322%€8-HPMU 25 puM com kD, com FPG ou NTH (linha 6,
Figura 4.39A e B) ndo apresentou diferenca cordudér comparando com a incubacao
pBR322+C@"+5-HPMU 10 pM com KO, com FPG ou NTH (linha 5, Figura 4.39A e B).

Portanto, os resultados apresentados indicam gemgéo de 5-HPMU e Eupode gerar
espécies altamente reativas, comp () e radicais 500PMU e 5:OPMU. Estas espécies
reativas sdo conhecidos agentes oxidantes, quenpaigir com DNA e produzir modificagéo
de base e/ou quebra de fita simples ou dupla déamal do DNA. Portanto, 0s experimentos
utilizando a enzima de reparo FPG demonstram qde pstar ocorrendo a oxidacado de dGuo,

com a possivel geracdo de 8-oxodGuo.
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Figura 4.39 Incubac&o de pBR322 com €10 pM) e 5-HPMU (10, 25 pM). Gel de agarose 1 % €A
porcentagem da forma SC de pBR322 (B). Todas abapdes foram feitas em triplicata e os valores
expressos como média + SEM. Os dados foram ana$ispdlo teste Tukey-Kramer e pelo método
ANOVA. *** estaticamente significativo quando conmrpdo ao grupo controle DNA+5-HPMU 10 ou 25

MM (p < 0,001). ** estaticamente significativo qdarcomparado entre si (p < 0,01).



DISCUSSAO



5 Discusséao
5.1 Sintese e caracterizacdo de 5-(hidroperoximgtitacila por alaranjado de xilenol,
iodometria, HPLC/MS e RMN

Os primeiros trabalhos relatando a formacéo dexpm® organicos em DNA apos
exposicao a radiacdo foram publicados por Scholgsies ha mais de 50 anos (Scholes e Weiss,
1954). Estudos indicaram que entre as bases do @BIAjrimidinas sdo os alvos preferenciais
do radical’OH. A exposicdo de DNA isolado ou componentes doA¥Nucleosideo ou base
nitrogenada) a radiacdo pode levar a formacdo deperoxidos estaveis, especialmente de
timidina (Scholeset al, 1956, Scholes e Weiss, 1960, Isildatral, 1982). Os hidroperoxidos de
timidina correspondem a 5(6)-OOH-6(5)-OH e 5-HPMdEstes hidroperdxidos sé&o
relativamente estaveis, mas na presenca de metdisiusicdo (Fé e Cif") e HOCI podem
decompor em espécies altamente reativas, comn@Ag) e radicais RODe/ou RO de timina
(Tofigh e Frenkel, 1989, Wagneet al, 1994, Pradoet al, 2009). A formacéo de quAg) e
radicais ROO e/ou RO de timina pode ocasionar a propagacédo do danatiwidno DNA e
possivelmente, o desenvolvimento de mutactes. ®@isto, decidiu-se investigar neste trabalho
se o hidroperoxido de timina, 5-HPMU, poderia seauonte de ROS, comozcolAg) e radicais
5-"O0OPMU e 5:0PMU.

A sintese de 5-HPMU foi realizada em meio &cidoadipdo alcool 5-HMU e bD,.
Primeiramente, sintetizamos 5-HMU a partir de usagiparaformaldeido em meio basico e com
aquecimento (Clineet al, 1959). A grande vantagem desta sintese é a baixalexidade, o
elevado valor de rendimento (80 %) e o pequeno runesubprodutos formados. O mecanismo
da sintese ocorreia formacdo de um carbanion de uracila, apos abstrdedum atomo de

hidrogénio do carbona (C5) adjacente a carbonila. O carbanion pode atmo um nucledfilo



e se adicionar ao carbono da carbonila do parafdeitn. A analise de 5-HMU por HPLC/MS
(Figura 4.1) confirmou que o alcool foi sintetizamom alto grau de pureza.

Posteriormente, 5-HPMU foi sintetizado a partirdicool 5-HMU na presenca de® e
HCI (Hahn e Wang, 1976). Segundo o mecanismo ptogms Hahn e Wang, a formacéao de 5-
HPMU ocorre por meio da protonagéo do grupo —Okaml 5-HMU, que posteriormente leva
a desidratacdo da molécula de 5-HMU e formagaamearbocation. O carbocation sofre ataque
nucleofilico de HO,, seguido da formacdo de 5-HPMU (Hahn e Wang, 19X &jintese de 5-
HPMU, a partir da oxidacdo de 5-HMU na presenciif®, e HCI, foi realizada com alto valor
de rendimento (60 %) e posteriormente, o hidropgdm%-HPMU foi purificado por HPLC.

Os testes de deteccdo de 5-HPMU pelos métodosjadoade xilenol e iodometria (item
4.6, Resultados) e as anélises por HPLC/MS (Figu2a e RMN {H, *C, COSY e HMBC)
(Figuras A-1 a A-4, Anexos) confirmaram a estrutdea5-HPMU. A analise de 5-HPMU por
HPLC/MS (Figura 4.2) mostrou a presenca minoritdoa produtos 5-HMU e 5-FoU, que séo
considerados produtos de decomposicdo de 5-HPMUgriéva et al., 1994). Além disto, a
presenca de 5-HPMU também foi confirmada atravésudereducdo a seu alcool correspondente
(5-HMU), na presenca de NaBHA analise por HPLC/MS (Figura 4.3) do produtoréacéao de
5-HPMU e NaBH mostrou claramente a formagédo do alcool 5-HMU ¢empo de retencéo
diferente (6,28 min) de 5-HPMU (7,54 min). Portana reducédo de 5-HPMU a 5-HMU na
presenca NaBHforneceu provas adicionais da formacédo do perdxdprova inequivoca da
geracdo de 5-HPMU foi obtida através da andlis&-t#MU por RMN {H, *C, COSY e
HMBC) (Figuras A-1 a A-4, Anexos). Os deslocamentp$micos (ppm) obtidos estdo em

concordancia com os deslocamentos quimicos rektzsabteratura (Wagner, et al., 1994).



5.2 Analise da diferenca da concentracdo de 5-(hioperoximetil)uracila obtida pelos
métodos alaranjado de xilenol e iodometria

A concentragdo de 5-HPMU foi medida pelos métodirsajado de xilenol e iodometria.
Os resultados mostraram que a concentracdo oltidalgranjado de xilenol (5% 0,1 mM) é
1,7 vezes inferior a concentracao obtida por iodoen€l0+ 0,8 mM). O método da iodometria
se baseia no principio de que para cada mol de R@@izido por ions,Igera-se um mol de |
(equacbes 10 e 11). A estequiometria 1:1, ou sg)anol de ROOH gera um mol dg tonfere a
iodometria grande vantagem em relacdo ao métodang@alo de xilenol. O método alaranjado
de xilenol baseia-se no principio de oxidacdo s 88" a Fé*, e formacdo do complexo Fe-
alaranjado de xilenol (equacdes 12 e 13). Estuglmsdemonstrado que o nimero de for§ Fe
gerado para cada grupo —OOH difere pag@:Hhidroperoxidos de proteina, hidroperéxidos de
lipideo ,t-BUOOH e CuOOH (Gayet al, 1999). A andlise dos resultados indicou que pada
mol de hidroperoxido de proteina ou hidroperéxigolidideo € formado de 1,8 a 2,1 mols de
Fe’* (Gay, et al., 1999). Esta proporcdo de ROOH pars iF&" gerados deve-se a um
mecanismo tipo Fenton, em que a reacdo de ROOHseFé" pode gerar radicais R@ fons
Fe* (equacdo 15). Os radicais R@roduzidos podem reagir com o excesso de iofiseFgerar
mais fons F& e o &lcool ROH (equacao 16).

Fe?* + ROOH - Fe* + OH + RO"  (equacéo 15)
Fe?* + RO" + H" - Fe* + ROH (equacéo 16)

Portanto, a diferenga nas concentracfes obtidas gelis métodos deve-se aos diferentes

mecanismos de reacéo de 5-HPMU e iommiIF€*. Provavelmente, o mecanismo de reacéo de

5-HPMU e ions F& tém a participacdo de radicais RDiante disto, optamos por quantificar 5-



HPMU pelo método alaranjado de xilenol, devido a baixa complexidade e posteriormente,

multiplicamos a concentracdo de 5-HPMU obtida pelor numérico 1,7.

5.3 Avaliacdo da estabilidade térmica de 5-(hidropeximetil)uracila

Estudos demonstraram que os hidroperéxidos ddlitimi 5(6)-OOH-6(5)-OH e 5-
HPMdU sdo compostos estaveis em agua (Wagner,,e194). Diante disto, analisamos a
estabilidade do hidroperdxido de timina, 5-HPMU, &goua e em diferentes temperaturas (4, 25,
37 e 50°C) durante 292 h (12 dias). A concentracdo de 5-HHMcial e apds sucessivos
periodos de incubacéo foi medida pelo método gkdtarde xilenol (Figura 4.4), O produto de
decomposicao formado em 4, 25, 37 €6doi analisado posteriormente por HPLC/MS (Figuras
4.5 e 4.6).

A andlise dos resultados mostrou que 5-HPMU néoesaptou decomposicao
significativa quando mantido a 4 e 2& durante 292 h (Figura 4.4A e 4.4B). A grande
estabilidade térmica de 5-HPMU pbde ser confirmailavés do valor da concentracdo de 5-
HPMU obtido apés 292 h de incubacdo &C4(2,2 mM) e a 25C (2,13 mM). Nestas duas
temperaturas, a concentragdo de 5-HPMU néo dimideitorma significativa, comparando-se
com o valor da concentracgao inicial (3 mM par&Z4e 2,91 mM para 2%C). Ja em 37 e 5{C,
observou-se uma cinética de decomposicao de 5-HRWdild rapida (Figura 4.4A e 4.4B). Apos
8 h, a decomposicdo de 5-HPMU a“®Dfoi significantemente mais expressiva que eni@7
Apoés 292 h de incubagéo a 37 e°®)) a concentragédo de 5-HPMU obtida foi consideragate
inferior (0,78 mM para 37C e 0,71 mM para 58C) a concentracao inicial (3,1 mM para°&

e 2,9 mM para 50C). Portanto, podemos concluir que 5-HPMU pode cggrsiderado um

peroxido estavel quando armazenado ¥4ou mantido a temperatura ambiente {€3. No



entanto, quando submetido a aquecimento (37 &C305-HPMU mostrou-se pouco estavel,
podendo decompor rapidamente. Esta decomposicamicéétambém foi observada em outros
hidroperéxidos bioldgicos, como hidroperéxidos dmidina (Wagner et al, 1994) e
hidroperéxidos de triptofano (Ronse#t al, 2008, Ronseiret al, 2009). Os possiveis produtos
de decomposicao térmica de hidroperéxidos orgarséosos alcodis correspondentes, além de
outros produtos formados de maneira minoritariadiea et al, 1994, Ronseinet al, 2008,
Ronsein et al, 2009).

O produto de decomposicéo de 5-HPMU em &gua naedies temperaturas (4, 25, 37 e
50 °C) foi analisado por HPLC/MS (Figuras 4.5 e 4.6)eGultado obtido por HPLC/MS, apos
292 h de decomposicao de 5-HPMU a 4 Q%292 h) (Figuras 4.5B e 4.5C, respectivamente),
mostra que ha um intenso pico em 7,5 min, que sporede ao peroxido 5-HPMU. Este
resultado (Figuras 4.5B e 4.5C) é coerente consolteglo obtido pelo método alaranjado de
xilenol (Figuras 4.4A e 4.4B), que demonstrou um@eotnposicao de 5-HPMU pouco expressiva
apos 292 h de incubacao a 4 €°25 No entanto, quando submetido a agueciment@3& 50
°C) (Figuras 4.5D e 4.5E, respectivamente), 5-HPMé&todhpbe rapidamente ao alcool
correspondente (5-HMU). A formacdo de 5-HMU ficouidente através do aumento da
intensidade de absor¢éo do pico em 6,47 min erdendicdo da intensidade do pico de 5-HPMU
em 7,5 min (Figuras 4.5D e 4.5E). O espectro desanéiSigura 4.6B) apds 292 h de incubacgéo a
37°C mostra os ions caracteristicos do alcool 5-HMU.

Analisando os resultados, podemos concluir quePBH pode ser considerado um
hidroperoxido estavel. O resultado obtido é simdéar obtido por Wagner e colaboradores
(Wagner, et al., 1994), que estudaram a decommoticgica dos hidroperoxidos de timidina em

agua. Eles concluiram que o hidroperoxido 5-HPMéUmais estavel que os demais



hidroperéxidos de timidina, pois sua meia-vida deainposicao € 40 vezes superior. Portanto,
devido a grande estabilidade de 5-HPMU, este hattgido pode representar uma provavel
fonte de Q (‘A elou radicais 500PMU e 5OPMU na molécula do DNA.
Consequentemente, aumentando a probabilidade dmwdgmento de danos oxidativos no

DNA.

5.4 Geracao de oxigénio molecular singlete na reag@e 5-(hidroperoximetil)uracila e ions
Cce™: Confirmacdo do mecanismo de Russell

Em 1957, Russell e colaboradores (Russell, 195@nfoos primeiros a propor que a
reacdo de dois radicais peroxila primarios ou sag@tins (ROO), provenientes da oxidacdo de
alquilhidroperoxido com hidrogénio alfa @i poderia gerar um intermediéario tetradxido linear
(ROOOOR) (Figura 5.1). A decomposicao do intermeai@OOOOR ocorreria de forma lenta e
irreversivel através de um mecanismo ciclico, geravxigénio molecular, um alcool (ROH) e
um composto carbonilico (RO) (Figura 5.1). Apésuakyanos, Howard e Ingold (Howard e
Ingold, 1968) demonstraram a geracao deélmg), na reacdo de terminacao de dois radieats
alquilperoxila, através de um mecanismo de decoitgosciclico de ROOOOR, proposto

anteriormente por Russell (Figura 5.1).

R H R H H R R H R
N NoAA N/ N N2
2 /c —-— /C /C\ — 0,(*8y) + C=—O0O + C
RS 0—o0 R2 o qD R2 R, HO R,
S
ROO’ ROOOOR RO ROH

Figura 5.1 Mecanismo de Russell proposto para reacao de tecaunde radicaisecalquilperoxila.



Recentemente, foi demonstrado que a reacdo de LA@Omendo & e Cé7,
peroxinitrito ou HOCI pode geraerlAg), através do mecanismo de Russell (Miyametaal,
2003, Miyamotoet al, 2003, Miyamotpet al, 2006). A geracéo dez(DlAg) a partir de LAOOH
€ extremamente importante, pois mostra que hidéapys de lipideos podem ser fontes
bioldgicas de @ (*Ay). Entretanto, conhece-se pouco sobre a geracdd, d&\;) préximo a
molécula de DNA, ou seja, sobre uma possivel famddgica de Q (1Ag). Diante disto, o
hidroperéxido de timina, 5-HPMU, foi testado conmsgivel fonte de Q(lAg) na presenca de
fons C&". Além da geracéo deZCQlAg) a partir de 5-HPMU e C& decidimos estudar se esta
espécie reativa poderia ser gerada através do memade Russell. Como ha estudos recentes
confirmando a geracéo de, @A, a partir de C& e LAOOH via mecanismo de Russell,
investigamos a possibilidade de formacgao Qleélmg) na reacdo de 5-HPMU e Catravés deste
mecanismo. E importante ressaltar que ndo ha estweimonstrando a geracdo dg (&Ag) a
partir de hidroperoxidos de DNA, nem tdo pouco eabmecanismo experimental envolvido na
formacédo desta espécie reativa.

A geracdo de Q)(lAg) na reacdo de 5-HPMU e Tefoi confirmada através do (i)
monitoramento da emissdo de luz monomolecular gidoedo IR-proximo X = 1270 nm); (ii)
monitoramento da emissdo de luz bimolecular nadcedo visivel X = 634 e 703 nm); (iii)
aquisicdo do espectro de emissao Qe(]@g) na regido do IR-proximo e (iv) deteccdo por
HPLC/MS dos produtos de decomposicao de 5-HPMULapb5-HMU e o aldeido 5-FoU.

Os experimentos de monitoramento de emissdo denaromolecular de p(lAg) na
regido do IR-préximo (Figura 4.8, traco a) e nadeglo visivel (Figura 4.12, traco a) foram
realizados utilizando solvente deuterade@p no qual o valor de meia-vide G (1Ag) e

superior (68,1 + 2,5 ps) ao de® (4 us) (Ogilby e Foote, 1983). Alternativamemenitoramos



a emissao de luz monomolecular de (&)lg) na presenca da misturggH,O (35:65, v/v)
(Figuras 4.8 e 4.12, traco d) e observamos umandigéo na intensidade da luz emitida. O
decréscimo da intensidade da luz emitida é regdeltdm menor valor de meia-vida de CEAQ)

em HO e confirma a geracao de OAg) na reacdo de 5-HPMU e T¢Figuras 4.8 e 4.12). Uma
comprovagcao adicional da geracio ag’'@y) na reacdo de 5-HPMU e Tdoi obtida ao utilizar

o conhecido supressor fisico d@(@)lg), NaN; (Li, et al, 2001) (Figuras 4.8 e 4.12, tragcos b e c).
A diminui¢c&o na emissao de luz monomoleculas (1270 nm) e bimoleculai (= 634 e 703 nm)
deve-se a desativacéo do éAg) ao estado fundamental, induzida por Matravés de um
mecanismo de transferéncia de carga. A evidéneiguinoca da geracéo de OA,) na reagio

de 5-HPMU e C¥ foi obtida por meio da aquisicdo do espectro dissin na regido do IR-
proximo (Figura 4.11A). O espectro adquirido possma banda de emissdo com intensidade
méxima em 1270 nm, caracteristica do decaimentamolecular de @(*A,). Este espectro é
igual ao espectro obtido na reacao d®+t HOCI (Figura 4.11C) e na decomposicao térmica do
endoperéxido DHPN@(Figura 4.11D), conhecidas fontes dga(@\g).

O rendimento de p(lAg) obtido na reacdo de radicais peroxila pode arxifia
elucidacdo do mecanismo de geracao desta espaétieareA decomposicdo do intermediario
tetradxido linear através de um mecanismo cicpodge originar oxigénio molecular, um alcool e
um composto carbonilico, conforme foi proposto Rassell (Russell, 1957). Neste mecanismo,
pode ser produzido oxigénio molecular no estaditake singlete ou cetona no estado excitado
triplete (Figura 1.4) (Howard e Ingold, 1968, Menkall, et al, 1991). Se for produzida cetona
no estado excitado triplete, pode ocorrer transfg@aéde energia para uma molécula de{3®g'),
gerando @ (1Ag) e cetona no estado fundamental (Figura 1.4). &itviendehall (Niu e

Mendenhall, 1992) propuseram que a geragfo inditet@ (‘Ay) através de transferéncia de



energia de uma cetona excitada pa;fng,') pode ocorrer com rendimento de pelo menos 30 %,
dependendo da cetona. Entretanto, o rendimentoedac@p de cetona excitada triplete na
decomposicédo do intermediario tetraoxido lineamai&d (< 0,1 %), tornando pouco provavel a
geracao indireta dequAg) a partir de cetona excitada triplete (Mendentetllal, 1991). J4 o
rendimento de @(1Ag) gerado a partir da decomposicao do intermedi@ti@oxido lineawia
mecanismo de Russell, pode variar de 3,4 a 14 ¥ éNVMlendenhall, 1990, Niu e Mendenhall,
1992). Diante disto, foi estudado o rendimento dé'®,) gerado na reacdo de 5-HPMU €&'Ce
(Figura 4.10), com o objetivo de se obter evidénaidicionais da geracdo desta espécie reativa
através do mecanismo de Russell. O rendimento d€AQ) foi calculado comparando-se a
emissdo de luz monomolecular de (éAg) (A = 1270 nm) produzida na reacdo de 5-HPMU e
Cée* com a emissdo de luz gerada na decomposicdo trniendoperéxido DHPNGFigura
A-5, Anexos). Os resultados de cinética de emiggdloz monomolecular de2Q1Ag) utilizando
crescente concentracdo de*Cmostraram que a intensidade da luz emitida atimgevalor
maximo em 10 mM de ¢&(Figura 4.10). Nesta concentracdo dé"Clei obtido 156+ 3 pM de
O, (1Ag), gue corresponde a um rendimento de 7074 %. Considerando que o rendimento de
O, (1Ag) obtido (17,7+ 0,4 %) esta proximo do rendimento proposto por &Mendehall (3,4 a
14 %), podemos concluir que a formacao clge(JtZkg) na reacdo de 5-HPMU e €eocorre
diretamente através do mecanismo de Russell, @) s&n a participacdo expressiva de uma
cetona no estado excitado triplete. Uma prova adétida formacao deleAg), via mecanismo
de Russell foi obtida através da deteccéo por HRISGlos produtos de decomposicdo 5-HMU e
5- FoU (Figuras 4.29-4.31).

Os resultados obtidos forneceram provas inequivdadsrmacao de ﬂlAg) na reacao

de 5-HPMU e C#, através do mecanismo de Russell. Neste mecansaecomposicéo de 5-



HPMU catalisada por ¢épode gerar radicais ®OPMU, que podem reagir entre si e produzir
um intermediéario tetradxido linear. A decomposigBointermediario tetradxido lineata um

mecanismo ciclico produz,@'Ag), o alcool 5-HMU e o aldeido 5-FoU (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Mecanismo proposto para geragio d€'f),) na reacio de 5-HPMU e TeA reag&o produz

radicais 5-OOPMU, que podem reagir entre si e gera'y,), o alcool (5-HMU) e o aldeido (5-FoU).

5.5 Geracgdo de oxigénio molecular singlete na reag@e 5-(hidroperoximetil)uracila e &cido
hipocloroso, Fé" ou Cl#*

Apés ser demonstrada a geracéo deélmg) na reacdo de 5-HPMU e eo objetivo do
trabalho foi focalizado em investigar se @(&739) poderia ser formado na reagcao de 5-HPMU e
compostos presentes no meio biolégico, como HOET, &Cif*.

Primeiramente, foi testado HOCI que é produzido peutréfilos ativados durante
infeccao cronica e inflamacéo (Lau e Baldus, 20B6)udos tém mostrado que HOCI pode gerar
um grande numero de modificacdes nas bases do BbjFecialmente nas pirimidinas (Prutz,

1998, Winterbourn e Kettle, 2000). Devido a graimdportancia de HOCI no meio bioldgico,



investigamos a geracao de C)ﬁg) na reacao de 5-HPMU e HOCI. Como na reacéo degMH

e Cé" (Figuras 4.8 e 4.12, traco a), observamos umasatemisséo de luz monomolecubar(
1270 nm) (Figura 4.14, traco a) e bimolecular de{lmg) (A =634 e 703 nm) (Figura 4.17, trago
a) na reacao de 5-HPMU e HOCI. Além disto, tambénolbservado a supresséo d@(@\g) na
presenca de Naj\Figuras 4.14 e 4.17, tracos b e c) ou da migt#uw€xD,O (65:35, v/v) (Figuras
4.14 e 4.17, traco d). O rendimento dze(@\g) obtido na reacdo de 5-HPMU e HOCI (10 mM)
foi de 18,1+ 0,5 %, que corresponde a 169 uM (Figura 4.16). Este rendimento (1§ D,5 %)

é muito préximo do rendimento obtido na reacdo-tHPHU e C&* (17,7+ 0,4 %) e comparavel
ao rendimento obtido na reacdo de LAOOH e HOCI évhigto, et al., 2006). O espectro de
emissdo de ©('Ay) gerado na reagdo de 5-HPMU e HOCI possui abseng&kima em 1270 nm
(Figura 4.11B), igualmente como os espectros piddazpelas conhecidas fontes dg (&mg):
H.0, e HOCI (Figura 4.11C) e decomposicao térmica déR&, (Figura 4.11D). A aquisicao
do espectro de emissao de (é)lg) confirmou a geracdo desta espécie reativa n@oede 5-
HPMU e HOCI. A deteccdo por HPLC/MS/MS do endop&tdxAVSO, (Figura 4.23) e dos
produtos 5-HMU e 5-FoU (Figuras 4.32 e 4.33) moatraa formacao dequAg) na reacao de
5-HPMU e HOCI. Os resultados obtidos forneceranvgsaconclusivas da geracéo dg(&mg)

na reacao de 5-HPMU e HOCI.

Recentemente, Miyamoto e colaboradores (Miyamdta).e2006) demonstraram que a
geracao de Q(lAg) na reacdo de LAOOH e HOCI possui participacaaatkcais ROQ A
formacdo de radicais ROQatravés da oxidacdo de hidroperéxidos por um cglétrdo é
termodinamicamente favorarel, pois HOCI possui amdpotencial de reducdo em pH 7 (0,17-
0,25 V) (Koppenol, 1994). No entanto, a formacgécoatlicais peroxila de LAOOH pode ocorrer

via transferéncia de um atomo de cloro de HOCI par®QA, formando um intermediario



clorado instavel (LAOOCI). Esta transferéncia de &tomo de cloro também foi observada na
reacao de HOCI e tiis (Davies e Hawkins, 2000aminas (Hawkins e Davies, 1998, Hawkins
e Davies, 1998). O intermediéario clorado pode dgmmrhomoliticamente em radical alcoxila de
LAOOH (LAO") e radical hipoclorito*’QCI) ou em radical peroxila (LAOQe radical de cloro
(CI"). Os radicais Cl(Wardman, 1989) e LAQ(Koppenol, 1990) sédo fortes agentes oxidantes e
podem oxidar LAOOH a LAOD Os radicais LAOOformados podem reagir entre si, gerar um
intermediério tetradxido e consequentemente for@al'Ay) via mecanismo de Russell. De
forma analoga, a geracdo de éAg) na reacdo de 5-HPMU e HOCI pode ocower um
mecanismo de transferéncia de atomo de cloro de IH@&€a 5-HPMU, formando um
intermediario clorado de 5-HPMU (equacéo 17), qu@&sadecomposicdo pode gerar os radicais
5-"-OPMU e'OCI (equacao 18/ou o radical 500PMU e o radicalCl (equacgdo 19). Como foi
proposto que radicais alcoxila podem abstrair asode hidrogénio de alquihidroperdxidos
(AG”= - 14 kcal/mol) (Koppenol, 1990), o radical'6PMU pode abstrair um atomo de
hidrogénio de uma molécula intacta de 5-HPMU ergerais radicais 500PMU. Além disto,

os radicais’OCI e "Cl formados também podem abstrair um atomo de ¢dshio de uma
molécula de 5-HPMU e gerar o radical @©PMU. Os radicais 390PMU formados, seja pela
decomposicédo direta do intermediario clorado oa peh¢do dos radicais BPMU, "OCl e"Cl,
podem reagir entre si e finalmente produzz'r(J@g) através do mecanismo de Russell. Portanto, a
decomposicédo de 5-HPMU na presenca de HOCI podeafoespécies altamente reativas como
O, (1Ag) e radicais 500PMU e 5-OPMU. Estas espécies reativas podem reagir comécuoia

de DNA e levar a uma propagac¢éo do dano oxidatitrayés da formacéo de bases oxidadas.



5-HPMU + HOCI - 5-CIPMU + H,O (equacéo 17)
5-CIPMU - 5-"OPMU + "OCI (equacéo 18)
5-CIPMU - 5-"O0OPMU + ‘Cl (equacéo 19)

Muitos processos oxidativos, como peroxidacao ilpic oxidacdo de proteinas podem
produzir radical ROO Segundo a literatura (Pryor, 1986), o radical R@@nado pode difundir
e atacar uma molécula de DNA “distante” da fonteadera do radical ROOEsta capacidade
dos radicais ROUOde oxidar alvos biolégicos “distantes” deve-sealio valor de meia-vida (7 s)
desta espécie reativa (Pryor, 1986). A presencaadiais peroxila de lipideos tém sido
relacionada a niveis aumentados de 8-oxodGuo em Dbear e mitocondrial (Remmen e
Richardson, 2001). Além disto, a timina também pselealvo de radicais peroxila de lipideos.
Mulheres com dieta rica em acidos graxos poli-insatos e com alto risco de desenvolvimento
de cancer de mama apresentaram altos niveis de dJHMm produto de decomposicédo do
hidroperéxido de timidina, 5-HPMdU (Djurieet al, 2001, Djuri¢ et al, 2001). Além disto,
também foi possivel detectar 5-HMdU na urina deduntes (Bianchiniet al, 1998) e na urina
de pacientes portadores de carcinoma (Fatra, 1998).

Além da peroxidacéo lipidica, a oxidacdo de preteégmbém pode induzir a formacgéo de
danos oxidativos no DNA. Os hidroperéxidos de pnatgopodem decompor em radicais RGO
RO na presenca de ions metalicos (Furukatal, 2005). Luxford e colaboradores (Luxfoet
al., 1999, Luxford et al, 2000) demonstraram que hidroperoxidos de histanasutros
hidroperéxidos de proteinas decompdem na preseacmrs metdlicos gerando radicais de
proteinas. Estes radicais de histonas e protedagem com pirimidinas e nucleosideos formando

adutos. Estudos tém mostrado que hidroperéxidgsrateina e lipideo podem ser importantes



fontes de radicais ROODesta forma, os radicais RO@erivados de lipideos e proteinas podem
oxidar a timina e gerar hidroperéxidos de timinartihi e Termini (Martini e Termini, 1997)
mostraram que 5-HPMdU é formado na reacdo de iadR@C e timidina. A deteccdo de
produtos de oxidagdo de timidina, formados na pigsde radicais ROGugere uma importante
funcéo oxidativa para os radicais peroxila de épié proteina.

Recentemente, Goto e colaboradores (Gattal, 2008) mostraram que o radical peroxila
de timidina, formado na reacdo de timidina e rddieaoxila de 2,2’-azobis(amidinopropano)
(AAPH), pode reagir com dGuo e gerar 8-oxodGuoerhiativamente, o radical peroxila de
timidina também pode ser formado a partir de ragiesoxila de lipideo ou proteina. Uma vez
formado, o radical peroxila de timidina reage cd@ud e gera um dimero instavel. Este dimero
decompde em 8-oxodGuo e 5-HMdU. De maneira alteaad reacdo de dois radicais peroxila
de timidina adjacentes ou a reacao de um radicakip@ de timidina e um radical peroxila de
lipideo ou proteina pode gerag GAg) através do mecanismo de Russell. Portanto, atades
mostraram que o radical peroxila de timidina é gajmoxidar a dGuo e gerar 8-oxodGuo (Goto
et al, 2008).

O hidroperoxido 5-HPMU pode ser formado na ex@asido DNA a radiagdo UVA
(Delatour et al, 1998, Ravanaet al, 2001), na reacéo de timina e radi€H (Cadet, 2006), na
reacdo de radical peroxila e timina (Martini e Teim1997), ou na reacdo de radicais 5-
‘OOPMU e um doador de hidrogénio (Douét al, 2002). Este hidroperéxido é estavel, mas na
presenca de ions metélicos pode decompor em rgoicakila e alcoxila. Tofigh e Frenkel
estudaram os efeitos de ions metalicos livres ladog na decomposi¢cédo de 5-HPMdU (Tofigh e
Frenkel, 1989). Eles observaram que na presenEa‘tleocorria a decomposicéo instantanea de

5-HPMdU a seu élcool (5-HMdU) e aldeido (5-FodUj. al decomposicao de 5-HPMdU na



presenca fons Glfoi dependente do tempo de reacdo e gerou majaritante o aldeido 5-
FodU. A geracédo destes compostos pode envolvanaf@o de radicais centrados no atomo de
oxigénio. Estudos tém demonstrado que fons metalamno F& e Cif*, estdo ligados ao grupo
fosfato do DNA e a alguns aminoacidos de prote{Bagripanti et al, 1991, Colwell e Morris,
2003, Noblitt et al, 2007). Considerando este fato, decidimos estselar Q (1Ag) poderia ser
gerado na reacdo de 5-HPMU e fond*Feu CJ*. Esta hipdtese foi confirmada através da
deteccdo por HPLC/MS/MS do endoperoxido Ad§Biguras 4.24D e 4.25D) (Nardello, et al.,
2005) e do monitoramento da emisséo de luz monawialena regido do IR-préximo\ € 1270
nm) (Figuras 4.19). A deteccédo direta dg(%Ag) através da emissao de luz monomolecular na
regido do IR-préximo foi possivel somente na read@o5-HPMU e F& (Figura 4.19).
Provavelmente, isto deve-se ao alto valor de mieia-ste Q (1Ag) em ACN4; (600 £ 33 us)
(Ogilby e Foote, 19832 ao fato do fon B&ser um bom agente redutor{ge(lll)/Fe*" = 0,11
V) (Halliwell, 2007). J& na reacdo de 5-HPMU &*COuéio foi possivel detectarz(DlAg) atraves
da emissao de luz monomolecular (Figura 4.20), arekmente devido ao limite de deteccao do
equipamento.

Além de Q (1Ag), detectamos por HPLC/MS os produtos da reac@mieMU e F&" ou
CU** (Figuras 4.34 e 4.35, respectivamente). Comoagiirede 5-HPMU e C&(Figura 4.29) ou
HOCI (Figura 4.32), foi possivel detectar o alcbétiMU e o aldeido 5-FoU, gerados na reacao
de 5-HPMU e F& ou C4d". A diferenca na concentracdo utilizada dos metaig proporcdo
obtida de 5-HMU e 5-FoU deve-se a diferente reddide dos metais e aos diferentes
mecanismos de decomposicdo de 5-HPMU na preseriget’deu Cd* (equacdes 20-24, Figura

5.3).



A formacao de 5-HMU e 5-FoU na reacéo de 5-HPM& Ba Cd* possui envolvimento
de intermediarios reativos, como radicaiSOBPMU e 5:OPMU (Figura 5.3). O radical 5-
*OOPMU pode ser formado na reacédo de 5-HPMU & Qaguacdo 20) (Termini, 2000). Um
mecanismo alternativo de geracdo de radiclDGPMU envolve a oxidacdo de €upor 5-
HPMU, gerando Cll e radical 5-OPMU (equacao 21) (Jones e Burkitt, 2003). De fosimdlar,
Fe?* pode reagir com 5-HPMU e produzir radical @MU e F&' (equacdo 22) (Gycet al,
2003). O radical alcoxila de 5-HPMU formado na &Eagom C& (equacdo 21) ou Fe
(equacado 22) pode entdo, abstrair um atomo de dédio de 5-HPMU, gerando radical 5-
"OOPMU e o &lcool 5-HMU (equacdo 23). O*Féormado também pode reagir com outra
molécula de 5-HPMU, regenerar’Fe produzir o radical 590PMU (equacéo 24). Uma vez
formados, os radicais ®OPMU podem reagir entre si e geras C)ﬁg) via mecanismo de
Russell. Esta seria a explicacéo para a detecc@d (&) na reacéo de 5-HPMU e¥fou Ct*
(Figuras 4.24 e 4.25, respectivamente).

Os resultados obtidos confirmam que p(%Ag) pode ser gerado na reacdo de 5-HPMU e
HOCI, Fé" ou Cd*. Concomitante a formagdo de GAy), a decomposicdo de 5-HPMU na
presenca de HOCI, Feou C§* também pode produzir radicais peroxila e alcod@es-HPMU.
Como observado na reacéo de 5-HPMU & ©®e HOCI, a formacdo destas espécies reativas
pode ocasionar o desenvolvimento de danos oxidatimo DNA e consequentemente

desenvolvimento de mutagGes e doengas.



Cu?* + 5-HPMU - Cu* + radical 5-"OOPMU + H* (equacéo 20)
Cu?* + 5-HPMU - Cu*" + radical 5-"OPMU + OH’ (equacéo 21)
Fe** + 5-HPMU - Fe®* + radical 5-"OPMU + OH" (equacéo 22)
radical 5-"OPMU + 5-HPMU - radical 5-"OOPMU + 5-HMU (equacéo 23)
Fe** + 5-HPMU - Fe?' + radical 5-"OOPMU + H* (equacéo 24)

Figura 5.3 Possiveis mecanismos de decomposicdo de 5-HPMiksarga de Clie Fé".

5.6 Lesbes oxidativas produzidas em DNA plasmidialna presenca de 5-
(hidroperoximetil)uracila e fons Cu**

A molécula de DNA é conhecidamente alvo de ROSdgsrano metabolismo celular.
Estudos tém mostrado que entre as RQS(MQ) e os radicais ROCe RO possuem relevante
participacdo nos danos oxidativos produzidos no iNAdet, 2006). Entre as bases do DNA, a
dGuo é o alvo preferencial de ROS, pois possui mompotencial de reducao (1,1-1,24 V) em
pH 7 (Burrows e Muller, 1998). Como a dGuo é a bdseDNA com o menor potencial de
reducdo, ela é a Unica que possui significantéviéatle em relacéo aozcl)lAg) (Martinez et al,
2002, Ravanatet al, 2006). A dGuo também pode ser oxidada por radR€D, como radical
peroxila de lipideo (Adarret al, 2000, Remmen e Richardson, 2001, Lénal, 2004), radical
peroxila de proteina (Luxforcet al, 1999, Luxford et al, 2000) ou radical peroxila de timina
(Goto, et al, 2008). Tanto na oxidacdo de dGuo paor (&]Ag) guanto por radical ROQo
principal produto formado é 8-oxodGuo.

Como foi demonstrado que 5-HPMU é uma fonte ebtdeeQ (1Ag) e radicais 5-
‘'OOPMU e 5'0PMU, decidimos estudar se estas espécies reapie@®riam causar

fragmentacdo direta ou modificacdo de base na milalédo DNA plasmidial (pBR322). Os



resultados de captacao quimica cie(J@g) com AVS (Figura 4.25) mostraram que a reacdo-de 5
HPMU e fons Ct gera Q (1Ag), possivelmente através de um mecanismo envolvendo
formacdo de radical 5OPMU e/ou radical 50PMU (equacdes 20 e 21, Figura 5.3). Estes
radicais sdo altamente reativos (Koppenol, 1990 possuem um alto potencial de reducéo
(E> ROO’, H'/ROOH =1 V; B’ RO, H/ROH = 1,6 V). Além disto, estudos mostram que a
especificidade dos radicais RO®RUJ esta relacionada a um alto valor de meia-vidagmaieia
ROO = 7 s; meia-vida RO= 10° s) (Pryor, 1986), tornando possivel a difuséoesestdicais e
o0 ataque a alvos “distantes”. Devido a alta reddigie e especificidade dos radicais R@®RJ,
danos oxidativos, como modificacdo de base, quédbifita, formacdo de sitios AP ou formacgéo
de adutos com as bases tém sido observados poeriosigrupos de pesquisa (Burrows e Muller,
1998, Cadetet al, 2002, Douki et al, 2002, Honget al, 2007, Gotopet al, 2008).

Os resultados da incubacdo de pBR322, 5-HPMU %, @ariando a concentracdo do
metal (10 e 100 pM) (Figura 4.37) ou utilizandovsotes tratados com ChelefFigura 4.36),
mostraram claramente o aumento da forma OC e andigdio da forma SC. O aumento da
porcentagem da forma OC esta relacionada a mabolupéo de radicais ®OPMU e/ou 5-
‘OPMU, que podem ocasionar quebra de fita simpld3Nia. Resumidamente, 0 mecanismo de
formacdo de quebra de fita simples e dupla do DNAiGado pela abstracdo de um dos sete
atomos de hidrogénio da desoxirribose, levandaradgdo de um radical centrado no atomo de
carbono. Apds subsequentes reacdes, ocorre clivdgsrntigacdedN-glicosidica e fosfodiéster,
gerando as formas OC e L (Pogozelski e Tullius8L9Bortanto, como os radicais GOPMU
e/ou 5°0OPMU séao fortes agentes oxidantes, eles podemmiagte abstrair um dos atomos de
hidrogénio da desoxirribose e gerar as formas QC M&o foi investigado neste trabalho qual

atomo de hidrogénio da desoxirribose foi abstrgielos radicais de 5-HPMU. Sabe-se que ha



uma preferéncia do radicdDH em abstrair os atomos de hidrogénio da desbage (H-5'>H-
4'>H-3'=H-2'=H-1") (Balasubramanigret al, 1998). A facilidade de abstracdo é influenciada
pela forca da ligacdo C-H e pela acessibilidadatdmo de hidrogénio. No entanto, ndo sabemos
qual dos atomos de hidrogénio abstraido foi respatspela formagcdo de quebra de fita do
DNA. Resultados similares de formacdo de quebrditdesimples e dupla também foram
relatados por outros autores na incubacdo de DN&npdial com hidroperdxido de lipideo
(Yang e Schaich, 1996), com radical peroxila de BA@@arkin e Burcham, 1997) e com
hidroperéxido de timidina (Martini e Termini, 1997)

Os resultados variando a concentracdo de 5-HPMUW@ma 25 uM (Figura 4.38) nao
mostraram diferenca significativa da porcentagenfod@ma SC. No entanto, comparando-se a
incubacdo uM de 5-HPMU (linha 6, Figura 4.38 A e 4.38B) com d@5uM de 5-HPMU
(linhas 7 e 8, Figura 4.38A e 4.38B) podemos olaseque ha uma diminui¢do significativa da
forma SC, quando aumentou-se a concentracdo devBJHPoi possivel observar inclusive a
presenca da forma L em concentracdes superiorggvade 5-HPMU (linhas 7 e 8, Figura 4.38
A e 4.38B). Podemos concluir que a diminuicdo denfoSC e o aumento da forma OC podem
estar relacionados a producdo de radicais per@xicoxila de 5-HPMU. Os resultados
reforcam a hipétese de geracdo de radica®®PMU e/ou 5OPMU, além da geracdo de O
(') na reacado de 5-HPMU e €u

Um segundo objetivo era investigar se estava enda modificacdo de base, além de
fragmentacdo da molécula do DNA em baixas conagigsade 5-HPMU. Para isto, foi feita a
incubacdo de pBR322, 5-HPMU (10 ou 25 pM) €'Qd0 pM) na presenca das enzimas de
reparo FPG e NTH (Figura 4.39). As duas enzimaaragp o0 DNA por meio de um mecanismo

de excisdo de base, sendo que ambas possuem ddivitiaosilase e AP endonuclease. A



atividade glicosilase faz com que a enzima recamtzease modificada e clive a ligagdo
glicosidica, gerando sitios AP. A enzima com a#del AP-endonuclease cliva o sitio AP na
posicao 3'da desoxirribose, produzindo uma extrageds’-fosfato e outra extremidade 3’ com o
residuo da desoxirribose. Na presenca da enzimeobME H, € possivel verificar a formagéo de
purinas ou pirimidinas oxidadas. Uma vez que arneazieconhece a base oxidada, ocorre a
clivagem da ligacdo fosfosdiéster entre o residootendo a modificagdo e outro residuo
adjacente. Isto ocasiona quebra de fita do DNAapasecimento das formas OC e L.

Os resultados obtidos na incubacéo de pBR322, 51PN pM) e Ca* (10 pM) (linha
5, Figura 4.39A e 4.39B) com,B e na presenca de FPG mostraram um aumento saiivifi da
porcentagem da forma OC e uma diminuicdo da for@aCntudo, a incubacdo com® e
com NTH né&o apresentou diferenca significativa aecgntagem de OC e SC (linha 5, Figura
4.39A e 4.39B). Como foi observado na incubacdpBR322+ Ca* + 5-HPMU (1, 10 e 25 uM)
(Figura 4.38), na incubacéo com 25 uM de 5-HPMUH® e na presenca de FPG ou NTH
(linha 6, Figura 4.39A e 4.39B) também né&o ocodiéerenca significativa na formacéo do DNA
OC, confirmando que a concentragdo do metal éalrpara o aumento da decomposicdo de 5-
HPMU.

A andlise dos resultados obtidos na presenca dasande reparo FPG e NTH mostra
gue possivelmente ocorre modificacdo de base egd@di fragmentacdo do DNA (Lirat al,
2004). Como a FPG foi a Unica enzima ativa no regar DNA, podemos concluir que ocorreu
oxidacao preferencial da dGuo a 8-oxodGuo, pos legse possui 0 menor potencial de reducéo
e é mais susceptivel a oxidacdo pqr(@g) (Ravanatet al, 2004, Cadetet al, 2006) e por
radicais 5-OOPMU e 5-OPMU (Luxford et al, 1999, Adamet al, 2000, Luxford et al, 2000,

Gotg et al, 2008). Além disto, devido ao potencial de redugad-oxodGuo ser 0,5 V menor



gue da dGuo (Burrows e Muller, 1998) também poderec oxidacdo de 8-oxodGuo a Oz, Oxa,
e Sp na reacdo comZdAg) (Duarte et al, 2000, Martinezet al, 2002, Martinezet al, 2007)
e/ou radicais 500PMU e 5-OPMU (Adam et al, 2002). Logo, a atividade de reparo da FPG
pode estar relacionada a formacédo de 8-oxodGuo prattutos de oxidacdo da 8-oxodGuo
(Cadet,et al, 2002). Os resultados obtidos na presenca da arménreparo FPG mostraram a
formacdo de modificacdo de base, especialmentagiidde purinas. J& em altas concentracdes
de 5-HPMU ou Ct' e na auséncia das enzimas, ocorre a formacda dieetuebra simples e
dupla da fita do DNA, o que pOde ser visualizadda pgresenca das formas OC e L,

respectivamente.

5.7 Caracterizacdo de 5-(hidroperoximetil)uracila,5-(hidroximetil)uracila e 5-formiluracila
por HPLC/MS/MS

A deteccéo por HPLC/MS de 5-HPMU e dos produtosietmmposicdo de 5-HPMU, 5-
HMU e 5-FoU, foram essenciais para confirmarmogragio destes compostos (Figuras 4.29 a
4.33). Uma adicional confirmacgédo da identidade dednde 5-HPMU, 5-HMU e 5-FoU foi
obtida através de fragmentacgé&o induzida por cos@io moléculas de argénio, no espectrometro
de massa (Figuras 4.31). Cada composto foi dete@ddagmentado separadamente. A analise
dos ions fragmento de 5-HPMUuhfz 159) (Figura 4.31A) e 5-HMUn{/z 143) (Figura 4.31B)
indicou a presenca majoritaria do ion fragmento coinl25. J& o espectro de massa dos ions
fragmento de 5-FoU (Figura 4.31C) possui intenens €omm/z98, 70 e 71. Analisando os ions
fragmento de cada composto, foi proposto um mecenide fragmentagdo para 5-HPMU
(Figura 5.4A), 5-HMU (Figura 5.4B) e 5-FoU (FigwsaC). Neste mecanismo, foi proposto que

a molécula de 5-HPMU (Figura 5.4A) pode estar pratia (n/z159) no atomo de oxigénio do



grupo peroéxidal) ou no atomo de nitrogénio da ami@. Estes ions estdo em ressonancia e
podem fragmentar no espectrdometro de massa de fdifer@nte. O ion moleculail) pode
perder HO, e gerar o ion fragment®) comm/z 125. A perda neutra de,8, € comum em
hidroperoxidos orgéanicos e ja foi relatada em autrabalhos (Pulferet al, 2004, Ronseinet
al., 2009). No entanto, 5-HPMU também pode estar nadado ion moleculaf2), que pode
sofrer uma cisdo homolitica da ligacdo O-O, geramttm fragment@4) comm/z142 e o radical
'OH. Comparando-se a energia de ligacédo entre ooatientarbono e o &tomo de oxigénio (C-O
= 84 kcal/mol), ou entre nitrogénio e oxigénio (N=G3 kcal/mol) ou flior e oxigénio (F-©44
kcal/mol), pode-se observar que a energia de l@agére atomos de oxigénio do grupo perdxido
€ menor (O-G= 34 kcal/mol) (Back, 2006, Ronseiet al, 2009). Logo, a clivagem homolitica da
ligacdo O-O do peréxido 5-HPMU pode ocorrer. Embarealivagem homolitica da ligacdo O-O
seja favoravel, ndo foi observado o ion fragmési@om alta intensidade (Figura 4.31A). Isto se
deve a baixa estabilidade do ion fragmer)oAnalisando o espectro de massa (Figura 4.31A) e
0 mecanismo de fragmentacao de 5-HPMU (Figura Spd&lemos concluir que a perda dgb
é favorecida em relacdo a perda @&l, pois o ion fragment(8) (m/z125) é mais intenso que o
ion fragmentdq4) (m/z142). Além disto, podemos inferir que a molécidebeHPMU é detectada
no espectrémetro de massa predominantemente na fwron moleculafl) (m/z159).

O alcool 5-HMU (Figura 4.31B) foi detectado atradésion molecula(5) comm/z143.
O ion moleculaf5) pode perder uma molécula de agua e gerar o igméato(6) comm/z 125
(Figura 4.31B). O ion fragmeni{®) é estavel, conferindo grande intensidade ao pico ro/z
125. A perda de 4gua é uma fragmentacdo conhegidespectrometria de massa e € utilizada

frequentemente para identificar a presenca de lalBomsein et al, 2009).



A analise de aldeidos por espectrometria de mass&ranque € comum detectar o ion
fragmento proveniente da perda do grupo aldeidsta ferda corresponde a 29 u.m.a e ocorre
apos o rompimento da ligacdo entre o carbono daonda e o carbono adjacente, devido a
protonacdo do atomo de oxigénio da carbonila. Coro foi observado o ion fragmento
referente a perda do grupo aldeido, concluimosagom®lécula de 5-FoU estava protonada em
um grupo funcional diferente do grupo aldeido (Fg6.4C). Propusemos que 5-FoU estaria
protonado no atomo de nitrogénio localizado ensrelias carbonilas, gerando o ion molecular
(7) comm/z141 (Figura 5.4C). Apos protonar, o ion molec(fapode perder o grupo -CHNO e
gerar o ion fragment(8) comm/z98. A perda do grupo -CO do ion fragme(@pgera os ions
comm/z70(9, 10 e 11)em/z71, sendo que o ion com/z71, provavelmente é formado apos
rearranjo intramolecular de atomo de hidrogéniovife alta intensidade do ion fragmento com
m/z 70, pode-se concluir que a molécula detectaddd@edsLogo, a analise da estabilidade dos
fons em ressonancia cam'z 70 (9, 10 ou 11)indica que o ion detectado refere-se a molécula
(10), pois o ion(10) é um carbocation secundario e, portanto € maigsedsjae os demais (io®s
e 11). Deste modo, podemos concluir que os resultaddsagimentacado por espectrometria de
massa entandemforneceram evidéncias adicionais da identidadeigai de 5-HPMU, 5-HMU
e 5-FoU. Além disto, a deteccéo e caracterizac@dph.C/MS/MS dos produtos formados na
reacdo de 5-HPMU e ¢e HOCI, Fé* ou Ci*, que sdo o &lcool 5-HMU e o aldeido 5-FoU,

auxiliou no estudo do mecanismo envolvido na geragiQ (1Ag) nestas reacoes.
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6 Conclusdes

Os resultados obtidos forneceram provas inequivdadsrmacéao de glAg) produzido
na reacdo de 5-HPMU e €através do mecanismo de Russell. Neste mecansmescao de
dois radicais peroxila pode gerar um intermedideiwadxido linear, que decompde por um
mecanismo ciclico em uma molécula dg(mg), um alcool (5-HMU) e um aldeido (5-FoU).

A decomposicdo de 5-HPMU na presenca de HOCI tampgoduziu Q (1Ag). O
mecanismo envolvido possivelmente possui a pagipéip de um intermediério clorado, formado
a partir da transferéncia de um atomo de cloro @CHpara 5-HPMU. Adicionalmente, a
geracdo de ©('Ay) foi comprovada na reagdo de 5-HPMU e jon§ Be C*, que sdo fons
potencialmente importantes em sistemas biol6gidssmecanismos de formacéo de(@,) na
reacdo de 5-HPMU e HOCI, ¥ee CU#* possivelmente possuem participacdo de radicais 5-
‘OOPMU e 5-OPMU.

0N} (1Ag) e os radicais peroxila e/ou alcoxila de 5-HPMUWagdes na incubacédo de 5-
HPMU, CU/* e DNA plasmidial foram capazes de produzir moeiféo de base e quebra simples
da fita do DNA.

Em resumo, pode-se concluir que 5-HPMU é uma patefante intramolecular de O
(1Ag) e radicais peroxila e/ou alcoxila. Além da poskgeracao de ﬂlAg) a partir da reacao de
dois radicais 500PMU via mecanismo de Russell, devemos ressaltar qugl(éé@ também
pode ser gerado através deste mecanismo a partgagdo de um radical ®OPMU e um
radical peroxila de lipideo ou proteina, desde godos sejam derivados de hidroperoxidos
primarios ou secundéarios. Combinadas ou isolagktas espécies reativas podem gerar danos
oxidativos no DNA, gue se nédo forem reparados pddear ao desenvolvimento de mutacdes e

diversas patologias.
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7 Perspectivas

A integridade da molécula de DNA é essencial para manutencdo das funcdes
bioquimicas em qualquer ser vivo. A presenca deslaridativos no DNA pode ocasionar uma
série de maleficios e talvez a longo prazo, podarlao desenvolvimento de graves doencas,
como cancer e doengas neurodegenerativas. Portargesencial um estudo detalhado dos
mecanismos envolvidos na oxidacdo da molécula da.DN

Nas ultimas décadas, o mecanismo de oxidacdo da €éGlos produtos formados tem
sido extensivamente estudado. Entre os produtaxidacédo formados, a 8-oxodGuo € a leséo
mais estudada e possivelmente € obtida com o mendiimento na oxidacdo da dGuo par O
(1Ag). No entanto, ha outros danos oxidativos que pagsmfiormados no DNA e que podem ser
igualmente lesivos, como os hidroperoxidos de @ms hidroperoxidos de timina representam
um risco para o DNA, poig vitro sdo compostos extremamente estaveis, especialfhente
HPMU.

Embora seja um hidroperéxido estavel, 5-HPMU padeompor e gerar espécies
reativas, como @(1Ag), radical peroxila e radical alcoxila. Uma vez agias, estas espécies
reativas podem oxidar bases adjacentes, levandmpagacdo do dano oxidativo no DNA. Além
da geracdo de espécies oxidantes, a decomposicab-HeMU pode gerar compostos
mutagénicos, como 5-HMU e 5-FoU. Os resultadosdobtineste trabalho abrem perspectivas
sobre a de geragdo intramolecular dg(bg) no DNA a partir de 5-HPMU. Além disto, ha
possibilidade de oxidacdo da molécula de DNA pdices peroxila e alcoxila de 5-HPMU.
Portanto, o entendimento do mecanismo de oxidaga®MNA, mediado por 5-HPMU, abre
perspectivas para o estudo de lesbes oxidativasattas em sistemas mais complexos, como

oligonucleotideos, oligonucleosideos e DNA celular.
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APENDICES
Apéndice A - Analise de 5-(hidroperoxi)metiluracilapor RMN
O hidroperoxido 5-HPMU (5 mg) foi solubilizado edG8ul de DMSO«¢s e analisado por
RMN de'H, °C, COSY e HMBC (Figuras A-1 a A-4, Tabela A-1) em aspectrémetro de 500

MHz DRX500 da Bruker — Biopsin (Alemanha).
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Figura A-1. Espectro de RMN dtH de 5-HPMU.
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Figura A-2. Espectro de RMN d¥C de 5-HPMU.

Tabela A-1. Deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogécénmno de 5-HPMU

Posicar Deslocamento quimico ¢H (ppm | Posicdr Deslocamento quimico ¢“C (ppm
a 11,120 (s) 1 151,23!
b 10,905 (d) 2 163,74
c 7,479 (d) 3 106,98¢
d 4,471 (s) 4 142,69:
e 4,471 (s) 5 69,88¢
f 11,575 (s)

s = singleto, d = dubleto
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Figura A-3. Espectro de COSY de RMN de 5-HPMU.
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Figura A-4. Espectro de HMBC de RMN de 5-HPMU.
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Apéndice B - Célculo do rendimento de oxigénio matelar singlete

O rendimento de glAg) foi calculado através da decomposicao termicaldeNGO,, um
endoperéxido derivado de naftaleno hidrossoluvéjuid A-5). A decomposicdo térmica de
DHPNQ; a 37°C pode gerar ©('Ag) com um rendimento de 59 % £ 5,02 x 10 M x s%). A
emissdo de luz monomolecular de éAg) na regido do IR-proximoA(= 1270 nm) foi
monitorada durante a decomposicao térmica de 21daMdHPNQ (em DB,O) por 4000 s a 37
°C (Figura A-5). A area da regido de emissao deehiavel (250 a 450 s) foi integrada com o
objetivo de se estabelecer uma correlacdo entralar de area e a quantidade dg (@g)
produzida. Posteriormente, o valor da area daicanée emissdo de luz de dAg) gerado na
reacdo de 5-HPMU e ¢e(Figura 4.10) ou HOCI (Figura 4.16) foi comparanon o valor de
area obtido na decomposicao térmica de DHPIXB0 a 450 s) e finalmente, calculou-se o

rendimento de ©(*A).
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Figura A-5. Emisséo de luz monomolecular dg @) na regido do IR-préxima\(= 1270 nm)

monitorada na decomposicao térmica de DHPNé€alizada a 37C durante 4000 s.









