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Resumo

O oxigénio molecular eletronicamente excitado ao estado singlete 'Aq ('05)
€ bastante reativo frente a moléculas organicas com alta densidade eletronica. As
reagbes do 'O, com o acido desoxirribonucleico (DNA) tém sido estudadas
extensivamente, uma vez que, provocam lesdes que tém sido relacionadas com
diversos processos citotoxicos e patologicos.

Esse trabalho visou estudar os mecanismos pelos quais ocorrem o0s
processos de oxidagdao de bases do DNA por '0,. Para isso, um parametro
essencial foi a identificagdo dos produtos de oxidagdo gerados na reagao dessa
biomolécula com '0,.

Foi desenvolvida uma fonte de 'O,, com carater ndo-idnico, preparada com
oxigénio-18 molecular e a N,N-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)
dipropanamida (DHPN'0,). A fonte é capaz de gerar 'O, isotopicamente
marcado (*°['0,]).

A incubagao de DNA de timo de bezerro e células de fibroblastos com os
endoperoxidos hidrofilicos do 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropanoato de s6dio (NDPO,)
e da N,N-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida (DHPNO,),
como fontes puras de 'O,, mostrou que a 8-oxo0-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
(8-oxodGuo) é a lesdo majoritaria. Quando o DHPNO, foi usado, niveis mais altos

de 8-oxodGuo foram detectados devido ao seu maior rendimento de formagao de

'0ze por ser capaz de penetrar em células. O uso do DHPNwa na incubacgao de
células demonstrou que o 'O, lesa diretamente o DNA nuclear e forma 8-oxodGuo
com oxigénio-18 incorporado.

A identificagao dos principais produtos de oxidagdo da 8-oxodGuo por 'O,
ou *['0,] foi feita usando analises de HPLC e espectrometria de massas em
tandem com ionizagao por electrospray. Dessa forma, a imidazolona, oxazolona e
os diastereoisomeros da espiroiminodihidantoina marcados com oxigénio-18
foram detectados. Além disso, foi caracterizado um nucleosideo modificado que
exibe as caracteristicas da guanidinohidantoina oxidada.

O uso do EAS para captacao de 'O, em sistemas aquosos e deteccdo do

produto EASO2 por HPLC e espectrometria de massas possibilitou mostrar que a

decomposicac espontanea de ONOO- nado gerava 'O;.
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Resumo

O trabalho desenvolvido contribuiu na elucidagdo de algumas propostas
fundamentais para esclarecer os mecanismos que envolvem a geragdo do 'O, e
sua interagao com o DNA. A compreensdo desses processos é importante para

desvendar fendbmenos biolégicos importantes como envelhecimento e cancer.
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Abstract

Singlet oxygen ('0.,) exhibits a substantial reactivity towards electron-rich
organic molecules. Since DNA damage has been related to aging, cancer and
other cytotoxic effects, its reaction with '0, have been extensively studied.
Although, the mechanism and products of these reactions are not yet completely
elucidated.

The aim of the present work was to study the mechanism of DNA oxidation
by '0,. Emphasis was placed on the identification of the main products generated
by the reaction of 'O, with DNA.

For this purpose, we developed a water-soluble naphthalene endoperoxide,
the DHPN'0,, whose thermodecomposition leads to the formation of isotopically
labeled singlet oxygen ("°['O2]).

Calf thymus DNA and fibroblast cells were incubated with the hydrophilic
endoperoxides NDPO, and DHPNO,, as chemical generators of pure 'O,. It was
found that 8-oxodGuo is the major '0O,-mediated DNA damage product. In order to
demonstrate that 'O, is directly involved in the formation of 8-oxodGuo, the
DHPN'0, was used. Incubation of the cells with such a generator of *['0y]
resulted in the formation of '®O-labeled 8-oxodGuo in the nuclear DNA, clearly
demonstrating that '0,, when released within cells, is able to directly oxidize
cellular DNA.

The qualitative identification of the '0,-oxidation products of 8-oxodGuo was
achieved using HPLC coupled to electrospray ionization tandem mass
spectrometry. Thus, the ['®OJ-labeled and unlabeled imidazolone, oxazolone,
together with the diastereoisomeric spiroiminodihydantoin nucleosides, were
detected as the main degradation products. In addition, a modified nucleoside that
exhibits similar features than those of the oxidized guanidinohydantoin molecule
was also produced.

In this way, we contributed in the elucidation of some proposals of great

importance to clarify the mechanisms that are involved in the interaction of 'O,
with DNA.
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1 Introdugéo

1.1 Espécies reativas de oxigénio e implicagoes biolégicas

O bom funcionamento celular depende de uma série de fatores e de
condigdes que possibilitem que os processos ocorram de forma ordenada e
integrada. As biomoléculas desempenham um importante papel na estruturagao,
metabolismo e divisdo celular, logo, a integridade e quantidade apropriada dessas
moléculas devem ser mantidas.

Em fungdo de sua estrutura quimica, uma biomolécula pode ser mais ou
menos susceptivel a modificagdes por certos agentes, de origem endogena ou
exogena, presentes no meio celular.

Os. organismos aerobicos apresentam uma enorme vantagem metabdlica,
pois, a oxidagao completa da glicose a dioxido de carbono e agua gera em torno
de 36 moléculas de ATP. O maior parte do oxigénio (85-90%) consumido pelas
células de mamifero é reduzido a duas moléculas de agua pela citocromo oxidase
na mitocondria. Existem ainda, varias enzimas como oxidases e oxigenases que
sdo responsaveis pelo consumo de cerca de 10-15% do oxigénio captado
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Entretanto, uma pequena parte do oxigénio pode
gerar espécies reativas (ROS). Essas espécies ndo sdo necessariamente radicais
e podem ser formadas através de reagdes de transferéncia de energia ou de
elétrons para o oxigénio molecular no estado fundamental.

A geragao de ROS por transferéncia de elétrons pode levar a formagéo do
anion radical superoxido (O;"") pela adicdo de um elétron e do perdxido de
hidrogénio (H,0,) pela adigdo de mais um elétron ao O,". Essas espécies sao
moderadamente reativas, porém, a interagao com outros componentes presentes
no meio celular, como ions Fe”*, pode levar & formagao de produtos muito mais
reativos como o radical hidroxila ("OH). E estimado que cerca de 1-2% do
oxigénio consumido pela cadeia respiratéria da mitocéndria sofre redugao por um
elétron pela NADH desidrogenase ou pela coenzima Q gerando O," (Kowaltowski
e Vercesi, 1999).

O oxido nitrico (NO®) é um radical livre produzido fisiologicamente por uma
classe de enzimas denominada Oxido nitrico sintases. Apesar do carater

radicalar, o NO® & pouco reativo. Porém, a interagdo do NO* com o O, gera um
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potente oxidante, o peroxinitrito (ONOO’), que pode reagir por via iGnica
envolvendo a transferéncia de dois elétrons ou formar radicais livres a partir da
homolise da ligagao peroxo. Foi proposto, por muito tempo, que o ONOO
protonado (ONOOH, pKa = 6.6) era capaz de formar um isOmero frans com
potencial de oxidagdo e reatividade similares ao ‘OH. Alguns trabalhos, no
entanto, tém mostrado que, quando protonado e em auséncia de substratos, o
ONOOH se decompde e gera o “OH e o radical di6xido de nitrogénio (Coddington
et al., 1999).

A geracao de ROS por transferéncia de energia leva a formagao do
oxigénio eletronicamente excitado ao estado singlete. Esta espécie é um potente
oxidante frente a compostos contendo alta densidade eletrénica.

Além do metabolismo aerbbico, fontes ambientais como poluigéo, radiagcado
e metabolismo de xenobibticos contribuem para formagdo de ROS e outras
espécies, como os compostos carbonilicos eletronicamente excitados ao estado
triplete, que também podem participar de processos que levam a danos
biomoléculas (Cilento, 1982).

Estando a célula exposta a tantos agressores sua sobrevivéncia depende
de uma linha de defesa antioxidante eficiente. Esse importante papel é
desempenhado por enzimas como superoxido dismutases, glutationa peroxidase
e catalase e por compostos biol6gicos como carotendides, tidis e vitaminas E e C.
Existem ainda sistemas enzimaticos de reparo para corrigir lesées provocadas por
espécies que superaram essa primeira barreira de defesa antioxidante (Halliwell e
Gutteridge, 1990; Di Mascio et al., 1991).

Quando ocorre um desequilibrio e a geragdo dessas espécies reativas se
sobrepde as defesas antioxidantes, ocorre um fendmeno conhecido como
estresse oxidativo (Sies, 1986).

Estas espécies sdo capazes de lesar biomoléculas disparando processos
de peroxidagao lipidica, despolimerizagdo de agucares, inativagdo de proteinas,
oxidagdo de bases e quebras de fitas do DNA. Esses processos levam ao
envelhecimento, aparecimento de tumores e cancer, doengas inflamatorias e
outras numerosas enfermidades.

Por outro lado, existem processos celulares nos quais a geragao dessas

espécies em quantidades controladas pode ser utilizada em situagdes fisiolégicas,
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como o NO® na neurotransmisséo, resposta imunologica e controle de pressao
sanguinea, o Oy no processo de fagocitose e o H;O, na biossintese de
hormonios da tiredide em animais e na sintese de lignina em plantas. Outros
processos, como de sinalizagao celular, relacionados com a ativagao de proteinas
quinases efou inativagdo de proteinas fosfatases poderiam, também, ser
mediados por ROS. Nesse caso, espécies com reatividade mais seletiva seriam
mais adequadas em relagao aquelas que produziriam um dano indiscriminado
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

1.2 Oxigénio

O oxigénio tem sido reconhecido como uma substancia quimica desde os
trabalhos de Scheele e Priestley no século XVIII. Por volta de 1774, Scheele, um
farmacéutico sueco, observou um gas que mantinha a respiragdo, porém, o
manuscrito relatando sua descoberta foi publicado posteriormente em 1777. Isso
permitiu que Priestley, um homem do clero inglés, publicasse primeiro, em 1776,
observagdes similares sobre o0 aquecimento do o6xido de mercurio.
Independentemente da verdadeira cronologia da descoberta desse elemento,
somente a partir de 1787 ele foi denominado oxigénio, que significa gerador de
ééido, por Lavoisier, que acreditava que todos os acidos continham oxigénio (Ho
et al., 1995).

Desde esses primeiros trabalhos, informagbes valiosas sobre o oxigénio
foram sendo descobertas. Avogadro, em 1811, relatou que o oxigénio é uma
molécula diatémica. Faraday publicou em 1848 que o oxigénio apresentava
propriedades paramagnéticas que eram diferentes de outros gases como
nitrogénio e hélio. Mulliken, em 1928, mostrou que as propriedades
paramagnéticas do oxigénio eram devidas a sua configuragao eletronica.
Herzberg, analisando o espectro solar em 1934, descobriu 0 oxigénio em um
estado de energia maior e o relatou como oxigénio singlete (Min e Boff, 2002).

A forma mais abundante de oxigénio elementar € sua molécula diatdmica e
gasosa que representa cerca de 21 % por volume de ar seco. Os atomos de
oxigénio na atmosfera sdo compostos de trés isotopos: '°0, YO e ®0O que
representam respectivamente 99,759 %; 0,037 % e 0,204 % da abundancia

isotopica natural relativa (Staschewski, 1974). Os is6topos 7O e "0 e compostos
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que os contém sado valiosos na elucidagdo de mecanismos de reagoes
envolvendo oxigénio. Entretanto, por causa de suas abundéncias naturais
relativas serem baixas, experimentos com essas espécies tém custo elevado (Ho
et al., 1995).

1.2.1 Oxigénio singlete

O oxigénio molecular, no estado fundamental, apresenta seu nivel
eletronico de mais alta energia constituido por dois orbitais degenerados =n*
(orbitais diferentes com a mesma energia) ocupados por dois elétrons, sendo que
cada elétron fica em um orbital =* com spins paralelos, constituindo um estado
triplete (°zy) (Figura 1.1). Esta caracteristica conferiria ao oxigénio uma alta
reatividade, entretanto, sua redugdo direta por dois elétrons com spins

antiparalelos € proibida pela regra de conservagdo de spin, tornando-o

relativamente inerte.

O oxigénio eletronicamente excitado pode apresentar-se em dois estados
distintos, o 1Ag eo 1Zg+, tendo o primeiro energia 22 kcal/mol acima do estado
fundamental e vida-média alta (cerca de 2 a 4 ps em H.O) e o segundo tendo
energia de 37,5 kcal/mol acima do estado fundamental e vida-média muito menor,
decaindo rapidamente para o estado 1Ag (Figura 1.1). Considerando estas
caracteristicas, a unica forma de oxigénio singlete que apresenta interesse em

sistemas biologicos é a forma 'A4, que sera denotado por 'O».
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Estado Orbitais n * Energia (kcal/mol)
1 +
> % {— 37,5
1 - 22,5
Ag i ’
3 -
>, % %

Figura 1.1 Distribuicdo eletrénica nos orbitais moleculares (z) do
oxigénio no estado excitado singlete (%', '4) e no estado

fundamental triplete (*%y).

1.2.1.1 Luminescéncia do oxigénio singlete

Sendo o 'O, uma molécula no estado eletrénico excitado, o decaimento
para o estado fundamental pode ser acompanhado de emissdo de luz. Essa
luminescéncia é extremamente fraca e o rendimento quantico de luminescéncia,
ou seja, a fragdo de moléculas de 'O, que emitem luz ao invés de decair nao-
radiativamente por desativagdo pelo solvente, varia em torno de 10° a 10 (Foote
e Clennan, 1995).

A descoberta da geracdo do 'O, em um sistema quimico, por diversos
grupos independentemente, comegou com a observagdo da luminescéncia na
regido do vermelho do espectro visivel que acompanhava a decomposi¢cdo de
H>O, na presencga de hipoclorito (OCI'). Em 1960, Selinger publicou um espectro
com uma banda estreita em 634 nm. Em 1962, foi sugerido, por Stauff e
Schmidkunz, que essa emissdo poderia ser interpretada como sendo a transigdo
simultanea de duas moléculas de oxigénio no estado excitado singlete (*Ag) para
0 estado fundamental triplete (329') (Khan, 1976).

A investigagdo espectroscopica foi estendida por Khan e Kasha (1963 e

1964), que observaram a presenga de duas bandas de emissdo centradas em
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634 (reacao 1) e 703 nm (reagao 2) para as quais consideraram duas possiveis
interpretagdes: (i) a sugestdo de Stauff e Schmidkunz para transigdo simultéanea
de duas moléculas de oxigénio no estado 1Ag e (ii) o deslocamento da emissao
1Zg+—>3zg' pelo efeito do solvente. Entretanto, a mesma banda de emissédo foi
observada quando oxigénio era produzido por descarga de microondas em fase
gasosa, excluindo, entdo, o efeito do solvente e confirmando a sugestdo da
transicido Oa('Ag) + O2('Ag) — 02°%g) + 02(°%y) (Arnold et al., 1964). Essa

luminescéncia é também conhecida como emissdo bimolecular.

Oz (*Ag)v=0 + 02 ('Ag) v=0 = 2 02 (*Zg Jv=0 + hv (A= 634 nm) (reagdo 1)
02 (*Ag) v=0 + 02 (*Ag) v=0 = 02 (3¢ =0 + 02 (3¢ )s=1 + hv (A= 703 nm) (reagéo 2)

A reacgao do H20; e OCI foi estudada em detalhes e foi mostrado que os
atomos do O, sao fornecidos pelo H,O, (Cahill e Taube, 1952). A constante de
velocidade observada é altamente dependente do pH e apresenta uma variagao
bem definida indicativa da perda de préton no complexo ativado. Estes
experimentos cinéticos e consideragbes teoricas permitiram que fosse proposto o
ataque nucleofilico do HO; sobre o atomo de cloro do acido hipocloroso (HOCI)
no primeiro passo. Essas espécies sofrem quebras heteroliticas formando CIOO"
que se decompde em CI" e 'O, (Aubry, 1991).

A principal transicdo monomolecular do 'O, (reagzo 3) ocorre na regigo do
infravermelho e foi mostrada por Browne e Ogryzlo (1964) também usando o
sistema H,0,/OCI".

0, ('Ag)v=0 —  02(Zg)v=0 + hv (A=1270 nm) (reagio 3)

Foi estudado o efeito dos isétopos O e 'O nessa transigdo e foi
observado que ela ocorre no mesmo comprimento de onda para ambos o0s
isétopos. Porém, para a transi¢cdo O, (1Ag) v=0 = O2 (329') +=1 Observa-se efeito
isotopico. Em CCls, por exemplo, essa transi¢gdo ocorre em A = 1587 nm para o

'0, com isotopos 16 e em A = 1566 nm para 0 'O, com is6topos 18 (Schmidt e
Afshari, 1992).
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1.2.1.2 Tempo de vida

Em 1953, Bowen descobriu que a adigao de pequenas quantidades de
hidrocarboneto reduzia a velocidade de captura do oxigénio na foto-oxidagdo do
antraceno em dissulfeto de carbono. A explicagdo para esse fenomeno foi
mostrada por Foote et al. (1972), que observou a dependéncia da velocidade de
foto-oxidagao do antraceno com o solvente e mostrou que o tempo de vida do 0,
era maior em dissulfeto de carbono do que em benzeno ou metanol (Moroe,
1985).

O tempo de vida do 'O, (t) € muito menor em solugédo (ordem de ps) que
em fase gasosa (45 min a pressdo zero) devido a sua desativagédo por coliséo
com as moléculas do solvente, transformando a energia de excitagao eletronica
do 'O, em energia vibracional do O; e do solvente (Schmidt e Afshari, 1992). Em
particular, solventes que tém ligagbes C-H e O-H favorecem esse processo.
Quando os atomos de hidrogénio sio substituidos por atomos de deutério, o
tempo de vida do 'O, é marcadamente aumentado (Moroe, 1985). Esse efeito foi
observado pela primeira vez por Kearns que observou um aumento no tempo de
vida do 'O, em agua deuterada (Kajiwara e Kearns, 1973).

O tempo de vida foi avaliado para os isétopos *®0 e '®0. Foi observado que
em agua, agua deuterada, etanol e acetona deuterada nao ha efeito isotdpico, ou
seja, o tempo de vida é o mesmo para ambos os is6topos do oxigénio, porém,
para solventes como acetonitrila, cloroférmio e tetracloreto de carbono existe um
pequeno efeito isotopico ('®ty/'%ts) da ordem de 1,2 a 1,4 (Schmidt e Afshari,
1992).

Em fungdo de seu alto tempo de vida, comparado a outras espécies
reativas de oxigénio, o 'O, pode difundir por distancias apreciaveis. Em
monocamadas de estereato foi estimada uma distancia de meia-desativagdo de -
11,5 nm (Schnuriger e Bourdon, 1968). Em solugbes micelares, o comprimento
médio de difusdo do 'O, é consideravelmente maior que a distancia média entre
as micelas e, na auséncia de moléculas que o desativem, o 'O, pode atingir
diversas micelas em seu tempo de vida, sendo estimado um tempo de residéncia
de 2 e 6 ns dentro de micelas de dodecil sulfato de sédio (SDS) e brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB), respectivamente (Lissi et al., 1993).
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Foi avaliada qual seria a distancia que o 'O, poderia difundir em células
antes de reagir ou ser desativado. Para isso, celulas humanas foram incubadas
com dois tipos de fotossensibilizadores (secdo 1.2.1.5.1) com propriedades
espectroscopicas diferentes e capazes de gerar '0,. Foi feita a excitagédo de um
dos fotossensibilizadores com um comprimento de onda que o outro n&o absorvia
e observaram o efeito sobre o outro, chegando a conclusdo que a distancia de
difusdo ficava em torno de 10 a 20 nm (Moan, 1990 e Moan e Berg, 1991).

A concentragao estacionaria para o '0, pode ser determinada levando em
consideragdo sua velocidade de formagdo e difusdo, particdo entre diferentes
microambientes e seu tempo de vida (Lissi et al., 1993). Com base em medidas
da luminescéncia na regido espectral do vermelho, referente a emissao
bimolecular do 'O, foi sugerido um valor de ~10"® M em sistemas biolégicos
(Boveris e Cadenas, 1997).

1.2.1.3 Desativagio do oxigénio singlete

O oxigénio singlete pode ser desativado de duas maneiras: por via fisica
e/ou quimica. Por alterar a importancia relativa de cada um dos processos, o
efeito do solvente deve ser considerado quando ambas contribuem para
desativagao do 'O, (Lissi et al., 1993).

A via fisica envolve a interagao do oxigénio com um supressor que acelera
sua conversdo para o estado fundamental sem consumir o oxigénio ou formar
produto. Existem dois mecanismos principais: transferéncia de energia e
transferéncia de carga. Em ambos os casos, a constante de velocidade
bimolecular de desativagdo do 'O, é denominada kq (reagao 4). Em particular, a
constante de desativagdo do 'O, pelo solvente é denominada ky (reagédo 5) e é

igual ao inverso do tempo de vida (1/7).

0y ('ag) 2Ty 0y (°Zy) (kq) (reagao 4)
02 ('ag) Mt o 0, (%%y) (kg) (reagéo 5)

O mecanismo por transferéncia de energia pode ser exemplificado pela
agdo de carotenos. O B-caroteno, em solventes apolares, interage com o '0, e é

promovido ao estado triplete excitado. A eficiéncia desse processo de
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transferéncia se deve principalmente ao fato da energia de excitagdo do B-
caroteno ficar abaixo da energia do 'O,. O k, dessa reagdo excede 1x10"° M's™.
Isso significa que o processo ocorre em toda colisdo (controlada por difusdo).
Outros carotenos também se mostraram eficientes no processo de desativagéo do
'0,, 0 que pode ser considerado como um papel biolégico importante na protegéo
contra efeitos oxidativos em sistemas fotossintéticos (Foote e Clennan, 1995).

Complexos diamagnéticos de niquel (Il) sdo eficientes supressores de 'O,
pelo mecanismo de transferéncia de energia. Esses compostos sdo usados
comercialmente como estabilizadores em polimeros contra destruicdo de corantes
por processos oxidativos e se tornaram importantes no campo de estocagem ética
de dados. Complexos de ditioleno de niquel tém sido aplicados em discos
compactos de gravagao como inibidores da destruigao, pelo laser ou pela luz
solar, dos corantes de cianina presentes na camada de gravagido (Beutner ef al.,
2000).

Compostos ricos em elétrons representam a segunda classe de
supressores. Foi sugerida que a conversdo do 'O, para o estado fundamental é
acelerada pela transferéncia parcial de carga com esses compostos (Foote -e
Clennan, 1995). _

Em geral, aminas sdo bons supressores fisicos por transferéncia de carga,
embora algumas possam sofrer reagdo com o 'O, (Moroe, 1985). A eficiéncia de
desativaczo do 'O, pelas aminas aumenta conforme o potencial de ionizagéo da
amina diminui, seguindo, em geral, a ordem de eficiéncia: terciaria, secundaria,
primaria (Lissi et al., 1993). Em particular, o 1,4-diazobiciclo[2,2,2]octano
(DABCO) tem um baixo potencial de oxidagdo comparado com outras aminas e,
portanto, desativa o 'O, eficientemente sem sofrer qualquer reagdo (Foote e
Clennan, 1995). Além disso, solventes que possuem a caracteristica de estabilizar
uma carga ou um dipolo em fungdo de seu efeito dielétrico e que ndo sejam
doadores de proton, favorecem o processo (Encinas et al., 1987).

A azida de sbédio (NaNj3) também €& um potente supressor fisico por
transferéncia de carga. O k, da azida em agua deuterada é 4,78x10° M's™ e esse
valor pode variar em fungdo do solvente (Li et al., 2001). Em solug&o aquosa, o
PH e a concentragéo de sal influenciam o processo. O valor de kq diminui em pH

menor que 5,5 pela protonagado da azida e formagao do acido hidrazéico, cuja
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constante de desativagdo é pelo menos duas ordens de magnitude menor
comparada a constante do ion azida. O aumento da forga ibnica da solugao
aumenta a velocidade de desativagdo. Esse efeito pode ser importante em
solugbes-tampac e reagbes que ocorrem nas proximidades de interfaces
carregadas. Além disso, outros ions inorganicos, como nitrito e iodeto, também
podem agir como supressores fisicos de 'O, por transferéncia de carga (Lissi et
al., 1993).

Na via quimica ha consumo de oxigénio e formagao de produto. Em geral,
as reagdes quimicas do '0, com compostos insaturados levam a formagao de
hidroperdxidos alilicos, dioxetanos e endoperoxidos (Figura 1.2). Nessas reagdes
o '0, se comporta como um reagente eletrofilico e o padrdo de reatividade é
semelhante aquele exibido por etileno com substituintes eletronegativos (Foote e
Clennan, 1995). A constante de velocidade de reacgéo do 'O, com relagdo a um

substrato qualquer (S) é denominada k; (reagao 6).
02 ('Ag)+S ——> SO; (k) (reagio 6)

A formacgao de hidroperoxidos alilicos ocorre via reagdo do tipo “ene” e tem
em geral uma baixa energia de ativagdo (<20 kJ/mol), & estereoespecifica e
ocorre de forma suprafacial envolvendo a abstragdo do hidrogénio alilico
perpendicular ac eteno na conformagado molecular de mais baixa energia e ataque
do oxigénio pela mesma face.

Etenos com baixos potenciais de ionizagdo que nado tem hidrogénios
alilicos reagem com 'O, formando dioxetanos. Esse tipo de reagdo é
estereoespecifica e geralmente ocorre via cicloadigdo (2+2).

Oxigénio singlete comporta-se como um poderoso diensfilo na cicloadi¢ao
do tipo Diels-Aider (4+2) gerando endoperoxidos. A estabilidade desses
compostos € bem variada, pois depende da estrutura do substrato (Gilbert e
Baggott, 1991).
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A Reagao do tipo “ene”

= O

H H™

hidroperéxido

B Cicloadigao [2+2]

|+ 0, — [

dioxetano
C Cicloadigao [4+2]
= O
+ 0, — L
Lo 3
endoperoxido

Figura 1.2 Tipos de reagbes do 'O, com compostos insaturados. (A)
Reacéao do tipo “ene” formando hidroperéxido. (B) Cicloadigdo [2+2]

formando dioxetano. (C) Cicloadigao [4+2] formando endoperoxido.

Com relagdo aos possiveis alvos biologicos do '0,, importantes

biomoléculas como acidos graxos insaturados, proteinas e DNA sdo susceptiveis

a oxidag&o devido a alta reatividade dessa espécie frente a moléculas organicas
ricas em elétrons (Sies, 1993, Menck et al., 1993 e Di Mascio ef al., 1995).

1.2.1.4 Detecgdo do oxigénio singlete

1.2.1.4.1 Captadores quimicos

Considerando a reatividade do 'O, frente a diferentes compostos, uma das

maneiras de detecta-lo € fazendo uso de captadores quimicos, cujo produto de

reagado possa ser facilmente detectado em baixas concentragées. A eficiéncia de

um captador quimico depende principalmente da sua reatividade com 'O, e a sua
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solubilidade no solvente de interesse. A reatividade de uma substancia em
relagdo ao 'O, também pode ser expressa por seu valor B, que é a concentragdo
na qual 50% do 'O, disponivel sera capturado (McCall, 1984).

Por muito tempo, os captadores mais utilizados foram os derivados do
furano (Kreitner'et al., 1996), estes compostos sao oxidados a produtos
dicarbonilicos presumidamente via reagao Diels-Alder para formar ozonida como
intermediario (Figura 1.3). Embora estes compostos sejam altamente reativos
com '0,, eles apresentam a desvantagem de reagir com outros oxidantes

gerando os mesmos produtos observados pela reagio com 'O, (McCall, 1984).

\ Ro/ — _

Figura 1.3 Reagdo de um derivado de furano com '0, R é um

substituinte qualquer.

Outra substancia freqlientemente usada é o colesterol, pois, o produto da
reagéo tipo “ene”, o 5-a-hidroperdxido do colesterol, é considerado uma
“impressao digital” do 'O,, porém, suas limitacdes s&o a baixa reatividade e uma
certa instabilidade do produto que pode sofrer rearranjo para uma mistura de 7-a-
hidroperdxidos sob certas condigtes (Foote e Clennan, 1995).

A ligagdo reversivel de oxigénio a compostos aromaticos policiclicos
comegou a ser estudada em 1926 por Dufraisse (Moureu et al.,, 1926a), pela
observagdo que uma solugdo de benzeno contendo rubreno e exposta ao ar
gerava um produto incolor e quando essa mesma solugio era aquecida a 150°C,
regenerava o composto de partida (Figura 1.4). Ele também demonstrou que uma

luminescéncia acompanhava essa dissociagédo (Moureu et al., 1926b).
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Endopero6xido do rubreno

6H5 6H5
= (I
—— Q
A (150°C)
CGHS CGHS

Figura 1.4 Esquema de captura e liberagéo de 'O, pelo rubreno.

Nas duas décadas seguintes, muitos endoperoxidos foram preparados e
estudados para melhor entender suas propriedades. Em 1942, Dufraisse mostrou
que o endoperdxido do 1,4-dimetoxi-9,10-difenilantraceno era capaz de liberar
oxigénio a temperatura ambiente e que o oxigénio liberado estava num estado
ativado (Dufraisse e Velluz, 1942). Entretanto, a natureza precisa das espécies
envolvidas nesse processo, isto é, do '0,, foi estabelecida usando o
endoperéxido do 9,10-difenilantraceno (Wasserman e Scheffer, 1967). Foi
observado que sua decomposigdo na presenga de 2,5-difenil-4-metiloxazol ou
1,3-difenilisobenzofurano formava os mesmos produtos que eram'obtidos quando
estes compostos eram submetidos a fotossensibilizagéo (se¢do 1.2.1.5.1).

Levando em consideragdo as propriedades desses hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, estes poderiam ser usados como captadores de '0,, uma
vez que formam endoperdxidos a temperatura ambiente e sua decomposi¢ao
ocorre somente em temperaturas razoavelmente elevadas (acima de 100°C). Uma
das limitagbes dessas substancias € a solubilidade em agua, porém, este
problema pode ser contornado com modificagdes na estrutura, adicionando-se
grupos que os tornem mais hidrofilicos (Aubry et al., 1981).

Sendo assim, sdo caracteristicas desejaveis de um captador de 0,
(McCall, 1984): ser soluvel em agua; a solubilidade em agua deve ser maior que o
valor B; o produto formado da reagdo com 'O, deve ser tnico em relagéo a este
oxidante; produtos de oxidagdo do captador com outros oxidantes podem ser
tolerados, desde que nao gerem o mesmo produto formado pelo 'O,; o captador e

seu produto de oxidagdo devem ser estaveis para permitir o isolamento para
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Caracterizagdo;, o produto de reagdao deve ser facilmente detectavel em
quantidades pequenas.

Derivados de antraceno com substituintes hidrossoluveis s&o modelos
interessantes para uso como captador de 'O,, pois, de acordo com o tipo e a
posicdo dos substituintes no anel, a reatividade, estabilidade e solubilidade
podem ser modificadas. O derivado de antraceno, o sulfato mono-{2-[10-(2-
sulfoxi-etil)-antracen-9-il]-etil}éster de so6dio (EAS), possui as caracteristicas
mencionadas anteriormente: reage com 'O, para formar o endoperoxido
correspondente (EASO,) (Figura 1.5), sua solubilidade independe do pH e é maior
que o valor B para todos os valores de pH, possui alta estabilidade (até 120°C) e
pode ser facilmente detectado por cromatografia liquida de alta pressédo (HPLC)
(McCall, 1984 e Di Mascio e Sies, 1989).

0SO;

SOCIET

0SO;
EAS

Figura 1.5 Reagdo de um derivado de antraceno EAS com 'O,

gerando o respectivo endoperdxido EASO,.

1.2.1.4.2 Detecgio da luminescéncia

A emissdo bimolecular pode ser monitorada por meio de uma
fotomultiplicadora sensivel na regido do vermelho, termoeletricamente resfriada e
Conectada a um sistema discriminador e amplificador (Boveris et al., 1981). A
intensidade da emiss&o ¢ proporcional ao quadrado da concentragdo de 0, e
isso foi verificado para sistemas simples (Kanofsky, 1989).

A luminescéncia da emissdo monomolecular pode ser detectada por um
espectrOmetro tendo como fotodetector um fotodiodo de germanio. A intensidade

da emissdo é diretamente proporcional a concentracdo do 'O, (Khan, 1981).
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1.2.1.4.3 Técnica resolvida no tempo na regidao do infravermelho préximo

Nessa técnica, o decaimento da luminescéncia da transicdo monomolecular
do 'O, ¢ monitorado por um sistema que detecta diretamente sua presenca
permitindo o acompanhamento da emissao em fungao do tempo (Di Mascio et al.,
1995). Para essa finalidade, os fotodiodos de germanio de resposta rapida,
acoplados a amplificadores apropriados, sao os mais utilizados. Existem ainda
detectores alternativos, como os fotodiodos de InGaAs e, mais recentemente,
uma fotomultiplicadora sensivel a essa regiao do espectro fabricada pela
Hamamatsu Photoniks KK (Shizuoka, Japdo). Esse equipamento ira,
provavelmente, substituir os fotodiodos devido a seu ganho maior e resposta mais
rapida (Nonell e Braslavsky, 2000).

Esse tipo de metodologia pode ser usado para: (i) identificacdo de 'O, (ii)
medidas de rendimento quantico de producdo de 'O, em processos de
fotossensibilizacéo e (iii) tempo de vida do 'O, e determinacdo das constantes de
velocidade da interagdo do 'O, com substrato (S) (Nonell e Braslavsky, 2000).

Com relagdo ao item (iii), 0 método € baseado na relagdo de Stern-Volmer,
a qual descreve o aumento da constante de velocidade de pseudo-primeira ordem

(kobs) pela adigdo de um supressor em um sistema homogéneo (reagéo 7).
Kobs = kg + Kkt [S], onde k; = kg + k- (reagdo 7)

A separagao entre k, e ky € mais problemética, contudo, pode ser feita pela
competigdo entre o substrato de interesse e um substrato que somente reage com

'0, e tem um valor de k- conhecido (Foote et al., 1968).

1.2.1.4.4 Utilizagao de solventes deuterados e supressores fisicos

Em fung&o do alto tempo de vida do 'O, em solventes deuterados, essa
propriedade tem sido usada para indicar ou confirmar a participagdo dessa
espécie em diversos sistemas. Contudo, nesses casos, outros testes devem ser
usados para eliminar a participacdo de outras espécies reativas que também

apresentam um tempo de vida aumentado nesse tipo de solvente (Di Mascio et
al., 1995).
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Do mesmo modo, a azida de sodio, por ser um potente supressor fisico,
vem sendo utilizada para mostrar o envolvimento do 'O, em diversos processos,
inclusive biolégicos. Entretanto, também nesse caso, deve ser considerado o
efeito da azida na inibigdo de algumas enzimas. Apesar disso, foi mostrado que

fibroblastos podem tolerar até 100 mM de azida por 2 h (Briviba e Sies, 2000).
1.2.1.5 Geragao de oxigénio singlete

1.2.1.5.1 Fotossensibilizagado

A possibilidade do envolvimento do 'O, como intermediario reativo em
reacGes de fotossensibilizagdo foi sugerida primeiramente por Kautsky (1939). Ele
demonstrou que a excitagdo de um sensibilizador adsorvido em silica-gel
provocava a oxidagdo de um substrato adsorvido em uma outra porgao de
particulas de silica-gel fisicamente separada daquela contendo o sensibilizador.
Sugeriu ainda que a extingdo da fluorescéncia do sensibilizador era resultado da
transferéncia de energia para as moléculas de oxigénio e produgdo de oxigénio
ativado. O autor chegou a esta conclusdo considerando que a maioria dos
sensibilizadores apresenta uma pequena energia de fluorescéncia, portanto,
somente estados metaestaveis de vida longa do oxigénio, como 'Zy; e A,
poderiam ser formados.

Entretanto, essa proposta foi rejeitada por muitos cientistas notaveis de sua
época (Kearns, 1971) e somente em 1964, o envolvimento do '0, em processos
de foto-oxidagao foi redescoberto. Experimentos conduzidos por Foote e Wexler
(1964a e 1964b) mostraram que os produtos gerados na presenga de H,O, e OCI
eram os mesmos produtos obtidos quando era feita a fotossensibilizagdo. Além
deles, Corey- e Taylor (1964) mostraram que espécies excitadas de oxigénio
geradas por uma descarga de radio-freqiiéncia ou fotossensibilizagdo reagiam
com antracenos substituidos e olefinas formando os mesmos produtos.

O processo de fotossensibilizagdo ocorre quando o sensibilizador, luz de
comprimento de onda apropriado e oxigénio estdo presentes simultaneamente
(Kochevar e Redmond, 2000). Primeiramente, ocorre a excitagédo eletrénica do
sensibilizador ao estado excitado singlete (‘sens’) pela energia luminosa e, na

maioria dos casos, por um processo conhecido como cruzamento intersistemas, o
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sensibilizador € levado ao estado excitado triplete (3sens'), o qual tem uma
duracdo maior que o 'sens . A velocidade de desativagao do *sens’ é da ordem de
10-10° s e do 'sens’ é muito maior (~10° s™'). Dessa forma, os sensibilizadores
mais eficientes sdo aqueles que possuem um °sens de longa duragdo e alto
rendimento quantico.

Existem dois destinos possiveis para o *sens. No mecanismo tipo | ha
transferéncia de elétron entre o *sens’ e componentes do sistema. Esse processo
gera ions radicais que podem reagir com O; (329) resultando em produtos
oxidados (Figura 1.6). No mecanismo tipo Il ocorre transferéncia de energia do
‘sens’ para o O, (°%,), gerando 'O, (Figura 1.6). Esses mecanismos podem
ocorrer simultaneamente e a razdo entre eles é altamente influenciada pelo

sensibilizador, substrato e concentracdo de oxigénio (Foote, 1991).

30
2
SO, «—— S* +sens sens
Transferéncia 302
\e energia
Transferéncia S % /
- + .
ST+ sens” deelélion o 350ns*] «  3sens’ ——2p sens + 10,
Transferéncia de - -
Hiarouams T'SC s
. ' SO,
S + sens 1sens
sens + hv

Figura 1.6 Esquema de fotossensibilizagdo mostrando os mecanismos

tipo | e Il. (S = substrato, ISC = cruzamento intersistema, sens =
sensibilizador).

Reacdes de fotossensibilizagdo, geralmente envolvendo 'O, sdo
importantes em diversas situagbes biologicas como em cloroplastos que contém
clorofilas e alta concentragdo de oxigénio, ou em células da retina que possuem
retinal e podem estar expostas a alta intensidade luz por um periodo prolongado.
Nessas células, as clorofilas ou o retinal podem sofrer sensibilizacao e formar '0s..
Esse processo pode provocar a destruigdo desses compostos e danos aos

lipideos ao redor. Existem ainda situagdes patologicas em que as reagdes de
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fotossensibilizagdo podem ocorrer, como em alguns tipos de porfirias, doengas
Causadas por defeitos na biossintese do grupo heme que provoca o acumulo de
porfirinas na pele. Nesse caso, a exposi¢do a luz pode causar danos devido a
geragdo excessiva de 'O, (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Além disso, a oxidacdo de alimentos por 'O, tem sido mostrada em
processos envolvendo a reversdo do sabor do Oleo de soja e perda de vitamina D,
riboflavina e acido ascorbico de leite estocado sob luz (Min e Boff, 2002).

Apesar dos efeitos deletérios, a fotossensibilizagdo controlada pode ser
usada de forma terapéutica como no tratamento da ictericia presente em bebés
recém-nascidos. A cor amarela da pele se deve ao acimulo do pigmento
bilirrubina. Isso ocorre devido & quantidade insuficiente de uma enzima no figado,
a glucoronil transferase, responsavel pela transformagao da bilirrubina em um
produto soliivel em agua para excreqéo; A exposicao do bebé a luz azul causa a
destruigido do pigmento pela fotossensibilizagdo (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Outro exemplo é a terapia fotodinarmica usada para tratamento de tumores,
a qual envolve a administragdo de um agente fotossensibilizador seguida pela
ativacdo do agente pela luz de um comprimento de onda especifico. Esta terapia
resulta de uma seqliiéncia de processos fotoquimicos envolvendo oxigénio
molecular cujos produtos de oxidagdo podem ser prejudiciais as fungdes celulares
e, desta forma, podem causar um dano irreversivel ao tumor, levando a sua
destruigao (Dougherty et al., 1998).

1.2.1.5.2 Peroxidagao lipidica

Outra possivel fonte de '0, em sistemas biol6gicos € a peroxidacao lipidica
(Figura 1.7). Esse processo se inicia pelo ataque & bicamada lipidica de qualquer
espécie suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio bis-alilico
de um acido graxo insaturado (LH) formando, dessa maneira, um radical lipidico
centrado no carbono (L°). Esse radical é estabilizado por um rearranjo molecular e
adquire a estrutura de um dieno conjugado. Depois de iniciado, o processo se
torna autocatalitico. A adigdo extremamente rapida de uma molécula de oxigénio
ao radical lipidico leva a formagao de um radical peroxila (LOO®). Este é capaz de

reagir com outro acido graxo poliinsaturado, iniciando assim uma nova cadeia de
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oxidagdo a partir da formagdo de outro L*. O radical LOO® se combina com o

atomo de hidrogénio abstraido e forma um hidroperoxido lipidico (LOOH).

LH

Iniciago E@ HO-

1,0

Propagacdo

|

Fe3* + HO- >i Terminacio Aldeidos

; Cetonas
LO- - Epodxidos

Figura 1.7 Representagdo geral das fases da peroxidagdo lipidica. Em
destaque esté representada a geragdo de 'O, pela interagdo de dois

radicais peroxila.

Outras possibilidades incluem a formagao de peréxidos ciclicos pelo ataque
a uma dupla ligagdo na mesma cadeia e a combinagdo de dois radicais LOO".
Neste caso, foi relatado o valor de 1,3.10° M's™ para a constante de velocidade
dessa reagdo em modelos de membranas (Barclay et al., 1989). No mecanismo
proposto por Russell (1957), a combinagdo de dois radicais LOO® levaria a
formagdo de um tetra-6xido como intermediario e seriam obtidos alcool, cetona e
oxigénio como produtos finais. Pela regra de conservagido de spin, ou o oxigénio
formado estaria no estado excitado singlete, ou a carbonila estaria no estado
excitado triplete. A formagao de 'O, no sistema utilizado pelo estudo de Russell foi
demonstrada usando o captador quimico 9,10-difenilantraceno (DPA). Neste

caso, foi detectado o respectivo endoperoxido (DPAO), produto de reagdo com
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'0, (Howard e Ingold, 1968). Essa espécie poderia ser formada diretamente no
processo de decomposigdo do tetra-6xido ou por transferéncia de energia da
carbonila triplete formada (Kellogg, 1969).

1.2.1.5.3 Reagdes enzimaticas

Foi sugerido que a geragao de 'O, em sistemas biol6gicos também poderia
ocorrer em reagOes catalisadas por enzimas como as peroxidases e oxigenases.
Em geral, esses estudos envolveram a utilizagdo da detecgédo da luminescéncia
do '0,, efeito de solvente deuterado e de conhecidos supressores de 0,
(Kanofsky, 1989).

1.2.1.5.4 Fagocitose

Foi mostrado que um dos papéis de geracdo de 'O, em sistemas
biologicos pode estar associado ao mecanismo de defesa contra virus e bactérias
por células responsaveis pela fagocitose (Steinbeck et al., 1992). Nesse estudo,
bolinhas de vidro cobertas com o DPA, como captador quimico de 'O,, foram
utilizadas para determinar se 'O, era formado por neutrofilos durante o processo
de fagocitose. Os resultados mostraram que a mieloperoxidase tem um papel
fundamental, pois, a geragdo de HOCI num meio contendo H,O; levou & formagéo
de '0,.

Para distinguir entre a acgao bactericida do acido hipohaloso (HOCI ou
HOBr) e do 'O, (gerado pela termodecomposicdo de endoperdxido ou pelo
sistema mieloperoxidase/H>0,/Br) foram avaliadas a viabilidade e a inativagdo
das enzimas da cadeia respiratoria de bactérias (E. coli) normais e transformadas,
as quais eram capazes de produzir licopeno em grande quantidade. Levando em
consideracdo o fato que o licopeno é um forte supressor de '0O,, os autores
utilizaram essa propriedade para tentar diferenciar a agdo de cada um dos
oxidantes. Os resultados obtidos ndo permitem uma conclusdo definitiva, mas
indicaram que 'O, gerado em fagossomo de neutréfilo seria o principal oxidante

responsavel pela agdo bactericida (Tatsuzawa et al., 1998).

20




Introducdo

1.2.1.5.5 Fontes quimicas

Existem ainda outras formas quimicas para gerar 'O,. A oxidagéo do H,0-
pelo OCI foi descrita na segao 1.2.1.1. O desproporcionamento do H,O, pelo ion
molibdato (MoO4%) s6 ocorre em solugéo alcalina e é catalitica com relacédo ao
MoO4%, sendo que a espécie mononuclear diperoxo (MoOg*) & a responsavel pela
geragdo de 'O, e a regeneracdo do MoO,* (Aubry et al., 1989). A formacao de
'0, nesse processo foi evidenciada pela captagao quimica usando um derivado
de rubreno solivel em agua e foi determinado um rendimento de 50% de 'O, para
qualquer pH ou concentragao de H,O, (Aubry, 1985 e Aubry e Cazin, 1988).

A formagdo de 'O, na oxidacdo do H,O, por ONOO" foi proposta por Di
Mascio et al. (1994 e 1996) com base nos resultados obtidos em estudos de
luminescéncia da emissdo bimolecular e monomolecular, efeito de agua
deuterada e azida na intensidade da luminescéncia e captagdo quimica usando o
EAS como captador e detecgéo do respectivo endoperoxido EASO, por HPLC.

Esses processos descritos até agora envolvem compostos toxicos,
fortemente oxidantes, possibilidade de geragao de outras espécies além do '0, e
condigbes nao compativeis com as necessarias para estudos em sistemas
biolégicos (meio aquoso, pH neutro, temperaturas moderadas). Sendo assim, a
decomposigao térmica de endoperoxidos tem se tornado uma ferramenta valiosa,
pois é uma fonte limpa de 'O, ndo gera subprodutos e nao necessita de
condigbes drasticas de trabalho (Pierlot et al., 1996).

O endoperoxido do 1,4-dimetilnaftaleno (DMNO3) é capaz de gerar 0, a
39°C com um rendimento de 76% (Aubry, 1991). Dessa forma, derivados
hidrossoluveis do 1,4-dimetilnaftaleno (DMN) podem ser obtidos para agirem
como geradores de 'O, em sistemas biolégicos. Esses compostos naftalénicos
sdo preparados pela reagdo com 'O, a baixa temperatura (0-5°C) gerando o
endoperdxido correspondente. Esse produto é estavel por meses quando mantido

a-80°C e libera uma quantidade definida de '0, quando aquecido a 37°C (Figura
1.8).
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G G
A (37°C)
P === [+ [o.0a)
0-5°C
G G

Figura 1.8 Termodecomposi¢do de endoperoxido naftalénico e
cicloadigédo de '0, na posicdo 1,4 do anel naftalénico substituido com

grupo hidrofilico (G).

Os primeiros geradores de 'O, que possuiam as propriedades descritas
acima sdo conhecidos como 3-(4-metilnaftil)propanoato de sédio (MNP) e 3,3"-
(1,4-naftilideno)dipropanoato de sodio (NDP) (Figura 1.9). Os endoperoxidos
correspondentes tém sido usados como fonte de 'O, para estudar a reatividade
dessa espécie em alvos quimicos ou biologicos (Saito et al., 1981, e Di Mascio e
Sies, 1989).

Apesar destes compostos liberarem 'O, em fase aquosa, nem sempre esse
processo ocorre nas proximidades do alvo desejado. Neste caso, outras
Caracteristicas devem estar presentes nos substituintes do naftaleno para que
estas moléculas apresentem uma afinidade particular por nucleotideos, sitios
Carregados negativamente ou alvos intracelulares. Para este fim, uma segunda
geragdo de geradores tem sido sintetizada (Pierlot et al., 1996 e Dewilde et al.,
1998). Eles carregam substituintes como sais quaternarios de aménio como no
cloreto de N,N,N-trimetil-N-2-(4-metilnaftil)etii aménio (MNEA, Figura 1.9) ou
grupos hidrofilicos n&o-idnicos como no 1,4-dihidroximetilnaftaleno (HMN) e na
N,N'-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3'~(1,4-naftilideno)dipropanamida  (DHPN}) (Figura
1.9).
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HMN DHPN OH

Figura 1.9 Derivados de naftaleno com substituintes hidrofilicos.

1.2.1.5.5.1 Derivados naftalénicos hidrossolaveis

Algumas caracteristicas importantes devem ser levadas em consideracdo
quando se deseja modificar os substituintes do naftaleno. Os substituintes do
naftaleno devem ser insensiveis ao 'O, e ao fotossensibilizador ou as fontes
quimicas de 'O, necessarias para preparar o endoperéxido correspondente. Aiém
disso, a fungao hidrofilica ndo deve desativar o '0,.

O naftaleno em si ndo reage com '0; e a ligacéo direta de grupos atraentes
de elétrons no anel aromatico diminuiria sua reatividade. Sendo assim, pelo
menos um ou, preferencialmente, dois grupos doadores de elétrons devem estar
presentes nas posi¢oes 1,4 do anel para permitir a cicloadigdo [4+2] e estabilizar
0 endoperéxido. Dessa forma, os grupos metil do 1,4-dimetilnaftaleno oferecem
uma posigao adequada para entrada de substituintes, uma vez que a cadeia
alquilica possibilita uma boa separagdo entre o grupo hidrofilico e o anel
naftalénico (Pierlot et al., 2000a).

A figura 1.10 mostra uma rota de sintese simples e versatil para esse tipo
de derivado naftalénico (Lock e Walter, 1942; Marvel e Wilson, 1958 e Dewilde et
al, 1998).
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Para sintese dos respectivos endoperoxidos, dois aspectos fundamentais
devem ser considerados quanto aos derivados de naftaleno: a solubilidade em
agua, embora a solubilidade dos endoperoxidos correspondentes deve ser um
pouco maior em fungao das propriedades hidrofilicas do endoperdxido e as
constantes de velocidade de reagéo com o 'O, pois o tempo de reagéo pode ser
longo e a reacdo pode requerer uma grande quantidade de 'O, em fungdo da

instabilidade térmica dos endoperéxidos.

X
CH,OH
Hidrélise
COOC,H;s
H,Br
CH3 2 COOC,H,
OO Bromacio OO Sintese malonica _
X
DMN CHj CH,Br COOC,Hs
COOC,H;

Hidrolise basica

COOH
COOH
OO OO Descarboxilagdo g ‘
NDP COOH

COONa

Esterificagdo

OOCH, CONHCWCHOHCHZOH
Amidificacio
T o

COOCH, CONHCH,CHOHCH,OH

Figura 1.10 Estratégia de sintese para alguns derivados de naftaleno

hidrossoluveis partindo do 1,4-dimetilnaftaleno.
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A tabela 1.1 traz informagdes sobre solubilidade em agua e constantes de
velocidade de reagao com 'O, de alguns derivados de naftaleno com substituintes

hidrofilicos.

Tabela 1.1 Principais propriedades fisico-quimicas de alguns derivados
de naftaleno (Aubry et al., 1995 e Pierlot et al., 1996).

MNP [NDP | DHPN |MNEA| HMN

Solubilidade em agua (M)2 |10-2 | > 1 [3.9x102| >1 ]0.95x10-2
105 k (M"'s )b 70 | 28 10 14 4

a) Concentragdo em mol/L a temperatura de 20°C
b) Constante de velocidade de reacgdo (ki) dos derivados de naftaleno

com 'O, medidas por cinética rapida em agua deuterada.

Para explicar as diferengas de reatividade entre esses compostos, dois
fendbmenos devem ser considerados, a densidade eletrénica no anel naftalénico e
efeitos estéricos dos substituintes. Os efeitos eletrénicos devem ser considerados
quando os grupos hidrofilicos estdo muito proximos do anel naftalénico, pois
dessa maneira, o efeito atraente de elétron causado pelos atomos eletronegativos
como no MNEA e no HMN tornam essas moléculas 5 e 17 vezes,
respectivamente, menos reativas frente ao 'O, que o MNP. Cadeias alquilicas
mais longas como no NDP e na DHPN aumentam a densidade eletr6nica no anel,
porém, o efeito estérico diminui a reatividade quando comparados com o MNP.

Além de todos os parametros fisico-quimicos destacados anteriormente
serem importantes para o planejamento de um gerador de 'O, para estudos em
meio biologico, outro aspecto que deve ser considerado é sua capacidade de
penetrar em células. Nesse sentido, um parametro que deve ser avaliado é o
coeficiente de particdo octanol / agua. Esse parametro foi determinado para o
NDP e para o DHPN em sistema 1-octanol / tamp3o fosfato pH 7,4 / NaCl, sendo
encontrado os valores 0,007 e 0,33 para o NDP e DHPN, respectivamente;
mostrando que os substituintes do DHPN, por serem n&o-ibnicos conferem a

molécula um carater mais lipofilico quando comparado aoc NDP (Klotz et al.,
1999).
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Uma vez obtidos os derivados naftalénicos, duas fontes primarias de '0,
podem ser usadas para preparar endoperdxidos em escala preparativa. O método
fotoquimico convencional (reagdo 8) e o método que emprega o
desproporcionamento do perdxido de hidrogénio catalisado pelo molibdato
(reagado 9):

30, + hv (fotossensibilizadoa 0, (reagdo 8)

2H,0, MoO4* . 2 H,0 +'0, (reagdo 9)

Em ambos os casos o processo de oxidagao ocorre mais rapidamente em
solventes deuterados (ex.: agua deuterada), uma vez que o tempo de vida do 0,
é maior nesse tipo de solvente (segdo 1.2.1.2). Além disso, a oxidagado em outros
solventes como metanol € desaconselhada, pois diminui a reatividade do
derivado de naftaleno em cerca de duas ordens de grandeza (Cazin et al., 1986).
Esse fendmeno foi explicado pela possivel formagio de um exciplex com carater
de transferéncia de carga (Aubry et al., 1995).

A escolha do meétodo depende das propriedades fisico-quimicas do
composto naftalénico. Para derivados de naftaleno com substituintes
carboxilados, como MNP e NDP (Figura 1.9), o método quimico é mais
adequado, ja que o endoperoxido formado pode ser recuperado por precipitagdo
da forma acida. Para outros derivados, a foto-oxidagdo deve ser usada na
condicao que o fotossensibilizador possa ser eliminado no final do processo. Os
fotossensibilizadores mais usados sdo o azul de metileno e a rosa bengala.

A termodlise do endoperoxido naftalénico segue cinética de primeira ordem
com constante de velocidade k, a iabela 1.2 traz valores de tspy (tempo
necessario para decompor 50% dos endoperéxidos) e tgs9 (tempo necessario
para decompor 95% dos endoperoxidos). Os dados mostram que o0s
endoperdxidos liberam seu oxigénio molecular dentro de 2 h a 37 °C; este valor é
conveniente quando se trabalha com sistemas biolégicos.

Uma parte do oxigénio formado durante a termélise esta no estado excitado
singlete (em geral, cerca de 50%) e pode ser medido pela detecgdo do
endoperéxido do rubreno-2,3,8,9-tetracarboxilato de tetrapotassio (Aubry et al.,
1981 e Pierlot et al., 1996).
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Tabela 1.2 Dados de termodlise de endoperoxidos de derivados de

naftaleno em dgua a 37 °C.

MNPO2 | NDPO2 | DHPNO2 | MNEAO2 | HMNO2

t50% (min)? 23 23 23 22 70

tgs% (min)® | 99 99 99 95 300
10, (%)° 45 50 59 65 51

a Tempo necessario para decompor 50% dos endoperoxidos tsoe, = In2/k;

b Tempo necessario para decompor 95% dos endoperdxidos tgsy, = IN20/k;

. . 1 . .
¢ Rendimento acumulativo de O, produzido na termolise.

Estudos sobre o mecanismo envolvido na termoélise de derivados de
naftalenos e antracenos foram feitos usando parametros de ativagéao e efeito de
campo magnético. Os parametros de ativagdo foram obtidos pela associagdo das
constantes de velocidade de termdlise com a temperatura. Foi observado que um
valor positivo da entropia de ativagdo estava associado com baixos rendimentos
de 'O, e que valores proximos de zero correlacionavam com rendimentos quase
quantitativos. Esses resultados foram interpretados em termos da existéncia de
dois mecanismos diferentes para a dissociagdo de endoperoxidos. O mecanismo
radicalar associado a baixos rendimentos de 'O, e o mecanismo concertado para
geragdo quantitativa de 'O.. Essa interpretacéo foi fortalecida pela observagao do
efeito do campo magnético sobre o rendimento de 'O, gerado pelos
endoperdxidos cuja termolise supostamente deveria ocorrer via mecanismo
radicalar (Turro et al., 1981).

Para verificar a geragao intracelular de 'O, pelos endoperéxidos, células de
fibroblastos de pele humana foram incubadas com 5 mM de NDPO, e DHPNO,
por 30 min a 37°C. A quantidade do derivado de naftaleno associado as células
foi determinada por HPLC com detecgéo UV. Observou-se o valor de 82 nmol de
DHPN/10° células e < 0,1 nmol de NDP/10° células. Além disso, para células
tratadas com DHPNO, foi observada a perda da fluorescéncia do DPA. Esse
resultado ndo foi observado no tratamento com NDPO,. Dessa forma, foi
demonstrado que o DHPNO, é capaz de liberar 'O, intracelularmente (Klotz et al.,
1999).
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1.3 Conseqtiéncias biolégicas da agao do oxigénio singlete

1.3.1 Danos em DNA

Entre as biomoléculas susceptiveis a danos pela agdao de ROS, o DNA ¢ de
particular importancia devido ao seu papel fundamental no metabolismo celular e
hereditariedade. Evidéncias tém sido acumuladas a respeito dos efeitos
genotoxicos e carcinogénicos de ROS, entre as quais, o '0, (Schulz et al., 1994;
Stary e Sarasin, 2000; Agnez-Lima et al., 2001).

Entre as bases do DNA, tem sido demonstrado que a guanina é a unica
base reativa com '0,. A determinagdo das constantes de desativagdo total de
derivados dos nucleosideos em 1,1,2-triclorotrifluoretano mostrou uma diferenga
de duas ordens de grandeza da guanina em relagdo as demais bases (Tabela
1.3). Sendo estabelecida a seguinte ordem de reatividade relativa para as bases
do DNA frente ao 'Oy guanina>>citosiha>adenina>uraci|a>timina (Prat et al.,
1997).

Tabela 1.3 Dados de constantes de desativagdo total (ki = k. + kg) do
0, pelos derivados dos nucleosideos em 1,1,2-triclorotrifluoretano
(Prat et al., 1997).

Base k: (10° MTs™)
Guanina 3,0

Citosina 0,058
Adenina 0,018

Uracila 0,011

Timina 0,0069

Muitas tentativas tém sido feitas para isolar e caracterizar intermediarios e
produtos da foto-oxidagdo de derivados da guanina. Entretanto, por causa da
baixa solubilidade do derivados da guanina em diversos solventes, instabilidade
de intermediarios e dificuldades analiticas na separacéo de fotoprodutos instaveis
e polares, 0 mecanismo da oxidacgdo fotossensibilizada da guanina ainda n3o esta
resolvido (Kang e Foote, 2002a).
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Foi reportada a presenca do endoperdxido no anel imidazol da purina por
estudos de ressonancia magnética nuclear (NMR) da fotossensibilizagéo a baixa
temperatura (-80 °C) do nucleosideo modificado da guanosina, a 2’-3'-5-O-(terc-
butildimetilsilil)-8-metilguanosina, (Sheu e Foote, 1993).

Em recente estudo de fotossensibilizagdo a baixa temperatura usando um
derivado da guanosina solivel em solventes organicos, a 2’-3'-5-O-(terc-
butildimetilsilil)guanosina, foi identificado um produto majoritario final que
apresenta o anel imidazol aberto e pequena quantidade de 8-oxo-7,8-
dihidroguanosina (8-oxoGuo) (Sheu et al, 2002). O mecanismo de formag&o
desse produto majoritario foi estudado usando fotossensibilizagdo (< -100 °C) de
um composto marcado com "°C na posi¢do 8, a 2'-3'-5"-O-terc-butildimetilsilil-N-
terc-butildimetilsilil-8-'*C-guanosina (Kang e Foote, 2002a). Os resultados
mostraram a presenca de dois intermediarios transientes detectados por NMR de
3C e assinalados como estruturas do acido carbamico. Ambos intermediarios se
decompuseram para formar CO, a partir do carbono da posigao 8 do anel purinico
e o produto com o anel imidazol aberto anteriormente caracterizado. Com bases
nas observagdes experimentais foi proposto um mecanismo que envolve
endoperéxido e dioxirano como intermediarios (Figura 1.11). ‘

Estudos de fotossensibilizacdo em solugdo aquosa da 2'-desoxiguanosina
(dGuo) mostraram a formagao de dois produtos principais num primeiro momento:
dois diastereoisdbmeros da 4-hidroxi-8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (4-OH-
8-oxodGuo) e em quantidade bem menor, a 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
(8-oxodGuo). O mecanismo mais provavel dessa reagio envolveria a formagao de
um endoperoéxido via cicloadigdo (4+2) tipo Diels-Alder do '0, no anel purinico e
num passo subseqlente ocorreria a clivagem e formagao dos produtos
mencionados anteriormente (Buchko et al., 1995; Ravanat e Cadet, 1995).

Entretanto, posteriormente foi publicado (Niles et al, 2001) que a mistura de
diastereoisémeros da espiroiminodihidantoina nucleosideo (Sp) € o produto de
decomposigao final da fotossensibilizagdo da guanosina com azul de metileno.
Este resultado foi obtido pela comparagido das caracteristicas de tempo de
retencdo em HPLC e propriedades espectroscopicas de UV, NMR e massas com

0 composto que era obtido pela oxidagdo a 8-oxoGuo com CoCl/KHSOs
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previamente caracterizado como a mistura dos diasterecisébmeros da Sp (Luo et
al., 2000).
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Figura 1.11 Esquema de foto-oxidagdo da guanosina por '0, & baixa

temperatura em meio apolar (Kang e Foote, 2002a).

Recentemente, erﬁ um trabalho sobre oxidacdo de derivados do imidazol
marcados com "*C e "N, Kang e Foote (2002b) propuseram um mecanismo
alternativo para explicar a formagdo dos diasterecisdbmeros da
espiroiminodihidantoina com a 2’-desoxirribose (dSp) a partir da oxidagdo da
dGuo por '0,, onde o ataque da agua em C4 ou C5 levaria & formagdo dos

diferentes produtos, conforme esta ilustrado no esquema da figura 1.12.
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Figura 1.12 Esquema de oxidagdo da dGuo por "0, em meio aquoso
(Ravanat e Cadet, 1995 e Kang e Foote, 2002b).

E interessante observar que a 8-oxodGuo pode ser produzida por outros
processos oxidativos e espécies reativas, incluindo oxidagao pbr um elétron,
radical hidroxila e peroxinitrito (Floyd et al., 1988; Cadet et al., 1997; Burrows and
Muller, 1998). Por essa razdo, a 8-oxodGuo tem sido usada como um
biomarcador de estresse oxidativo e tem recebido consideravel atencdo nos
Ultimos anos (Kasai et al., 1992; Breen and Murphy, 1995; Spassky and Angelov,
1997; Helbock et al., 1999).

Muitos estudos tém mostrado que a 8-oxodGuo € altamente reativa frente a
processo oxidativos e espécies reativas incluindo oxidagdo por peroxinitrito e 'O,
(Sheu and Foote, 1995a, 1995b; Adam et al, 1996; Raoul and Cadet, 1996;
Hickerson et al., 1999; Niles et al., 1999).

Foi mostrado que a 8-oxodGuo reage rapidamente com 'O, gerado por
fotossensibilizagdo com azul de metileno em solugdo aquosa, formando como
produtos principais (Buchko et al., 1995, Raoul e Cadet, 1996): o acido 1-(-2-
desoxi—B—D-eritronentafuranosil) cianurico (acido ciantrico), a 2,2-diamino-4-[-(2-

desoxi-B-D-eritro-pentafuranosil)aminal-5-(2H)-oxazolona (oxazolona ou dOz),
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sua precursora, a 2-amino-5-[(2-desoxi-p-D-eritro-pentafuranosil)-amino]-4H-
imidazol-4-ona (imidazolona ou dlz) e os diasterecisomeros 4R* e 45* da 4-OH-8-
oxodGuo, mais provavelmente, os diastereoisdbmeros da dSp. A reac¢ao ocorre via
um mecanismo que envolve a cicloadicdo [2+2] do 'O, com a ligagao C4-C5 da 8-
oxodGuo levando a formagdo de um intermediario 4,5-dioxetano que rearranja-se
subseqiientemente nos derivados hidroperoxidos em C4 (Sheu e Foote, 1995b) e
C5 (Raoul e Cadet, 1996). Além desses produtos, também foi relatada a presenga
de acido parabanico e um produto com anel de sete membros para a oxidagéao do
derivado sililado da 8-oxoGuo em solvente ndo aquoso (Sheu e Foote, 1995b).
Esses compostos e o acido oxalurico também foram identificados entre os
produtos formados pela oxidagdo de 3,5-di-O-acetii-8-oxodGuo por peroxinitrito
(Niles et al., 1999).

O esquema da figura 1.13 mostra os principais produtos de oxidagdo da
guanina e da 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua) relatados nos estudos

mencionados anteriormente.
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Figura 1.13 Produtos classicos de oxidagdo da guanina e 8-oxoGua

formados pela reagdo com 'O, gerado por fotossensibilizagao.
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A oxidagao eletroquimica por um elétron da 8-oxoGuo mostrou a formagao
do correspondente guanidinohidantoina nucleosideo (Gh) (Goyal et al., 1997). Na
oxidagdo por um elétron da 8-oxcGuo em pH 7 a 25°C usando Ir(1V) ha formagéo
exclusiva dos diasteroisdmeros da Sp (Figura 1.14), os quais tambéem sao
produtos predominantes em oligonucleotideos fita simples a 50°C (Luo et al., 2000
e Leipold et al., 2000). Por outro lado, a mistura em equilibrio de Gh e
iminoalantoina (la) é o produto predominante da oxidagao da 8-oxoGuo por Ir(IV)
em pH 4, em DNA fita dupla e também é o produto exclusivo em oligbmeros fita
simples a 4 °C (Luo et al., 2001a; Leipold et al., 2000). Segundo os autores (Luo
et al., 2001a), a formagdo da Sp em DNA fita dupla & altamente desfavorecida
devido aos anéis heterociclicos volumosos e, portanto, uma distribuicdo diferente
de produtos ja poderia ser esperada. Além disso, foi mostrado que a mistura Gh e
la, pode sofrer subseqiiente oxidagdo gerando preferencialmente iminoalantoina
oxidada (1a®), que foi caracterizada por testes quimicos, espectrometria de
massas (MS) e NMR de 'H.

8-oxoGuo 5-OH-8-o0xoGuo Gh la

B i ey
o = HN
)lj: >=0 _> /'\ >:o _’ NJLNIN\>= HN)\
! lH H oL t
OO o H o
-N HN
HN= :/Ii HN NH NH I Y=o HN’K\ >:o
HN)\H ,N/ko HzNJ\N/ N\R HN)\ 7N

N R

lmldazolona Sp Ghox laox

¢ | l
P:;XZZI:OIR O:)N\/IEO Ho)ok“/ E\H/NH’

N /
H R O (0]
Oxazolona acido parabanico Oxa

Figura 1.14 Produtos formados pela oxidagdo da 8-oxoGuo usando
(A)Fotossensibilizagdo com riboflavina ou (B) Ir(IV) como oxidante. (C)
Via preferencial da oxidagdo da 8-oxoGuo nucleosideo em pH 4, em
DNA fita dupla e em oligbmeros fita simples a 4 °C. (D) Via preferencial
da oxidagdo da 8-oxoGuo nucleosideo em pH 7 a 25 °C e em

oligonucleotideos fita simples a 50°C.
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Na oxidagado por dois elétrons da 8-oxodGuo (Figura 1.15), usando a
porfirina  diaqua-meso-tetrakis(4-N-metilpiridinimil)  de  manganés(lll) e
monopersulfato de potassio (Mn-TMPyP/KHSOs) (Chworos et al., 2001) num
modelo de dinucleotideo de guanina e timina, foi proposta a formagao da dlz e da
guanidinohidantoina oxidada (dGh®) como produtos principais, sendo que este
ultimo foi relatado como instavel formando como produto final o acido oxalurico
(dOxa). Além disso, para melhor caracterizar o produto dGh®™ foi feita uma
reducdo do composto com NaBH; e o produto resultante, caracterizado pelos
dados de NMR e MS, foi proposto como sendo os dois diastereoisbmeros da
guanidinohidantoina (dGh), nesse caso nao ¢ relatado o equilibrio existente entre

Gh e la proposto por Luo et al. (2001a).

8-oxodGuo dGhex acido parabanico
o o}
§ NE N
NH
N N (e
x> N HNT N7 N N
HN N \ \dR / o
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HN _ >:O JH N N
N NH HZNJ\N N HO ]/ j]/ dR
drR H drR 0 o
diz dGh dOxa

dR = 2'-desoxirribose

Figura 1.15 Produtos relatados para oxidagdo da 8-oxodGuo usando a
porfirina Mn-TMPyP/KHSOs num modelo de dinucleotideo. Formagao
da diz e da dGh® como produtos principais. Redugdo do composto

dGh®* com NaBH, para caracterizagao.

Estudos sobre a subsegiiente oxidagdo da 8-oxodGuo por 'O, em
oligonucleotideos mostraram que, ao contrario do que é observado para a 8-
oxodGuo em solugdo, ndo ha formagao de 4-OH-8-oxodGuo ou dSp, nem acido
ciandrico. Nesse caso, o dOxa € o principal produto formado via um provavel

mecanismo que envolve a conversao do 4,5-dioxetano intermediario no
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hidroperoxido em C5 e, apds alguns passos que incluem a abertura do anel na
ligagdo C5-C6 e descarboxilagdo, ha formagdo de um produto relativamente
estavel, a dGh®™. Apds algumas etapas de hidrélise, a dGh®™ é convertida a dOxa.
Esta proposta mecanistica foi evidenciada com a utilizagdo da fonte quimica de
'0, isotopicamente marcada, DHPN'80, (Duarte et al., 2000).

Essa diferenga entre os produtos obtidos quando o estudo envolve a fita de
DNA e ndo mais o nucleosideo livre também é observada para os outros
oxidantes. Na oxidagao por um elétron de 8-oxodGuo em oligonucleotideos com
Ir(IV) forma Gh como produto majoritario e ndo os diasteroisémeros da Sp como
se observa para o nucleosideo livre (Duarte et al., 1999).

No caso de oligonucleotideos, simples e dupla fita, a natureza polianidnica
do DNA e o pareamento das bases sdo fatores importantes que seriam capazes
de afetar a cinética e o mecanismo de transformagao dos intermediarios formados
(Vialas et al., 2000).

1.3.1.2 Efeito mutagénico do oxigénio singlete e sistemas de reparo

A principal lesao formada em DNA pela agao do 'O, é a 8-oxodGuo. Essa
lesdo tem um alto potencial mutagénico, uma vez que é capaz de parear com
adenina levando a uma transversdo G para T. Esse é o tipo de mutagdo mais
observada em DNA tratado com o '0,. Um segundo tipo de mutagédo, transversao
G para C, também tem sido observada apds a replicagdo de DNA lesado por 'O,
em bactéria ou em células de mamiferos, porém as lesdes envolvidas com esse
tipo de mutagdo ainda s&do desconhecidas (Costa de Oliveira et al., 1992; Ribeiro
etal., 1994; Agnez-Lima et al., 1999 e 2001).

As enzimas bacterianas envolvidas no reparo da 8-oxodGuo em DNA sdo a
formamidopiridina-DNA-glicosilase (Fpg ou MutM) e MutY-glicosilase. A Fpg
remove 8-oxodGuo quando pareada com citosina e reconhece diversas lesdes em
purinas com o anel imidazol aberto (Boiteux et al., 1992). A MutY-glicosilase
remove a adenina quando pareada com a 8-oxodGuo (Michaels et al., 1992).

Oxidagao da guanina tambéem pode ocorrer na reserva de nucleotideos
celular. A 8-oxodGTP formada pode ser um potente substrato mutagénico para
sintese de DNA uma vez que pode ser incorporada oposta a adenina ou citosina.

Esse problema pode ser evitado pela agdo de uma outra enzima chamada de
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MutT que possui a propriedade de hidrolisar 8-oxodGTP em 8-oxodGMP (Maki e
Sekiguchi, 1992). Além disso foi mostrado que a 8-oxodGMP n&o pode ser
refosforilada e pela acdo de uma fosfatase é convertida em 8-oxodGuo para
posterior excregado da célula (Hayakawa et al., 1995).

Estudos relacionados ao papel mutagénico dos produtos de oxidagao da 8-
oxodGuo em DNA tém sido feitos usando modelos de replicagao e reparo in vitro.
Com relagdo ao principal produto gerado pela oxidagdo por '0, em
oligonucleotideos fita simples, o acido oxaltrico, foi avaliada a insergéo do
nucleosideo oposto a lesao. Observou-se que usando a polimerase § a presenga
da lesdo inibiu a extensdo do primer, usando polimerase Klenow exo- houve
insercao exclusiva de adenina oposta ao acido oxalurico e com a Taqg polimerase,
além da adenina, também houve inser¢do da guanina. Nos estudos de reparo foi
mostrado que a Fpg foi capaz de retirar o acido oxalurico, mas a eficiéncia € duas
vezes menor quando comparada com a 8-oxodGuo como substrato. Além disso, o
acido oxaltrico também é substrato da endonuclease Ill e sua excisdo é mais
eficiente quando comparada com um substrato conhecido como a 5-
hidroxicitosina (Duarte et al., 2001).

1.3.2 Danos em lipideos e proteinas

Os principais alvos do 'O, em lipideos sdo os acidos graxos insaturados,
presentes nos fosfolipideos e triacilglicerdis, e o colesterol. Esses compostos sao
0s principais constituintes da membrana celular e de lipoproteinas.

A oxidacdao de &cidos graxos insaturados por '0, forma hidroperoxidos
lipidicos (LOOH), esses compostos formados apresentam um grupo polar na
cadeia hidrofébica, o qual tende a se associar com as cabecgas polares dos
fosfolipideos, gerando assim uma perturbagdo no empacotamento da membrana
celular. Dependendo da quantidade de LOOH formados durante um certo periodo
e numa determinada localizagado da membrana celular pode haver uma
propagagao da peroxidagao lipidica pelo fornecimento de um dos componentes
de seu ciclo autocatalitico (LOOH) como também ocorrer lise celular. Além dos
acidos graxos insaturados, o colesterol pode também ser oxidado pelo '0,. Os
produtos formados em lipoproteinas. podem estar envolvidos no processo de

aterosclerose.
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A seguir sao mostradas algumas constantes de velocidade de desativagao
do 'O, por acidos graxos insaturados, seus derivados ésteres de metila e

colesterol (Tabela 1.4).

Tabela 1.4 Dados de constantes de desativagdo total (ki = k, + kq) €
constantes de reacao (k;) com o 'O, para &cidos graxos insaturados,

seus derivados ésteres de metila e colesterol.

Kk (10° M's™) Kk, (10° M's™)
Composto acidos® ésteres® ésteres®
Oleico 0,053 0,017 0,074
Linoleico 0,073 0,042 0,130
Linolénico 0,104 0,080 0,190
Colesterol 0,057 - -

@ em benzeno deuterado (Vever-Bizet et al., 1989)
® em tetracloreto de carbono (Kranovsky et al., 1985)
¢ em piridina (Doleiden et al., 1974)

Esses hidroperoxidos lipidicos gerados podem ser reparados por
peroxidases. Essas enzimas utilizam esses compostos como substratos e
convertem o perdxido em alcool. Contudo, a eficiéncia desse processo vai
depender do estado redox da célula, pois é necessaria a presenga de um redutor
para que esse processo ocorra. Em membranas, o acido graxo contendo o
hidroperéxido é clivado pela fosfolipase A2 na presenca de jons Ca**. A glutationa
peroxidase que estd nos fluidos dos arredores reduz o peroxido do acido graxo
liberado a alcool. O reparo é completado pela reacilagao do fosfolipideo pela acil-
coenzima A (Halliwell e Gutteridge, 1999)

Em proteinas o 'O, reage preferencialmente nas cadeias laterais dos
aminoacidos triptofano, histidina, tirosina, metionina e cisteina. A reagdo com
esses residuos pode gerar endoperoxidos e hidroperéxidos intermediarios que, na
presenca de luz UV ou jons de metais como Fe?*, podem formar outras espécies
reativas.

As constantes de velocidade para reagdo quimica do 'O, com a cadeia

lateral dos aminoacidos mencionados anteriormente sao mostradas na tabela 1.5.
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Tabela 1.5 Dados de constante de reagdo com o 'O, (kr) das cadeias
laterais de aminoacidos em pH 7 (Monroe, 1985, Rougee et al., 1988,
Wilkinson et al., 1995).

Aminoacido |k, (10° M's™)
Triptofano 30

20-70°
Histidina 32-90°
Tirosina 8,0
Cisteina 8,9
Metionina 16

@ supressao fisica (kg)
® depende do pH, sendo ca. 100.10° M's™ em pH > 8
e 5.10°M™"'s™" em pH baixo.

No caso do triptofano, como aminoacido livre ou em proteinas, os principais
produtos formados sdo a N-formilkinurenina e seu produto de hidrolise, a
kinurenina, sugerindo que mecanismos similares ocorram em ambos 0s casos
(Balasubramanian et al, 1990). Para a tirosina como aminoacido livre, foi
caracterizado o produto ciclico, o acido 2-carboxilico-3a-hidroperdxido-6-oxo-
2,3,3a,6,7,7a-hexahidro-1H-indol e quando a tirosina esta presente em peptideos
observa-se a formagdo de um produto cujo anel fenolico foi transformado em
dienona alcool (Wright et al., 2002).

Na oxidacdo de histidina livre por 'O, ha formagdo de um endoperéxido
intermediario, que apods clivagem pode levar a formagido de acido aspartico,
derivados de asparagina e uréia (Tomita et al., 1969).

A reagdo da metionina com '0, forma uma espécie “peroxi” zwitteridnica
que sofre reagdo subsequente com uma segunda molécula de metionina gerando
dois mols de sulfoxido (Sysak et al., 1977). A reagdo em proteinas e peptideos
ainda nao foi elucidada.

Para a cisteina, observou-se que dissulfeto e oxiacidos sdo formados por
um mecanismo ainda nao eluc_:idado (Ando e Takata, 1985). O rendimento

quantitativo dos produtos dos residuos de cisteina em proteinas deve variar de
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acordo com a estrutura da proteina devido a fatores estéricos ou barreiras
eletronicas a formagéo do dimero.

A formacao de proteinas modificadas pela oxidagdo por 'O» pode resultar
numa série de mudangas biofisicas e bioquimicas de suas propriedades e
fungdes. Pode aumentar ou diminuir a susceptibilidade da proteina oxidada a
enzimas proteoliticas, pode alterar suas propriedades mecanicas como no
colageno e pode ainda mudar o dobramento da proteina e alterar sua ligagdo com
substratos e cofatores. Essas alteragbes podem levar & disfungao celular e

progressao de doengas.

1.3.3 Efeito sinalizador do oxigénio singlete em sistemas biolégicos

Apesar de todos os efeitos deletérios relacionados a presenga de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, existem processos celulares nos quais a
geragao dessas espécies em quantidades controladas pode ser utilizada em
processos fisioldgicos e de sinalizagao celular.

Estudos relacionados ao efeito da radiagdo UVA (320-380 nm) tém
mostrado que o 'O, é responsavel por uma série de eventos que levam aos danos
celulares (Ryter e Tyrrell, 1998). A inativagdo de fibroblastos humanos por
iradiagdo UVA indicou que a geragdo de 'O, exerce um papel fundamental na
citotoxicidade do UVA (Tyrrell and Pidoux, 1989).

A heme-oxigenase é uma enzima de regulagdo da via de degradacgdo do
heme. Essa enzima pode ser induzida in vivo e in vitro por diversos fatores e em
fibrobiastos de pele humana ela pode ser induzida pela radiagdo UVA. Nesse
caso, foi mostrado que o 'O, é o efetor primario da indugdo pela analise dos
niveis de MRNA dessa enzima, os quais se mostraram aumentados na presenga
de D,O e reduzidos na presenga de azida de sodio e L-histidina. Por outro lado,
DMSO e manitol, que seqiiestram radical *OH, mostraram pouco ou nenhum
efeito (Basu-Modak e Tyrrell, 1993).

Além disso, a radiagao UVA provoca uma sintese desbalanceada de
colagenase e seu inibidor TIMP-1, que sdo responsaveis pela manutengio da
integridade da matriz extracelular da pele levando a um aumento na formacéo de
rugas e dificuldades de cicatrizagdo. Usando o gerador quimico NDPO, foi

estudada a regulagdo de mRNA de colagenase e TIMP-1, na presenga de D,O e
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azida de sodio. Foi mostrado que o 'O, esta diretamente envolvido no aumento
dos niveis de mRNA de colagenase, porém a sintese de mRNA de TIMP-1
permaneceu inalterada (Scharffetter-Kochanek et al., 1993). Embora tenha sido
mostrado que o 'O, esta envolvido nesse processo, sua participacio na cascata
de sinalizagado pode ser mais complexa. A participagao do '0, foi mostrada em
eventos iniciais na membrana celular que precedem a inducao de interleucinas
(IL-1 e IL-6), levando a degradacgao do tecido no foto-envelhecimento (Wlaschek
etal., 1997).

Foi relatado que o fator de transcricdo AP-2, que esta envolvido com a
morfogénese em vertebrados, em particular, na diferenciagao e desenvolvimento
de queratinocitos na epiderme, esta também envolvido na indugdo da sintese da
molécula de adesdo intracelular ICAM-1. Foi demonstrado que esse ultimo
processo ¢ mediado por 'O, em queratincitos humanos (Grether-Beck et al.,
1996). Além disso, foi proposto que o mecanismo desse processo envolve a
geragdao nado enzimatica de ceramida a partir de esfingomielina que causa a
ativagdo de AP-2 (Grether-Beck et al., 2000).

A radiagdo UVA e 'O, também estdo envolvidos com a ativagdo do fator de
transcricdo AP-1 a qual é mediada pela ativagdo de proteinas quinases ativadas
por mitogénio (MAPKSs) consistindo na indugao rapida e transiente de p38 e c-Jun-
N-terminal quinase (JNK) (Klotz et al., 1999).
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2 Objetivos

O estudo sobre o papel do 'O, em sistemas biolégicos é relevante, pois
esta espécie é dotada de caracteristicas interessantes, apresenta alta reatividade
frente a diferentes compostos organicos e tempo de vida razoavelmente alto (us),
sendo capaz de agir em diferentes compartimentos celulares com o0s mais
variados ambientes quimicos levando a respostas particulares frente a cada
situagdo.

A identificacéo e a caracterizagao de produtos de oxidagdao formados pela
reacido de biomoléculas com 'O, sdo importantes para elucidagao desses
processos nas celulas e suas implicagdes biologicas.

O principal foco desse trabalho foi contribuir no esclarecimento dos
mecanismos de reacgdo do 'O, com um alvo biologico importante, o DNA. Para

atingir esse objetivo foram executadas as seguintes metas:

1. Sintese e utilizagdo da decomposigdo térmica de endoperoxidos como uma

fonte pura de '0,.

2. Preparacdo de um endoperoxido isotopicamente marcado com oxigénio-18

(DHPN'0,) para estudos mecanisticos envolvendo a reacio de '0..
G

3. ldentificagdo por cromatografia liquida de alta pressdo e andlises por
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray dos produtos de
oxidagao gerados pela reagdo da 2’-desoxiguanosina e 8-oxo-7,8-dihidro-2’-

desoxiguanosina com '0..

4. Tratamento de células com DHPN'0, visando identificar a formagdo de

lesées em DNA devido & reacao direta com 'O,.

5. Esclarecimento sobre a possibilidade da decomposicdo do ONOO™ gerar

quantidades estequiometricas de '0,.

41




Materiais e Métodos



Materiais e Meéetodos

3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

A seguir € apresentada a lista dos materiais utilizados nos procedimentos
experimentais.
Merck (Rio de Janeiro, Brasil): tetracloreto de carbono, benzeno, acido fosforico,
tolueno, acido sulfirrico, acetona, azul de metileno, acido formico, iodo, acetato de
etila. (Darmstadt, Alemanha): etanol absoluto, éter etilico, cloroférmio, metanol,
acido cloridrico, triton X-100, sodio metalico, silica gel para cromatografia em
coluna aberta (63-200pum), placas de silica para cromatografia em camada
delgada (0,2 mm, fluorescéncia em 254 nm), acetonitrila e metanol para
cromatografia.
Sigma (Missouri, Estados Unidos): 2’-desoxiguanosina, 2'-desoxiadenosina, 2'-
desoxicitidina, 2’-desoxitimidina, 3-amino-1,2-propanodiol, 4-dimetilaminopiridina,
acetato de sodio, ampicilina, bicarbonato de sédio, carbonato de sédio, Chelex®
100, cloreto de magnésio, cloreto de potassio, cloreto de sodio, desferroxamina,
dimetiformamida, DNA de timo de bezerro, dodecil sulfato de so6dio, Eagle
modificado por Dulbecco, EDTA, formiato de amoénio, fosfatase alcalina, fosfato de
potassio monobasico, fosfato de sdédio dibasico, hidroxido de sodio, iodeto de
sodio, isopropanol, molibidato de sédio, nuclease P1, penicilina-estreptomicina,
proteinase K, Rnase T1, Rnase A, sacarose, sulfato de estreptomicina, sulfato de
magnésio anidro, sulfato de sodio anidro, e tripsina.
Aldrich (Wisconsin, Estados Unidos): éster maldnico, 1,4-dimetilnaftaleno,
Clorotrimetilsilano, anidrido do acido isobutirico, clorodimetoxitritila, fosforamidita
de N,N-diisopropiletilamina, 2-cianoetil-N,N, N, N-tetraisopropildiamidita, trietilamina
agua deuterada (99.9 %), dimetilsulféxido deutérado (99.9 %), cloroférmio
deuterado (100 %), tubos para NMR (standard e gold).
Isotec inc. (Ohio, Estados Unidos) Oxigénio-18 gasoso 99% ('20,).
Supelco (Estados Unidos): colunas para HPLC Supelcosil, LC-18 (250 x 4,6 mm e
180 x 4,6 mm; tamanho de particula 5 pm), LC-NH; (250 x 4,6 mm, tamanho de

particula 5 pm), coluna pra extragdo em fase solida Supelclean LC-18 (6 mL, 1g).

Phenomenex (Califérnia, Estados Unidos): LC-18 (50 x 1 mm, tamanho de

particula 3 um) e LC-NH, (250 x 10 mm, tamanho de particula 10um).
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Interchim (Montlucon, France): Hypersyl ODS column (250 x 4,6 mm, tamanho de
particula 5 pm e 250 x 2,1 mm, tamanho de particula 5 pm).

Thermo Quest: coluna para HPLC LC-18-ODS Hypersy! (250 x 10 mm, tamanho
de particula 10 pm).

Hamilton (Nevada, Estados Unidos): seringas para injegdo manual em sistema de
HPLC de 25, 50, 250 e 500 pl.

Applied Biosystems (Estados Unidos): monémero de fosforamidita 3’-O-[(2-

cianoetoxi) (diisopropilamino)fosfino}-5’-O-(4,4’-dimetoxitritil)-2’-desoxitimidina.
SDS (Peypin, Franga): Piridina, diclorometano.

Carlo Erba (Mil3o, Italia): éter dietilico, aménia 40 %, acetato de etila.
USB®(Austria): brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-tetrazolium
Cultilab (Sao Paulo, Brasil): soro fetal bovino (SFB)

Peréxidos do Brasil (Parana, Brasil): agua oxigenada 35 %

A 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina foi cedida pelo nosso colaborador
Dr. Jean Cadet (CEA, Franga). O sulfato mono-{2-[10-(2-sulfoxi-etil)-antracen-9-il]-
etil}éster de sodio, disponivel no laboratério, foi sintetizado conforme descrito em
(McCall, 1984). O peroxinitro foi gentilmente cedido pela Prof. Ohara Augusto (IQ-
USP). A agua utilizada foi tratada pelo Water System Nanopure da marca

Barnstead (lowa, Estados Unidos).

3.2 Equipamentos

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

» Autoclave vertical da Fanem (Brasil) modelo 415.

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

» Bomba de infusdo com seringa modelo 22 da Harvard Apparatus, Inc.
(Massachussetts, Estados Unidos).

> Centrifuga da Hitachi (Toquio, Japdo) modelo SCR 20B.

> Cromatografo a gas Shimadzu (Téquio, Japdo) modelo GC-14A com detector
FID.

> Detector Coulométrico da ESA coulochem Il 5021 (Massachussetts, Estados
Unidos).
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> Detector eletroquimico para HPLC Antec Decade (Holanda).

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

> Espectrometros de NMR 300 MHz da Varian (California, Estados Unidos)
modelo Unity Inova ou Bruker (Alemanha) DPX 300 série Avance e e AC-200.

> Injetor manual da Rheodyne (Califérnia, Estados Unidos).

> Liofilizador E-C Micro Modulyo e bomba da Savant (Nova lorque, Estados
Unidos) modelo VLP-20.

> pHmetro da Corning (Estados Unidos) modelo 320.

> Sintetizador de oligonucleotideos: Applied Biosystems (Estados Unidos).

» Speed Vac® Plus Savant (Nova lorque, Estados Unidos) e bomba da Savant
(Nova lorque, Estados Unidos) modelo VLP200.

> Sistema de HPLC da Hewlett Packard (Estados Unidos) modelo Agilent 1100 e
software HP Chem Station for LC.

» Sistema de HPLC da Shimadzu (Toquio, Jap3do): 2 bombas LC-10ADVP,
injetor automatico SIL-10ADVP, detector de absorbancia UV SPD-10AVVP,
detector de fluorescéncia RF-551, detector de fotodiodos em série SPD-
M10AV VP, controlador de Sistema SCL-10AVP conectado a um computador e
software CLASS-VP verséo 5.03. _

> Sistema de MS composto por: espectrdmetro de massas Quattro Il da
Micromass (Manchester, Reino Unido), software Masslynx versdo 3.2, injetor
Rheodyne (California, Estados Unidos).

> Sistema de MS: espectrdmetro de massas API3000 triplo quadrupolo da
Perkin-Elmer (Paris, Franga) com fonte turbospray da SC/IEX (Thornill, Canada).

> Sistema de MS: LC-Q (Mat-Finnigan) com analisador por captura de ions.

> Sistema para detecgao de intensidade e espectro de emisséao de luz do 'O na
regiso do infravermelho. Composto por um tubo fotomultiplicador (R5509 PMT,
Hamamatsu Photoniks KK, Shizuoka, Japao), sistema de refrigeracdo por
nitrogénio liquido (S600 PHOTOCOOL™, PC176TSCEQ05 cooler, Products for
Research Inc., MA), fonte de alta tens&o (High Voltage DC Power Supply Model
C3360, Hamamatsu Photoniks KK, Shizuoka, Japdo) e monocromador (M300,
Edinburgh Analytical Instruments, UK). software F-900 v. 6.22 (Edinburgh

Analytical Instruments, Livingston, Reino Unido).
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3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Sintese do acido 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropandico

O acido 3,3-(1,4-naftilideno)dipropandico (ANDP) é um produto
intermediario na sintese de dois derivados de naftaleno sollveis em agua: o NDP
e a DHPN. A rota adotada foi baseada nos trabalhos de Lock e Walter (1942) e
Marvel e Wilson (1958), sendo que, o primeiro passo, no qual ocorre a bromagao
do DMN para formar o 1,4-bis(bromometil)naftaleno (BBMN), foi modificado e néo
se usou N-bromosuccinamida. A figura 3.1 ilustra a rota e os principais reagentes

envolvidos na sintese desse acido. A descrigao de cada etapa é feita a seguir.

S SN
O
CH,Br ~
O
BrleCI Etanol/Na
C H /Ester
maldnico O
H.,B
CH.Br O/\
DMN BBMN
MeOH / NaOH
0”7 o7
HCI
0] OH O OH
OH
0]
O
OH
o) OH O OH

ANDP

Figura 3.1 Rota de sintese do acido 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropandico.
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3.3.1.1 Bromagao radicalar do 1,4-dimetilnaftaleno

O DMN apresenta duas regides susceptiveis ao ataque do bromo: a parte
aromatica e a cadeia lateral. A halogenagao da cadeia lateral exige a formagao de
bromo radicalar. O passo limitante dessa reagdo é a formagdo do radical alquila,
porém, uma vez formado, o radical converte-se rapidamente no haleto de alquila.

Em um baldo de 1 L de fundo redondo e trés bocas, equipado com
condensador de refluxo, funil de adigdo e agitador mecanico, foram colocados 250
mL de CCls e 25 mL de DMN (0,16 mol), previamente purificado por destilagao a
pressdo reduzida (intervalo de ebulicdo a 751 mmHg: 262-264 °C).

Em seguida, adicionaram-se, muito lentamente (~2 h) e com agitagao, 18
mL de Br; (0,35 mol), sendo que o sistema foi mantido irradiado com luz fornecida
por uma lampada de 500 W e aquecido por uma manta.

Apods o término da adiggo de Bry, 0 sistema permaneceu em refluxo, sob
aquecimento, agitagao e irradiagdo por 4 h. Depois desta fase, permaneceu em
repouso a temperatura ambiente por uma noite.

Eliminou-se o solvente por roto-evaporagcdo e procedeu-se uma
recristalizagdo do solido obtido com CHCIs Depois de permanecer em repouso
por 6 h, o solido referente ao BBMN foi recuperado em funil de Blichner.

Os rendimentos para as diversas preparag¢des ficaram em torno de 52 a 75
% e os sinais obtidos no espectro de NMR de 'H em cloroférmio deuterado estéo

de acordo com o esperado pela estrutura da molécula (Anexo I).

3.3.1.2 Sintese maldnica

Por tratamento com etéxido de sodio em alcool absoluto, o éster maldnico
transforma-se num sal, o éster malonico sodico. A acdo deste sal sobre o BBMN
gera um éster maldnico substituido. Esta reacéo consiste num ataque nucleofilico
do carbanion CH(COOC:Hs), ao haleto de alquila. A eficiéncia dessa preparagéo
depende do tratamento adequado dos solventes e da pureza do éster maldnico,
que foi verificada por cromatografia gasosa e estava acima de 98 %
(procedimentos descritos no item 3.3.1.2.1).

Em um baldo de 1L com trés bocas, equipado com condensador de refluxo,
agitador mecanico, funil de adigdo e tubo secante, foram colocados 250 mL de

etanol absoluto seco e adicionados lentamente 8 g de sodio metalico (0,35 mol).
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Quando todo o sbdio havia reagido, 100 mL de éster malonico redestilado
(0,66 mol) foram adicionados gota a gota na solugdo sob agitagdo por 2 h.
Durante esta etapa, manteve-se o sistema aquecido (~50 °C) para prevenir a
precipitacao do éster de sédio maldnico.

Depois de todo o éster ter sido adicionado, o sistema foi mantido em
refluxo por 2 h. Adicionaram-se 400 mL de benzeno seco para facilitar a
dissolugao do BBMN, que foi adicionado na forma sélida (37 g; 0,12 mol) durante
45 min. A precipitagdo do NaBr comegou logo apos o inicio da adigdo do BBMN.
O sistema permaneceu em refluxo por 4 h e sob temperatura ambiente durante
uma noite.

A mistura resultante foi neutralizada com 100 mL de agua e 100 mL de
uma solugdo aquosa de HCl a 20 %. Houve separagao das fases organica e
aquosa, sendo que esta ultima foi lavada com éter etilico. As fases organicas
foram combinadas e lavadas com solugdo 5 % de NaHCOs; e agua, sendo que no
final a mistura foi seca sob Na,SO4 anidro. Os solventes e excesso de éster
maldnico foram removidos por roto-evaporacao & pressao reduzida.

Uma amostra do produto foi dissolvida em cloroférmio deuterado para
caracterizagao por espectroscopia de NMR de 'H e os sinais obtidos estéo de

acordo pela estrutura da molécula (Anexo II).

3.3.1.2.1 Tratamento de solventes e do éster maldnico

Etanol seco; Em um baldo de 1L foram colocados 500 mL de etanol absoluto e

foram adicionados 2,5 g de magnésio metalico e 0,5 g de iodo ressublimado. O
sistema permaneceu em refluxo por 2 h e em seguida o etanol foi recuperado por
destilagdo (adaptado de Becker et al., 1997).

Benzeno seco: Em um bal&o de 1 L foram colocados 600 mL de benzeno e 3 g de

sodio metalico na forma de fio, o sistema permaneceu em refluxo por 1 h e o
benzeno foi recuperado por destilagdo. Essa operacdo foi repetida mais uma vez
(Becker et al., 1997).

Ester Malbnico: Em um baldo de 250 mL foram colocados 150 mL de éster

maldnico, que foi destilado & pressdo reduzida e analisado por cromatografia

gasosa (Solvente: acetato de etila, Temperatura do injetor 250 °C, Temperatura
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do detector: 300 °C, Gradiente: 3 min a 60 °C, de 3 min a 13 min até atingir 200 °C
e mais 2 min a 200 °C).

3.3.1.3 Hidrolise e Descarboxilagao

Em um baldo de 500 mL, equipado com condensador de refluxo, o liquido
resultante da etapa anterior, o éster a,a’-dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato
de dietila, foi dissolvido em 200 mL de solu¢go 6 M de NaOH e 50 mL de metanol.
O sistema foi aquecido sob refluxo por 2 h com agitagao.

Foi realizada uma filtracdo a quente e acrescentou-se ao filtrado HCI até
que a solugdo apresentasse pH ~ 1 e houvesse a formag&o de um precipitado.
Apos essa etapa, o sistema permaneceu em geladeira por uma noite.

O solido, obtido por filtragdo em funil de Biichner, foi mantido em estufa a
temperatura de 120°C durante cerca de 15 dias até descarboxilagéo total,
verificada pela estabilizagdo da massa do produto.

Os rendimentos obtidos para as diversas preparagées ficaram em torno de
54 a 87 %. Uma amostra do produto final foi dissolvida em dimetilsulfoxido
deuterado para caracterizagdo por espectroscopia de NMR de 'H, "*C e DEPT e

0s sinais obtidos estdo de acordo com o esperado pela estrutura da molécula
(Anexo lil).

3.3.2 Sintese do 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sodio
A preparacao do NDP foi feita conforme descrito por Di Mascio e Sies
(1989). Dissolveram-se 1,5 g de sodio metalico em 100 mL de metanol seco
(procedimento de tratamento descrito no item 3.3.2.1), adicionaram-se 3,5 g do
_ANDP (0,013 mol) e agitou-se por 2 h sem aquecimento. Apos esse tempo, a
agitagao foi cessada e adicionaram-se 200 mL de éter para precipitar o sal obtido.
O sistema permaneceu em geladeira por uma noite. Em seguida, o sdélido foi
separado por filtragdo e seco em estufa a 50 °C.
Os rendimentos obtidos para as diversas preparagées ficaram em torno de
73 a 88 %. Uma amostra do produto dissolvida em agua deuterada foi analisada
por NMR de 'H e '*C, para analise por HPLC-MS no modo negativo de ionizacéo
por electrospray (ESI-) com temperatura da fonte em 120 °C; capilar em 3,5 kV; e

cone em 10 V. Nesse caso, a amostra foi dissolvida em uma solugao (1:1) de
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agua e acetonitrila (ACN). Os sinais obtidos no espectro de NMR de 'H e *C e na

analise por MS estao de acordo com o esperado pela estrutura da molécula
(Anexo V).

3.3.21 Tratamento de solvente para preparagio do 3,3'-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de sédio

metanol seco: Em um baldo de 250 mL foram adicionados 150 mL de metanol, 1
g de magnésio metalico e 0,2 g de iodo ressublimado, o sistema permaneceu em
refluxo por 2 h e o metanol foi recuperado por destilagdo (adaptado de Becker et
al., 1997).

3.3.3 Sintese da N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)
dipropanamida

Para preparacdo da DHPN foi feita, inicialmente, a sintese de um
intermediario mais reativo a partir do ANDP, o éster 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de etila (NDPE) e num passo posterior, foi feita a reagéo
entre o NDPE e o 3-amino-1,2-propanodiol para obter a DHPN (Figura 3.2).

OH

' H
Os_ _OH OO~ ONQ\

OH
OH

-
H,SO,/Tolueno
OH
0~ “OH 0” o7 o ”AH

OH
ANDP NDPE DHPN

Figura 3.2 Rota de sintese da DHPN partindo do ANDP.
3.3.3.1 Esterificagio

A etapa de esterificacao foi feita como descrito em Vogel (1989) com

algumas modificagbes. Em um baldo de 250 mL equipado com condensador de
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refluxo, foram colocados 21 g de ANDP (0,077 mol), 150 mL de alcool etilico
absoluto e 1 mL de acido sulfurico concentrado. Alguns pequenos pedagos de
porcelana porosa foram adicionados e o sistema foi mantido sob refluxo por 2 h.

Adicionaram-se 40 mL de tolueno e o dean-stark foi acopiado ao sistema e
teve sua parte lateral preenchida com tolueno. Esta aparelhagem serve para
extrair a agua da solugdo favorecendo a formagado dos produtos e substitui as
sucessivas destilagdes sugeridas na referéncia.

Apods 4 h de aquecimento foi feita uma destilagao simples para eliminar o
alcool etilico e o excesso de tolueno, obtendo-se um liquido viscoso. Foi feita uma
extragcdao com 200 mL de uma solugdo 20 % de cloreto de sbdio e para uma
melhor separagao foi acrescentado 50 mL de éter etilico. A fase apolar foi lavada
com 200 mL de solugdo 5 % de bicarbonato de sédio e seca sob Na;SO4 anidro.
Apés filtracao, o filtrado foi roto-evaporado para retirar o residuo de tolueno e o
eter etilico.

O rendimento dessa etapa foi de 87 %. Uma amostra do produto foi
dissolvida em cloroférmio deuterado (100 %) e analisada por NMR de 'H. Para
andlise por HPLC-MS, uma amostra foi dissolvida em ACN com 0,2 % de acido
formico e detectada no modo positivo de ionizagdo por electrospray (ESI+),
temperatura da fonte de 100 °C e cone em 20 V. Os sinais obtidos nos espectros
de NMR de 'H, '*C e MS estdo de acordo com o esperado pela estrutura da
molécula (Anexo V).

3.3.3.2 Amidificagao

Essa sintese foi realizada conforme descrito por Dewilde et al. (1998) com
algumas modificagdes. Foram dissolvidos 5 g do NDPE (0,015 mol) em 100 mL
de metanol em um baldo de 250 mL, em seguida acrescentaram-se 10 g de 3-
amino-1,2-propanodiol (0,11 mol). O sistema permaneceu em temperatura de
refluxo por 24h.

Apés essa etapa o metanol foi eliminado por roto-evaporacao, o produto foi
transferido para um béquer no qual foram adicionados 200 mL de acetona. O
sistema permaneceu em geladeira por uma noite para melhor precipitagdo do
produto. Apds recuperagdo do solido por filtragdo em funil de Blichner, foi feita

sua recristalizagdo em metanol.
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Ap6s a recristalizacdo, o produto € um sélido levemente amarelo e com
aspecto amorfo, ndo se formam cristais. Os rendimentos obtidos para as diversas
preparacdes ficaram em torno de 47 a 51 %. O produto final foi caracterizado por
NMR de 'H e C, sendo que nesse caso dois tipos de amostras foram
preparadas para analise, uma dissolvida em agua deuterada e uma dissolvida em
dimetilsulfoxido deuterado. Foi também caracterizado por HPLC-MS, sendo nesse
caso dissolvida em agua e ACN (1:1) com 0,2 % de &cido féormico com as
seguintes condigdes: modo ESI+, temperatura da fonte em 120 °C, capilar em 3,5
kV e cone em 10 V.

Os sinais obtidos no espectro de NMR de 'H e '*C e MS estdo de acordo

com o esperado pela estrutura da molécula (Anexo VI).
3.3.4 Preparacao dos endoperoéxidos dos derivados de naftaleno

3.3.4.1 Sintese do endoperéxido do 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropanoato de
sddio

Uma vez obtido o derivado naftalénico, uma fonte primaria de '0, é
necessaria para preparar o endoperoxido correspondente. Nesse caso foi
utlizado o método que emprega o desproporcionamento do peroxido de
hidrogénio catalisado pelo molibdato (reacédo 9, se¢do 1.2.1.5.5.1):

Em um tubo para centrifuga contendo um agitador magnético foram
colocados 10 mL de uma solugédo de 0,5 M de Na,MoO4 em tampao 0,1 M de
Na,CO3 / NaHCO; pH 10-11. Em seguida, foi acrescentado 1 g do NDP. O tubo
permaneceu em banho de agua com temperatura de 20 °C durante todo o
processo.

Sob agitagdo continua, acrescentou-se 1 mL de H,0; (35 % comercial) na
solugdo, a qual ficou marrom avermelhada com liberagdo intensa de O,. Ap6s 14
min a solugdo ficou amarelo-ouro e, entdo, acrescentou-se mais 1 mL de Hy0..
Essa operagao foi repetida por mais quatro vezes, sendo que ao final da dltima

adi¢ao a solugdo permaneceu agitando por 20 min, ao invés de 14 min como nas
anteriores.
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Apo6s o término dos 20 minutos finais, o tubo foi resfriado em um banho de
agua e gelo, e 10 mL de H3PO, 2 M foram acrescentados lentamente e sob
agitagao para precipitar a forma diacido do endoperoxido.

Em seguida, o sistema foi centrifugado a 7000 rpm, 4 °C, por 2 min. O
sobrenadante, de coloragdo amarela, foi descartado. Acrescentaram-se 20 mL de
agua fria ao solido, agitou-se por alguns minutos e centrifugou-se nas mesmas
condicbes da anterior, descartando novamente o sobrenadante obtido. Seguiu-se
0 mesmo procedimento para lavar mais duas vezes o sélido com 20 mL de agua
fria.

O tubo, contendo o sélido obtido apos todas as lavagens, foi colocado no
gelo. Acrescentou-se lentamente e sob agitagdo NaOH 2 M até completa
solubilizacao do precipitado. A solugdo obtida foi separada em fragoes que foram
congeladas imediatamente a -80 °C.

Esse mesmo procedimento pode ser feito partindo-se diretamente do
ANDP, porém nesse caso, deve-se adicionar uma quantidade estequiométrica de
NaOH para possibilitar sua solubilizagdo. O processo ocorre da mesma maneira e

no final o endoperoéxido é recuperado por precipitagdo com excesso de acido.

3.3.4.2 Sintese do endoperéxido da N,N'-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-
naftilideno)dipropanamida

Para preparacdo do endoperéxido da DHPN foi utilizado o método
fotoquimico convencional (reagdo 8, segdo 1.2.1.5.5.1). Em 2 mL de agua
deuterada foram dissolvidos sob leve aquecimento 200 mg de DHPN. A reagéo se
processou em um frasco com isolamento térmico que por meio de um banho,
mantém a temperatura a 4 °C. Foram acrescentados 5 uL de uma solugio de azui
de metileno (10 mg/mL) e a solugdo foi irradiada com uma lampada de 500 W sob
borbulho de oxigénio constante por 5 h.

Resina Chelex® 100 foi acrescentada e a solugéo foi agitada por 20 min a 4
°C até completa fixagdo do azul de metileno. A solugao foi filtrada em uma

membrana polimérica (0.45 pym) e estocada a —80 °C.
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3.3.4.3 Preparacao do endoperoxido da N,N'-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’~(1,4-
naftilideno)dipropanamida marcado com oxigénio-18

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram colocados 200 mg de
DHPN, 3 mL de agua deuterada, 300 pL de uma solugdo de azul de metileno (5
mg/mL em D,0) e uma barra para agitagao magnética. Para completa dissolugao
da DHPN o sistema foi levemente aquecido, sendo em seguida resfriado em
nitrogénio liquido e com uma bomba de sucgdo, o ar foi aspirado. Esse
procedimento foi repetido 5 vezes. O ar dos dutos do sistema, como
esquematizado na figura 3.3, também foi aspirado pela bomba.

A reacao foi resfriada por um banho de gelo com temperatura sempre por
volta de 4 °C e foi irradiada por uma lampada de 500 W sob press&o de 1,4 bar de
80, por 4,5 h (Figura 3.3).

Ap6s o periodo de reacao, o sistema foi aberto e acrescentou-se resina
Chelex® 100 suficiente para total absorgdo do azul de metileno. A solugéo foi
agitada por 10 min a 4 °C e em seguida foi filtrada em uma membrana polimérica
(0.45 um) e estocada a —80 °C.

Foram acrescentados mais 3 mL de D,O a resina restante para recuperar
possivel quantidade de produto adsorvido na resina. As fragdes obtidas, apos
filtragdo, também foram estocadas a —80 °C.

Luz

F 17 | —® -ﬁ
\ a»
l 180,

Bomba de
succao

Figura 3.3 Esquema do sistema utilizado para sintese do DHPN'0,

3.3.4.4 Anélise dos endoperoxidos

A concentragao dos endoperoxidos foi determinada por espectrofotometria
no UV. Primeiramente, mediu-se a absorbancia da solugdo a 288 nm, em seguida
colocou-se a solugdo em um banho a 50 °C por duas horas e mediu-se

novamente sua absorbancia a 288 nm.
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Esse comprimento de onda é o de absorgdo do anel naftalénico (¢=7780
cm‘1.mol’1.L). Portanto, no inicio espera-se que nao haja absorg¢ao, pois teriamos
100 % de conversdo em endoperédxido. Depois do tempo em banho aquecido,
mede-se a absor¢do do anel naftalénico, pois o endoperdxido foi destruido (Pierlot
et al., 2000a).

Para analise dos endoperoxidos NDPO, e DHPNO, por HPLC-MS foi feita
uma separagdo por HPLC com o detector UV programado para deteccdo em
comprimento de onda de 230 nm. A coluna usada foi a LC-18 (250 x 2,1 mm, 5
um) da Supelco. A separacao foi feita com fluxo de 0,18 mL/min e um gradiente
partindo de 15 % de ACN em solugdo 10 mM de formiato de amobnio, indo para 30
% ACN em 20 min, 60 % ACN em 25 min e voltando para 15 % em 30 min. Para o
NDPQO, a analise foi feita no modo ESI- e para o DHPNO, no modo ES|+, ambos
usando cone em 10 V e temperatura da fonte de 120 °C.

Uma amostra do DHPN'®0, foi separada por HPLC com o detector UV
programado para deteccao em comprimento de onda de 230 nm. A coluna usada
foi a LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco. A separacao foi feita com fluxo de
0,8 mL/min de forma isocratica com fase movel constituida por 15 % ACN e 85 %
agua. Apos o detector UV, uma parte do fluxo (0,22 mL/min) era desviada para o
espectrometro de massas para analise no modo ESI+ com temperatura da fonte

de 80 °C e diferentes potenciais do cone na faixa de 5a 20 V.

3.3.5 Termélise de endoperoxidos e detecgio de luminescéncia no
infravermelho

Foi acompanhada a emissao de luz da transigdo monomolecular (A = 1270
nm) do 'O, para as termélises dos endoperoxidos preparados. As cinéticas de
termélise do NDPO, foram obtidas durante a incubagéo da solugdo 10 mM do
endoperoxido a 30, 35, 45, 50 °C. As cinéticas de termolise do DHPNO, foram
obtidas durante a incubagdo da solugdo 10 mM do endoper6xido a 40 °C. A
Supressao por azida foi obtida injetando-se 0,4 mL de uma solugédo 0,1M de NaN;
no maximo de luminescéncia. O espectro do sistema de H,O, e MoO,* foi obtido
apos adigdo de 0,1 mL de uma solugéo 35 % de H,O, em 2 mL de uma solugdo
0,25 M de MoO4* em tampao 0,05 M Na,CO3 / NaHCO3 pH 10-11 contendo 50 %
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de D,0. Os espectros de emissdo de DHPNO, e NDPO, foram obtidos durante a

incubagdo da solugdo 10 mM do endoperdxido a 40 °C.

3.3.6 Detecgao do oxigénio singlete gerado por diferentes sistemas usando

o captador quimico EAS

3.3.6.1 Preparagao do padrao de EASO,

Como o produto de reagdo esperado para os diversos sistemas é o
endoperoxido do EAS, foi preparado um padrdo desse composto para ser
utilizado nas analises. Para tanto, foram dissolvidos 10 mg de EAS em 6 mL de
D>O em banho de 5 °C, na presenca de 15 uL de solugdo 10 mg/mL de azul de
metileno e o sistema foi irradiado durante 2 h por uma Idampada de 500 W e sob
borbulho de oxigénio. O sensibilizador foi retirado com a utilizagdo de resina
Chelex® 100. A analise e purificagdo do EASO, obtido foram feitas usando HPLC
com o detector UV programado para detecgcdo em comprimento de onda de 229
nm. A coluna usada foi a LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco, com fase
movel de 35 % metanol (MeOH) em solugdo 100 mM de formiato de aménio pH
7,3. O produto coletado foi seco, dissolvido em agua e purificado novamente com
fase movel de 20 % MeOH e agua.

3.3.6.2 Incubacgio do EAS com diversas fontes de oxigénio singlete

As incubagotes foram feitas em tampao fosfato 150 mM, pH 74 e em
tamp&o acetato 150 mM, pH 5,4; usando para todos os sistemas a concentragio
inicial de EAS de 8 mM. A concentragéo de H,O, foi determinada por medida de
absorbancia de luz UV usando o € em A = 43,6 M'cm™ (Radi et al., 1991) e a

concentragao de hipoclorito foi determinada pelo método iodométrico.

3.3.6.2.1 Incubagio com o DHPNO;

DHPNO, foi adicionado para uma concentragado final de 10 mM. Uma
aliquota foi retirada e mantida em congelador e o sistema foi incubado por 2h a 40
°C. Como controle foram feitas incubacdes nas mesmas concentragdes com
DHPN proveniente da termolise do DHPNO,.
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3.3.6.2.2 Incubagdo com o DHPN'®0,

A incubagado foi feita em agua contendo 50 % de D,O usando 5 mM
DHPN'0, e 8 mM de EAS. O sistema foi aquecido por 2,5 h a 37 °C. Essa
mesma incubagado também foi feita borbulhando N2 ou O por 20 min no gelo
antes do aquecimento a 37 °C por 2,5 h.

Para verificar o efeito da concentracdo do gerador de '®['O;] foram
preparadas solugdes contendo 50 % de D,O, 8 mM de EAS e diferentes
concentragdes do DHPN'?0, (1; 5; 10; 15 e 20 mM).

Para verificar o efeito da D,O foram preparadas solugbes com 8 mM de
EAS e 5 mM de DHPN'0, contendo 15, 30, 60, 90 ou 100 % de D,O.

3.3.6.2.3 Incubagio com o sistema H,0, e OCI

Nesse sistema, 6 aliquotas de 10 pL de cada uma das solugbes 10 mM de
OCI' e 10 mM de H,O, eram acrescentadas a solugio tampéo ja contendo EAS
de forma que a concentragdo final ficasse em 1 mM dos respectivos reagentes
adicionados. Foram feitos controles com OCI” e H,0, separadamente usando as

mesmas quantidades de forma que fossem mantidas as condi¢des utilizadas

anteriormente.

3.3.6.2.4 Incubagio com o sistema ONOO" e H,0,

Para esse experimento, uma solugdo de 138 mM de ONOO' foi adicionada
com um fluxo de 8 pl/min, controlado por uma bomba de infusdo com seringa, a
uma solugao tampao contendo o EAS e 100 mM de H,O,, para concentracao final
de 1 ou 15 mM de ONOO". Foram feitos os respectivos controles com (i) ONOQO',

(i) ONOO™ previamente decomposto na solugdo tampéo e (iii) H2O0..

3.3.6.3 Detecgio do EASO, gerado pelos diferentes sistemas

O EASO, gerado pelos diferentes sistemas foi separado e detectado
usando o equipamento de HPLC com o detector de fotodiodos em série (PDA) e
injetor automatico. As amostras eram diluidas 1:10 e 30 pL eram injetados. A
coluna usada foi a LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco. A separacao foi feita
com fluxo de 1 mL/min por um gradiente linear partindo de 15 % ACN em solucdo

25 mM de formiato de aménio, indo a 17 % ACN em 8 min, permanecendo a 17 %
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ACN até 12 min, retorno para 15 % ACN até 15 min e mais 5 min a 15 % ACN

para estabilizagdo da coluna, totalizando um tempo de corrida de 20 min.

3.3.6.4 Analise por espectrometria de massas do EAS, EASO, e EAS'?0,
Amostras do EAS, EASO; e EAS'®0, foram analisadas por HPLC-MS
usando o equipamento de HPLLC com o detector UV programado para detecgéo
em comprimento de onda de 230 nm. As amostras eram diluidas 1:10 e 30 pL
eram injetados. A coluna usada foi a LC-18-S (250 x 2,1 mm, 5 um) da Supelco. A
separagao foi feita com fluxo de 0,15 mL/min por um gradiente linear partindo de
15 % ACN em solugdo 10 mM de formiato de amonio, indo a 17 % ACN em 8 min,
permanecendo a 17 % ACN até 12 min, indo a 70 % ACN em 14 min, retorno para
15 % ACN até 18 min e mais 7 min a 15 % ACN para estabilizacdo da coluna,
totalizando um tempo de corrida de 25 min. As andlises por MS foram feitas no
modo ESI- com temperatura da fonte de 100 °C e potencial do capilar em 3,0 kV.

O potencial do cone foi variado entre 10 e 20 V.

3.3.7 Incubagdo dos endoperéxidos com 2’-desoxiguanosina

Para quantificagdo dos produtos de oxidagdo foram preparadas solugdes
contendo 1 mM de dGuo e diferentes concentragdes dos endoperdxidos (0,5; 1; 5;
10 mM). Foram preparados dois tipos de controle: solu¢des que continham 1 mM
de dGuo e 30 mM dos endoperoxidos dos derivados de naftaleno de NDPO, ou
DHPNO, termodecompostos e uma solugdo contendo apenas 1 mM de dGuo.
Todas solugées foram incubadas a 37 °C por 2,5 h.

Para caracterizagdo dos produtos por espectrometria de massas foram
preparadas solugbes contendo 5 mM de dGuo e incubadas com 20 mM de
DHPNO, termodecomposto, DHPNO, ou DHPN'®0, a 37 °C por 2,5 h.

3.3.7.1 Quantificagdo dos produtos de oxidagio da 2’-desoxiguanosina

formados na incubagao com os endoperdoxidos NDPO, e DHPNO,
3.3.7.1.1 Detecgio da 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina
A detecgao e quantificagao da 8-oxodGuo foram feitas por HPLC como

descrito por Shigenaga (1990) usando o detector eletroquimico Antec Decade a
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um potencial de +600 mV, acoplado ao equipamento de HPLC com o injetor
automatico e detector UV programado para deteccao da dGuo em comprimento
de onda de 254 nm.

A coluna usada foi a LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco. A separagao
foi feita com fluxo de 1 mL/min de forma isocratica para os padroes (tempo total
de corrida de 15 min) com fase movel constituida por 10 % MeOH em solugdo 50
mM de fosfato de potassio monobasico pH 5,5. Para as amostras da incubagéo, a
Separagao foi feita por um gradiente: 10 % MeOH em solugao 50 mM de fosfato
de potassio monobasico pH 5,5 por 12 min, indo a 60 % de MeOH até 20 min e
retorno para 10 % de MeOH em 10 min, totalizando um tempo de corrida de 30
min para cada amostra. Esse gradiente deve ser usado para que o NDP e a
DHPN nao fiquem retidos na coluna e passem a eluir nas corridas subseqiientes.

Solugdes de 8-oxodGuo e dGuo tiveram suas concentragbes aferidas por
medida no espectrofotdmetro (¢ da 8-oxodGuo em A = 293 nm: 9700 cm™.mol™*.L
€ ¢ da dGuo em A = 254 nm: 13000 cm‘1.mo|'1.L) e foram preparadas as solugdes
Para serem utilizadas na curva de calibragdo. Foram injetadas amostras de 20 ulL

de cada solugdo da incubagdo de dGuo com os endoperdxidos sem nenhum
tratamento prévio.

3.3.7.1.2 Detecgdo dos diastereoisomeros da espiroiminodihidantoina

A deteccdo e quantificagdo dos diastereoisdémeros da dSp foram feitas por
HPLC como descrito por Ravanat et al. (1993) para os diastereoisémeros da 4-
OH-8-oxodGuo usando o equipamento de HPLC com o injetor automatico e
detector UV programado para detecgdo em comprimento de onda de 230 nm. A
coluna usada foi a LC-NH; (250 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco. A separagéo foi feita
de forma isocratica com fluxo de 1 mL/min, sendo a fase movel constituida por 70
% de ACN em uma solugdo 25 mM de formiato de aménio.

A solugdo padrdo dos diastereoisomeros da dSp foi obtida pela
fotossensibilizagdo da dGuo com azul de metileno (Ravanat e Cadet, 1995; Niles
et al, 2001). A reagdo se processou em um frasco com isolamento térmico que
por meio de um banho, mantém a temperatura a 15 °C. Nesse frasco, 10 mL de

solugdo 10 mM de dGuo contendo 15 pL de uma solugdo 10 mg/mL de azul de
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metileno foi irradiada com uma lampada de 500 W com filtro “cut-off” 530 nm, sob
borbulho de oxigénio constante por 2 h.

A purificagdo dos diasterecisdbmeros da dSp foi feita por HPLC com o
detector UV programado para detecgdo em 230 nm e coluna LC-NH; (250 x 10
mm, 10pm) da Phenomenex. A separagao foi feita de forma isocratica com fluxo
de 4 mL/min, sendo a fase movel constituida por 70 % de ACN em uma solugio
25 mM de formiato de aménio.

As fragbes coletadas, correspondentes aos diastereoisdmeros da dSp,
foram reunidas, liofilizadas e dissolvidas na fase movel usada para sua
separagao. A concentragdo foi aferida por medida no espectrofotdmetro usando,
nesse caso, o coeficiente de extingdgo em A = 230 nm (5240 cm.mol L)
publicado para os diastereoisdmeros da 4-OH-8-oxodGuo (Ravanat e Cadet,
1995). Foram injetadas amostras de 20 uL de cada solugéo preparada como
indicado a seguir: 100pL de cada solugdo da incubagdo da dGuo com os
endoperoxidos foram liofilizadas e dissolvidas em 50 uL da fase movel constituida

por 70 % ACN em solugdo 25 mM de formiato de amdnio.

3.3.7.2 Purificagdo e caracterizagio por espectrometria de massas dos
produtos de oxidagdo gerados na incubagao da 2’-desoxiguanosina com os
endoperéxidos DHPNO, ou DHPN'®0;

3.3.7.2.1 Purificagio da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina por HPLC

O produto 8-oxodGuo foi purificado por HPLC com o detector PDA
programado para detecgdo em comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm e
coluna LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco. A separacgio foi feita usando
fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear partindo de 5 % MeOH em solugéo
25 mM de formiato de amonio e indo a 20 % MeOH em 20 min, depois para 50 %
MeOH até 25 min e retorno para 5 % MeOH até 40 min.

3.3.7.2.2 Purificagdo dos diastereoisémeros da espiroiminodihidantoina por
HPLC

Os diastereoisomeros da dSp foram purificados por HPLC com o detector

PDA programado para detecgao em comprimento de onda na faixa de 200 a 400
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nm e coluna LC-NH, (250 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco. A separagao foi feita de
forma isocratica com fluxo de 0,8 mL/min, sendo a fase movel constituida por 85

% de ACN em uma solucéo 25 mM de formiato de amonio.

3.3.7.2.3 Caracterizagdo por espectrometria de massas dos produtos de
oxidagdo gerados na incubagdo da 2’-desoxiguanosina com 0s
endoperoxidos DHPNO, ou DHPN'O,

As fracbes coletadas de 8-oxodGuo ou dos diastereoisdmeros da dSp
foram analisadas no espectrémetro de massas no modo de ESI+, com as
sequintes especificagtes: coluna LC-18 (50 x 1 mm, 3 um) da Phenomenex e fase
moével constituida de 20 % ACN em solugdo aquosa 0,1 % de &cido férmico para
os diastereoisémeros da dSp e 50 % de ACN em solugéo aquosa 0,1 % de acido
formico para a 8-oxodGuo com fluxo de 15 pl/min, temperatura da fonte de 100
°C, potencial do cone em 15 e 30 V.

Para as amostras dos diasterecisbmeros da dSp também foram feitas
andlises no modo ESI+ com deteccdo em tandem (MS/MS) na funcéo de ions
filhos, sendo que no primeiro analisador (MS1) foi selecionado o ion de interesse
(m/z = 184, 186 ou 188) sob as mesmas condi¢bes de ionizagdo, descritas acima.
Na camara de colisdo a energia foi acertada para 26 eV e a pressao de argonio

em 5,5.10 mBar e os espectros foram adquiridos no segundo analisador (MS2).

3.3.8 Incubagdo da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina com o0s
endoperéxidos DHPNO, e DHPN"®0,

Foram preparadas solugbes contendo 2 mM de 8-oxodGuo e 0 10 mM do
endoperoxido DHPNO,, DHPNO, termodecomposto ou DHPN'®0, em a&gua
deuterada e incubadas a 37 °C por 2,5 h.

3.3.8.1 Separagao por HPLC e caracterizagdo por espectrometria de massas
dos produtos gerados na incubagdo da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina com os endoperdxidos DHPNO, e DHPN'0,

Os produtos foram separadlos por HPLC com detec¢do por UV em
comprimento de onda de 230 nm e coluna LC-18-S (250 x 2,1 mm, 5 um) da

Supelco com fluxo de 0,18 mL/min. A separacgéo foi feita com um gradiente linear
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partindo de 1 % ACN e 99 % agua e indoa 5 % ACN em 15 min e 5 a 60 % ACN
até 25 min e retorno para 1 % ACN até 35 min. As analises no espectrometro de
massas foram feitas no modo ESI+ com temperatura da fonte em 120 °C. O
potencial do cone foi fixado em 60 V e foram adquiridos espectros no MS1 na
faixa de 50 a 400 m/z. Uma outra fungado foi utilizada, conhecida como perda
neutra, possui a caracteristica de detectar ions que sofreram perda de um
fragmento sem carga. Nesse caso, utilizou-se a cdmara de colisdo com presséo
de argdnio em torno de 6.10™ mBar e energia de colisdo de 10 eV para detectar
ions que sofreram perda de um fragmento sem carga de 116 u.m.a., espectros

foram adquiridos no MS2 na faixa de 117 a 400 m/z.

3.3.8.2 Purificagdo e caracterizagdo dos diastereoisémeros da
espiroiminodihidantoina

Os diastereoisdbmeros da dSp foram purificados por HPLC com o detector
PDA programado para detec¢do em comprimento de onda na faixa de 200 a 400
nm e coluna LC-NH> (250 x 4,6 mm, 5 pm) da Supelco. A separacéo foi feita de
forma isocratica com fluxo de 0,8 mL/min, sendo a fase movel constituida por 85
% de ACN em uma solugdo 25 mM de formiato de aménio. _

As amostras purificadas foram injetadas numa coluna LC-18 (250 x 4,6
mm, 5 um) da Supelco com fase mobvel constituida de 10% ACN em agua com
fluxo de 0,6 mL/min. Apds o detector UV, uma parte do fluxo (75 pb/min) era
desviada para o espectrdbmetro de massas para andlise no modo ESI+ com
temperatura da fonte de 120 °C, potencial do cone em 60 V, com detecgdo em
tandem (MS/MS) na funcdo de ions filhos, sendo que no primeiro analisador
(MS1) foi selecionado o ion de interesse (m/z = 184 ou 186), na cdmara de
colisfio a energia foi acertada para 26 eV e a pressdo de argdnio em 2.10* mBar

€ 0s espectros foram adquiridos no segundo analisador (MS2).

3.3.8.3 Purificagio e caracterizagio da guanidinohidantoina oxidada

O produto dGh®* foi purificado por HPLC com o detector PDA programado
para detecgdo em comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm. Na primeira
etapa da purificagao, a coluna usada foi a LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco

com fluxo de 0,6 mL/min. A separagao foi feita com um gradiente linear partindo
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de 1% ACN e 99 % agua a 5 % ACN em 15 min e indo a 60 % ACN até 25 min e
retorno para 1 % ACN até 35 min. Foi coletado o eluente do intervalo de tempo
entre 7 e 15 min. Em seguida, as fracoes coletadas foram reunidas e liofilizadas.
Entdo, a segunda separagao foi feita usando a coluna LC-NH; (250 x 4,6 mm, 5
um) da Supelco. A separacgao foi feita de forma isocratica com fluxo de 0,8
mL/min, sendo a fase moével constituida por 85 % de ACN em uma solugao 25
mM formiato de amonio.

As fragbes coletadas de dGh® foram reunidas, liofilizadas, dissolvidas em
agua e injetadas no equipamento de HPLC com o detector UV programado para
detecgdo em comprimento de onda em 230 nm. A detecgio no espectrometro de
massas foi feita no modo ESl+ e ESI-, com temperatura da fonte em 120 °C e
potencial do cone fixado em 60 V. Para as anadlises no modo MS/MS, foi
selecionado o jon de interesse no MS1 e utilizou-se pressédo de argénio em 7.10™
mBar na cdmara de colisdo e energia de colisdo de 30 eV.

Para separacdo foi usada a coluna LC-18-S (250 x 2,1 mm, 5 um) da
Supelco e um gradiente linear partindo de 1 % ACN e 99 % agua a 5 % ACN em
15 min e indo a 60 % ACN até 25 min e retorno para 1 % ACN até 35 min.

Em particular, para analise no modo positivo foi usado fluxo de fase movel
de 0,18 mL/min e o potencial do capilar em 3,5 kV; e para o modo negativo as
analises foram feitas com fluxo de fase moével de 0,2 mL/min e o potencial do
capilar em 3,0 kV.

3.3.9 Sintese da 8-bromo-2’-desoxiguanosina
A 8-bromo-2’-desoxiguanosina (8-BrdGuo) é um produto intermediario para

a sintese da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina (8-MeOdGuo) conforme ilustrado na
figura 3.4.
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Figura 3.4 Rota adotada para sintese da 8-MeOdGuo.

O procedimento adotado foi baseado nos trabalhos de Sheu e Foote
(1995b) e Ravanat (1992) com algumas modificagbes. Dissolveram-se 3 g de
dGuo (0,0112 mol) em 80 mL de agua, em seguida foram adicionados 20 mL de
agua saturada de Br, em aliquotas de 2 mL sob agitagao, foi feita checagem do
PH, uma vez que este deveria ficar em torno de 7. A seguir foram adicionados 800
pl de Br, em aliquotas de 100 pL, apés 15 min de cada adigdo o pH era
neutralizado com NaOH 2,5 M e aguardavam-se mais 15 min para a proxima
adi¢do. Ao término das adigées foi acrescentado 2,5 mL de uma solugdo 2 M de
bissulfito de sodio. O precipitado resultante foi filtrado e lavado com agua fria e
acetona fria.

Partindo-se de dGuo, obteve-se 8-BrdGuo com rendimento de 51 %. O
produto obtido foi analisado usando o equipamento de HPLC com o detector UV
Programado para detec¢cdo em comprimento de onda em 260 nm. A coluna usada
foi a LC-18-S (250 x 2,1 mm 5 um) da Supelco com fluxo de 0,15 mL/min. A
Separagao foi feita de modo isocratico com fase movel constituida de 10 % ACN e
90 % agua. As analises de MS foram feitas no modo ESI+, com temperatura da
fonte em 100 °C e potencial do cone em 30 V.

Os resultados obtidos para as analises confirmam a estrutura esperada
(Anexo VII).

3.3.10 Sintese da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina
O procedimento adotado foi baseado no trabalhc de Luo ef al. (2001b) com

algumas modificagdes. Em um baldo de 500 mL com 3 bocas equipado com
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condensador de refluxo e funil de adi¢ao, dissolveram-se 2,2 g da 8-BrdGuo (6,34
mmol) em 50 mL de metanol seco, e sob atmosfera de nitrogénio foram
adicionados, gota a gota, 30 mL de uma solugédo 3,5 M de metanolato de sodio
em metanol. O sistema foi mantido em refluxo sob atmosfera de nitrogénio por 26
h. A mistura foi resfriada em banho de gelo e agua e foi adicionada uma solugéo 2
M de HCI até a neutralizacdo. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida e o
material foi dissolvido em 100 mL de agua para purificagao.

A solugdo obtida foi analisada usando o equipamento de HPLC com o
detector UV programado para detecgdo em comprimento de onda em 260 nm. A
coluna usada foi a LC-18-S (250 x 2,1 mm, 5 pm) da Supelco com fluxo de 0,15
mL/min. A separacao foi feita de modo isocratico com fase movel constituida de 8
% ACN e 92 % agua. As analises de MS foram feitas no modo ESI+, com
temperatura da fonte em 100 °C e potencial do cone em 20 V.

A purificacao foi feita utilizando-se colunas de extragédo em fase sélida LC-
18 da Supelco. Para tal, um volume 700 puL de amostra foram aplicados na coluna
e a eluigdo dos produtos foi feita com a seguinte seqiiéncia de solventes: 5 mL de
agua, 5 mL de MeOH 5 %, 12 mL de MeOH 10 %, 5 mL de ACN 7 % duas vezes,
5 mL de MeOH 100 %, 5 mL de agua. As fragbes eluidas com 7 % de ACN foram
liofilizadas.

Partindo-se de 8-BrdGuo com pureza aproximada de 90 % (HPLC, A = 260
nm) obteve-se a 8-MeOdGuo com rendimento de 40 %. Apos purificagio obteve-
$e pureza aproximada de 98 % (HPLC, A = 260 nm). Além disso, os resultados

obtidos para as analises confirmam a estrutura esperada (Anexo VIII).

3.3.11 Incubagio da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina com DHPNO, ou DHPN'®0,
Uma solugdo 10 mM de 8-MeOdGuo foi incubada com 30 mM de DHPNO;
ou DHPN'®0, em agua a 37 °C por 2,5 h. Em ambos os casos foram feitos os

controles com 10 mM do DHPNO, ou DHPN'®0, termodecompostos.

3.3.11.1 Separagido por HPLC e caracterizagdo por MS dos produtos gerados
na incubagio da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina com DHPNO, e DHPN'®0,
As amostras foram injetadas no equipamento de HPLC com o detector UV

programado para detecgao em comprimento de onda em 260 nm. A detecg¢ao no
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espectrometro de massas foi feita no modo ESI|+, com temperatura da fonte em
120 °C, potencial do cone em 20 V e energia de coliséo em 20 eV. Para
separagao foi usada a coluna LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 pm) da Supelco e um
gradiente linear partindo de 2 % ACN em solu¢gao 10 mM de formiato de amonio
por 5 min e indo a 20 % ACN até 30 min, 60 % até 32 min, permanecendo nessa
concentragdo até 35 min e retorno para 2 % ACN até 37 min com fluxo de fase
movel de 0,6 mL/min, sendo que ap6s o detector UV uma parte do fluxo (0,3

mL/min) era desviado para o espectrometro de massas.

3.3.12 Preparagio de oligonucleotideo contendo a 8-metoxi-2’-

desoxiguanosina

3.3.12.1 Principios gerais da sintese de oligonucleotideos

A preparagdo de oligonucleotideos contendo lesdes especificas em
posigbes pré-determinadas pode ser feita pela sintese quimica.

A sintese de um fragmento de DNA envolve a ligagdo da fungdo éalcool
secundaria (3'-OH) da 2’-desoxirribose do primeiro nucleosideo e a fungao alcool
primaria (5’-OH) da 2’-desoxirribose do segundo nucleosideo, os quais devem ser
introduzidos seguindo a sequéncia correta e desejada. Para tanto, os demais
grupos presentes nos nucleosideos devem estar devidamente protegidos, pois
caso contrario, os grupos aminoexociclicos presentes nas bases A, C e G
poderiam reagir com as hidroxilas da 2’-desoxirribose ou com os grupamentos
fosfato, produzindo ramificagbes na cadeia de DNA e conseqlientemente
estruturas nao-naturais e indesejadas.

Em geral, o monébmero do nucleosideo a ser utilizado na sintese de
oligonucleotideos apresenta trés grupos protetores, P1 na posi¢do 5-OH, P2 na
posi¢gao 3'-OH e P3 no grupo aminoexociclico a base.

A protegdo P1 é destinada a evitar uma autopolimerizagdo dos monémeros
durante a etapa de condensagio. Essa protecdo deve ser eliminada a cada ciclo
permitindo o acréscimo de uma nova unidade nucleotidica. A estratégia de
protegao (Schaller et al., 1963) da fungdo alcool primaria 5-OH é sob a forma de
éter de um derivado tritilico, o 4,4'-dimetoxitriti (DMTr). Esse grupo € labil em

meio acido, enquanto os demais grupos protetores, P2 e P3, sdo labeis em meio
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alcalino, sendo possivel remové-lo unicamente e preparando o oligonucleotideo
para o recebimento do proximo monoémero. Além disso, esse grupo possui outras
caracteristicas interessantes: seu alto impedimento estérico o torna seletivo sobre
a fungdo alcool primaria 5-OH e confere lipofilicidade ao nucleosideo, permitindo
sua solubilizagdo em solventes organicos utilizados na sintese. Além disso, o
cation DMTr" liberado a cada ciclo de condensacido durante a hidrélise acida
permite a monitoragdo do rendimento de acoplagem internucleotidica através de
detecgao condutométrica ou colorimétrica a 500 nm.

A protegdo P2 é destinada a possibilitar o acoplamento do grupo 3’-OH ao
grupo 5-OH de outro nucleosideo através da formagao da ponte diéster fosfato.
Para tal finalidade, derivados de fosforamidita tém sido empregados (Adams et
al., 1983; McBride et al., 1983; Sinha et al., 1983).

Na reagao de acoplamento, o fosforo trivalente, previamente ativado por
um &acido fraco como tetrazol, reage com a funcdo 5-OH do nucleosideo
precedente produzindo uma ligagao do tipo fosfito-triéster. A forma trivalente do
fosforo € instavel e entdo ele é oxidado a forma triéster fosfato pentavalente.
Durante a oxidagdo o grupo diisopropilamino é perdido, mas o grupo B-cianoetila

permanece, sendo necessaria sua desprotecdo apos a sintese (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Reagdo de acoplamento utilizando monémero de

fosforamidita.
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As bases A, C e G requerem uma protecdo que permanega durante todo o
processo da sintese dos oligonucleotideos. A maioria dos grupos protetores
utilizados para bloquear as fungdes aminoexociclicas é do tipo amida. O
derivados do acido benzoéico e do acido isobutirico sdo os mais amplamente
empregados.

O primeiro nucleosideo € imobilizado em suporte soélido insoluvel. Os
nucleosideos seguintes sa@o adicionados sequencialmente e a cada ciclo sao
feitas lavagens para eliminar o excesso dos reagentes utilizados. Essa técnica
dispensa purificacées intermediarias e possibilita a sintese em pequena escala,
com rapidez e facilidade de manipulacgéao.

As microesferas de vidro sdo os suportes mais utilizados. Existem varios
tamanhos de poros e tipos de espagadores, os quais sdo longas cadeias
bifuncionalizadas com ligagtes amida e éster entre o suporte e a fungéo 3'-OH do
nucleosideo terminal que podem ser clivadas em pHs altos.

O ciclo completo para a adicdo de cada novo nucleotideo ao
oligonucleotideo compreende quatro etapas: detritilagdo, condensacéo, capping e
oxidagdo. O nucleosideo terminal da seqiéncia é fixado por seu grupo 3-OH ao
suporte solido atraves de um espagador. O grupo DMTr desse nucleosideo
terminal é retirado pelo tratamento com acido, liberando sua fungdo alcool
primaria 5-OH. Em seguida é adicionado o segundo nucleosideo previamente
ativado por tetrazol e ocorre a reagdo de acoplamento. Como a reagdo ndo é
quantitativa, para evitar que sejam formadas seqiiéncias truncadas, os grupos
hidroxilas livres remanescentes s&o acetilados na etapa conhecida por capping
por um forte agente acetilante, o N-acetildimetilaminopiridinio. E para completar o
ciclo é feita a oxidagao do grupo triéster fosfito por meio de uma solugdo de iodo
em tetrafurano com agua como doadora de oxigénio (Figura 3.6).

A condigao padrao para a desprotecdo dos oligonucleotideos é um
tratamento com amoénia concentrada a temperatura ambiente ou com
aquecimento, dependendo da estabilidade dos grupos protetores dos grupos
aminoexociclicos. O grupo DMTr terminal é geralmente conservado no fim da
sintese (modo trityl-on), pois a hidrofobicidade que ele confere ao
oligonucleotideo, facilita sua purificagdo por HPLC. Apos purificagdo o grupo tritila

pode ser removido por tratamento acido.
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Figura 3.6 Ciclo de condensagéo pelo método da fosforamidita.

3.3.12.2 Preparacgao do sinton fosforamidita da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina
para sintese de oligonucleotideo ,

Os procedimentos de sintese dos intermediarios foram feitos conforme
descrito por Kohda et al. (1996) e Gasparutto et al. (2000a) com pequenas

modificagbes. Um esquema da rota adotada esta ilustrado na figura 3.7.
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Figura 3.7 Rota de preparacgao do sinton fosforamidita da 8-MeOdGuo.

3.3.12.2.1 Sintese da N-isobutiril-8-metoxi-2’-desoxiguanosina

Depois de coevaporar 100 mg de 8-MeOdGuo (0,337 mmol) em piridina
seca por duas vezes, o solido foi dissolvido em 3,6 mL de piridina seca sob
atmosfera de argdnio. Entao, sob agitagdo e em um banho de gelo e agua foi
adicionado 0,25 mL de clorotrimetilsilano (1,98 mmol) e a mistura foi mantida sob
essas condigoes por 30 min. Apos esse tempo, foi adicionado 0,3 mL de anidrido
do acido isobutirico (1,77 mmol) e a mistura permaneceu sob agitagdo a
temperatura ambiente por 2 h. Depois a mistura foi resfriada novamente por um
banho de gelo e agua e foram adicionados 0,75 mL de agua e 0,75 mL de solugao
de amonia 40 %, a mistura permaneceu sob agitagédo por 30 min. O solvente foi

removido sob pressao reduzida e o sélido resultante foi dissolvido em 5 mL de
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agua, e lavado trés vezes com 10 mL de éter etilico. A fragdo aquosa foi reduzida
pela metade e permaneceu a 4 °C por uma noite. O precipitado obtido foi
recuperado e foram feitas analises de UV, HPLC, MS e NMR.

Para analise de HPLC utilizou-se o equipamento de HPLC com o detector
UV programado para deteccdo em comprimento de onda de 260 nm. A coluna
usada foi a Hypersyl LC-18 (250 x 4 mm, 5 um) da Interchim com fluxo de 1
mL/min. A separagao foi feita com um gradiente linear de 0 a 20 % ACN e agua
em 35 minutos. As analises de MS foram feitas no modo ESI+ e ESI-, com
analisador por captura de ions.

O rendimento dessa etapa ficou em torno de 90 % para as diversas vezes
que foi efetuada. No cromatograma do sélido obtido praticamente havia somente
0 produto (N2-ibu-8—MeOdGuo) e 0s resultados das analises por MS e NMR

confirmaram a estrutura esperada (Anexo IX).

3.3.12.2.2 Sintese da 5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-Nz-isobutiriI-8-metoxi-2’-
desoxiguanosina

Depois de coevaporar 320 mg de N-ibu-8-MeOdGuo (0,872 mmol) em 6
mL de piridina seca por duas vezes, o sdlido foi dissolvido em 6 mL de piridina
seca sob atmosfera de argbnio. Entao, sob agitacdo e a temperatura ambiente
foram adicionados: 373 mg de cloro-4-4'-dimetoxitritila (1,05 mmol), 170 pL de
trietilamina (1,22 mmol) e 5,4 mg de 4-dimetilaminopiridina (0,044 mmol) e a
mistura foi mantida sob essas condigbes por 20 h. Apés esse tempo foram
adicionados 5 mL de metanol e 5 mL de agua. O solvente foi removido sob
pressdo reduzida e o sdlido resultante foi dissolvido em 15 mL de agua, e lavado
trés vezes com 30 mL de acetato de etila. A fragio organica foi seca sob pressédo
reduzida e o sélido foi purificado por coluna de silica.

Para purificagao, o solido foi dissolvido em diclorometano contendo 0,5 %
de ftrietilamina utilizou-se uma coluna de 4 x 30 cm e 50 g de silica, de
granulometria de 63-200 um foi feito um gradiente de 0 a 5 % de metanol em
diclorometano contendo 0,5 % de trietilamina passando um volume de 400 mL de
cada e aumentando a concentracdo de 1 %. A separagao foi monitorada por

cromatografia em camada delgada (TLC), utilizando-se fase CH,Cl,:MeOH (19:1),
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a fragao principal foi seca e o precipitado obtido foi analisado por UV, HPLC, MS e
NMR.

Para analise de HPLC utilizou-se o equipamento de HPLC com o detector
UV programado para detecgdo em comprimento de onda de 260 nm. A coluna
usada foi a Hypersyl LC-18 (250 x 4 mm, 5 um) da Interchim com ﬂuxo de 1
mL/min. A separacao foi feita com um gradiente linear de 5 a 70 % de ACN em
agua em 35 minutos. As analises de MS foram feitas no modo ESI+ e ESI-, com
analisador por captura de ions.

O rendimento dessa etapa ficou em torno de 60 % para as diversas vezes
que foi efetuada. No cromatograma da fracdo obtida apés purificacao na coluna
de silica havia praticamente o produto esperado (5’-DMTr-N2-ibu-8-MeO-dGuo) e
0s resultados das analises por MS e NMR confirmaram a estrutura esperada
(Anexo X).

3.3.12.2.3 Sintese da 3’-O-[(2-cianoetoxi)(diisopropilamino)fosfino]-5’-0-(4,4’-
dimetoxitritil)-N*isobutiril-8-metoxi-2’-desoxiguanosina

Depois de coevaporar 276 mg de 5-DMTr-N-ibu-8-MeO-dGuo (0,413
mmol) em 6 mL de diclorometano seco contendo 0,5 % de trietilamina por duas
vezes, o solido foi dissolvido em 2,6 mL de diclorometano seco contendo 0,5 % de
trietlamina sob atmosfera de argbnio. Entdo, sob agitacdo e a temperatura
ambiente foram adicionados: 52 mg de N,N-diisopropilamina (0,403 mmol) e 136
uL de 2-cianoetil-N,N-diisopropilclorofosforamidita (0,61 mmol) e a mistura foi
mantida sob essas condigdes por 1 h. A reagdo foi monitorada por TLC,
utilizando-se fase CH,Cl,:MeOH (19:1). Apds esse tempo foram adicionados 5 mL
de metanol e 5 mL de agua. Foi feita uma extrag&o lavando trés vezes com 30 mL
de acetato de etila e uma solugdo de bicarbonato de sodio 5 %. A fragéo organica
foi seca sob pressao reduzida. Para purificagéo utilizou-se uma coluna de 2 x 15
cm e 25 g de silica, de granulometria de 63-200 um, que foi eluida com 4 volumes
de 200 mL de uma mistura metanol e diclorometano de 0 a 3% como incremento
de 1% em cada volume. A separagdo foi monitorada por TLC, utilizando-se fase
CH,Ci:MeOH (19:1).

O sinton da 8-MeOdGuo obtido era imediatamente dissolvido em

acetonitrila e introduzido no sintetizador. O rendimento de acoplamento na sintese
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do oligonucleotideo usando o sinton preparado como descrito acima foi muito
baixo (6 %), e a andlise por espectrometria de massas nao mostrou a presenca
de um ion correspondente ao produto esperado (embora na TLC se observava
um produto com tempo de retengdo maior que o material de partida).

Foi entdo feita uma nova preparagdo usando o seguinte procedimento:
depois de coevaporar 160 mg de 5-DMTr-N?-ibu-8-MeO-dGuo (0,24 mmol) em 6
mL de piridina seca por duas vezes, o soélido foi dissolvido em 6 mL de
diclorometano seco sob atmosfera de argonio. Entdo, sob agitacdo e a
temperatura ambiente foram adicionados: 21 mg de tetrazolato de
diisoropilaménio (0,122 mmol) e 80 puL de 2-cianoetil-N,N,N,N-
tetraisopropildiamidita (0,27 mmol) e a mistura foi mantida sob essas condicbes
por 2 h. A reagado foi monitorada por TLC, utilizando-se fase CH,Cl,:MeOH (19:1).
Apos esse tempo, foi adicionado acetato de etila e foi feita uma extragéo lavando
trés vezes com 30 mL de acetato de etila e uma solugéo de bicarbonato de sodio
5 %. A fragdo organica foi lavada com agua, seca com Na,SO,; anidro e
evaporada sob presséo reduzida.

O acompanhamento por TLC antes e apés a extragdo em acetato de etila e
agua, comparando com o sinton preparado anteriormente, mostrou que apos a
extragcdo uma parte do produto era degradada. Esse resultado pode ser explicado
pelo pH muito acido (5,5) da agua usada na extracdo que provocou a destruicdo
de grande parte do primeiro sinton preparado. Naquele caso, ao término da
reacdo, foi adicionada uma pequena quantidade de agua diretamente do baldo de
reagao, antes mesmo da extragdo com acetato de etila e solugdo de bicarbonato
de sodio.

A banda correspondente ao produto na placa de TLC foi dissolvida em
ACN para analise por MS no modo ESI+, com analisador por captura de ions e os

sinais obtidos estao de acordo com a estrutura esperada (Anexo XI).

3.3.12.3 Sintese do oligonucleotideo

A sintese foi feita em um sintetizador de DNA/RNA utilizando-se um ciclo
de condensagdo adaptado a escala de 1 pmol com uma unica modificacéo, o
tempo de reagdo de acoplamento na etapa referente a incorporagdo da base

modificada foi estendido e, além disso, era feita uma dupla adi¢gdo nesse passo.
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Os rendimentos de acoplamento foram obtidos através da medigao
condutométrica do cation DMTr" liberado. O sinton de fosforamidita da timina foi
dissolvido em acetonitrila e usado na concentragao de 0,1 M.

Foi preparado o oligonucleotideo contendo trés nucleosideos com a
seqiiéncia 5’ >3, 2’-desoxitimidina:8-MeOdGuo:2’-desoxitimidina.

Ao final da sintese, as colunas foram secas com fluxo de argbnio, seu
conteudo foi transferido para tubos de 1,5 mL e 1 mL de uma solugao 40 % de
amdnia foi adicionado, as amostras foram mantidas a 50 °C por uma noite. Os

solventes eram removidos sob pressdo reduzida.

3.3.12.4 Analise e purificagido do oligonucleotideo preparado

O oligonucleotideo contendo a 8-MeOdGuo (T_8-MeO_T) foi analisado e
purificado usando o equipamento de HPLC com o detector PDA programado para
detecgdo em comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm. A coluna usada foi
a LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 um) da Supelco com fluxo de 1 mL/min. A separacéo foi
feita com um gradiente linear de 0 a 13 % ACN em solugdo 10 mM de formiato de
amonio por 20 min e retorno para condigdo inicial até 23 min. Foi coletado o
eluente do intervalo de tempo entre 18 e 19 min. Em seguida, as fragdes
coletadas foram reunidas e liofilizadas. A amostra do produto purificado foi
injetada sob as mesmas condicbes de analise para verificar se restaram
contaminantes, além disso foi feita analise por MS no modo ESI-, com

temperatura da fonte de 100 °C e potencial do cone em 20 V.

3.3.13 Incubagio do oligonucleotideo contendo a 8-MeOdGuo com DHPNO,
Uma solugdo de T_8-MeO_T (apresentando absorbancia 0,65 AU em A =
260 nm) foi incubada com 15 mM de DHPNO, em &agua a 37 °C por 2,5 h. Foram

feitos os controles contendo o DHPNO, termodecomposto ou o oligonucleotideo

isolado.

3.3.13.1 Separagdo por HPLC e detecgdo por MS/MS dos produtos gerados
na incubagao do oligonucleotideo contendo a 8-MeOdGuo com DHPNO,
As amostras foram injetadas no equipamento de HPLC com o detector UV

programado para detecgdo em comprimento de onda em 260 nm. Para separagao
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foi usada a coluna LC-18S (250 x 2,1 mm, 5 um) da Supelco e um gradiente linear
de 0 a 13 % ACN em solugédo 10 mM de formiato de aménio por 20 min, 13-60 %
até 22 min, permanecendo nessa condicdo até 27 min e retorno para condi¢cdo
inicial até 30 min com fluxo de fase moével de 0,2 mi/min. A detecgdo no
espectrometro de massas foi feita no modo ESI- com temperatura da fonte de 120

°C e potencial do cone em 20 V ou 60 V.

3.3.14 Determinagdo das constantes de desativagdo total do oxigénio
singlete

Para a determinagdo das constantes de desativagdo total do 'O, (k) foi
acompanhado o decaimento da luminescéncia da transicdo monomolecular do
102 em fungado do tempo por um sistema que detecta diretamente sua presencga.
Nesse caso, foi utilizada a fotomultiplicadora de resposta rapida sensivel na
regido do infravermelho com o monocromador em 1270 nm descrita na se¢do 3.2.
0'0,é gerado pela fotossensibilizagdo da fenalenona com um laser de Nd:YaG
com pulsos em 355 nm.

O método é baseado na relagdo de Stern-Volmer, a qual descreve o
aumento da constante de velocidade de pseudo-primeira ordem (kops=1/14) pela
adicdo de um supressor em um sistema homogéneo. Na pratica, pelo decaimento
exponencial da luminescéncia calcula-se o tempo de vida do 'O, gerado pela
fotossensibilizagdo na auséncia (r) e na presenga (i) de diferentes
concentragbes do supressor e pelo coeficiente angular do grafico de Kgs €m
fungo da concentragdo do supressor obtém-se o valor de k.

Todas as solugdes foram preparadas em agua deuterada e continham o
fotossensibilizador fenalenona com absorbancia 0,1 em A = 355 nm. As
concentragbes dos supressores estudados variaram dentro de uma faixa na qual
se observava a redugdo do tempo de vida do 'O,, sendo que para supressores
Mmais potentes s3o usadas concentragbes baixas, e para supressores menos
potentes concentragbes maiores s3o necessarias para provocar a mesma
redugdo no tempo de vida. Em todos os casos foram utilizadas pelo menos cinco

concentragdes diferentes em duplicata.
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Foi escolhida a fenalenona por se tratar de um sensibilizador
razoavelmente soltvel na maioria dos solventes e por apresentar um rendimento

quantico de producao de 'O, proximo de 1 (Nonell e Braslavsky, 2000).

3.3.15 Incubagdo de DNA de timo de bezerro com os endoperéxidos NDPO,
e DHPNO,

Foram preparadas solugdes contendo 1 mg/mL de DNA de timo de bezerro
(DNA-TB) em agua e diferentes concentragdes dos endoperéxidos NDPO, ou
DHPNO, (1; 5; 10 e 20 mM). Foram usados dois tipos de controle: uma solugdo
que continha apenas DNA-TB e outra com DNA-TB e 30 mM do NDPO, ou

DHPNO, termodecompostos. Todas solugdes foram incubadas a 37 °C por 2,5 h.

3.3.16 Tratamento das células com os endoperéxidos

3.3.16.1 Avaliagdo da citotoxicidade dos derivados de naftaleno e
respectivos endoperoéxidos

Para realizacao desse ensaio foram utilizadas células de fibroblastos renais
de macaco verde africano, linhagem CV1-P. Cerca de 5.10° células/mL (contagem
realizada em camara de Neubauer) foram colocadas em cada divisdo de placas
contendo 24 orificios circulares com 15 mm de didmetro. Em algumas divisGes
foram colocadas outras quantidades de células para construgdo de uma curva de
calibragdo. As células foram incubadas por uma noite para aderéncia em meio
modificado por Dulbecco (DME).

O meio foi retirado, as células foram lavadas com 500 plL de PBS-A
(tampzo fosfato salina - 137 mM NaCl, 1,68 mM KCI, 47 mM Na,HPO,, pH 7,0) e
foi acrescentado 1 mL de meio sem soro e NDP, DHPN, NDPO, ou'DHPNOZ para
concentragdes finais de 1 ou 5 mM. As células foram incubadas por 2, 3 e 5h.
Apods esse periodo, o meio com os compostos foi retirado e as células foram
lavadas com PBS-A.

Em seguida, adicionou-se 1 mL de meio sem soro e 0,333 mL de solugdo 5
mg/mL de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-tetrazolium (MTT) em
PBS-A (método modificado de Hansen et al.,1989). Apds 3 h de incubagio, 500

uL de meio foi retirado e foi adicionado 1 mL de solugdo 10 % de SDS em
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dimetiformamida (DMF) e é&gua (1:1) com pH 4,8. As células foram
ressuspendidas e a absorbancia foi medida no espectrofotdémetro em 595 nm a

50°C. Os ensaios foram feitos em triplicata.

3.3.16.2 Tratamento das células com DHPNO, e NDPO,

Células de fibroblastos CV1-P eram cultivadas em meio DME 10 g/L com
adicdo de 1,2 g/L de NaHCO3; e 10 % de soro fetal bovino. O meio de cultura
continha 0,2 g/L. de penicilina e 0,094 g/L de sulfato de estreptomicina. As culturas
eram mantidas em atmosfera com 5 % de CO,, a 37 °C, no escuro. Essas células
crescem aderidas a superficie de garrafas plasticas de cultura e sao repicadas
quando ficam confluentes.

Para realizagdo desse ensaio as células foram cultivadas em placas com
15 cm de diametro. Apds ficarem confluentes (10°-107 células), as células foram
lavadas com PBS-A e foram acrescentados 15 mbL de meio sem soro e
quantidades dos endoperoxidos de modo a obter-se uma concentragao final de 5
mM em cada placa. Como controles foram feitas incubagdes com NDPO, ou
DHPNO, termodecompostos. O tempo de incubagéo foi de 2 h. Apos o tempo de
incubagdo, o meio foi retirado, as células foram lavadas com PBS-A e raspadas
das placas. O contetido de trés placas foi reunido e ressuspendido em 2 mL de
PBS-A, homogeinizado e centrifugado a 1500g x 10 min. Os ensaios foram feitos
em friplicata.

3.3.16.3 Tratamento das células com DHPN'?0,

Foram utilizadas células de monécitos humanos, linhagem THP1 obtidas
conforme descrito por Pouget et al. (1999). Antes do tratamento com o
endoperdxido, as células eram recuperadas por centrifugagéo'(250 g, 4 min) e
lavadas duas vezes com PBS-A. Entdo cerca de 3.10” células eram suspensas
em 200 ou 400 ulL de tampdo PBS-A ao qual eram adicionadas diferentes
quantidades de DHPN'0, (130 mM). Como controle era usado DHPN obtido pela
termolise do endoperoxido por 40 min a 70 °C. A suspensdo de células era
incubada a 4 °C ou 37 °C por 1 h. Apds incubacéo, as células foram recuperadas

por centrifugagao e lavadas com 5 mL de tampé&o PBS-A para remover o0 excesso
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de endoperdxido antes de fazer a extragdo do DNA. Os ensaios foram feitos em
triplicata.

3.3.16.4 Extragdo do DNA das células

O método utilizado na extragdo de DNA foi o Nal-caotropico modificado de
Wang et al. (1994). Para 3.107 células foram adicionados 2 mL de tampao A
(Sacarose 320 mM, MgCl, 5 mM, Tris HCI 10 mM, desferroxamina 0,1m M, Triton
X-100 1 %, pH 7,5), o sistema foi homogeinizado e centrifugado a 1500g x 10 min.
Ao pellet coletado foram adicionados 600 pL do tampao B (Tris HCl 10 mM, EDTA
5 mM, Desferroxamina 0,15 mM, pH 8), 35 uL de SDS 10 %, 30 pL de RNAse A
(1 mg/mL em tampao C — Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM, desferroxamina 2,5 mM,
pH 7,4) e 8 uL de RNAse T1 (1 U/pL em tampéao C) e foi feita uma incubagéo a 37
°C por 1 h para digestdo do RNA.

Posteriormente foram adicionados 40 uL de proteinase K (20 mg/mL em
agua) e as amostras foram incubadas a 37 °C por 2 h para hidrélise das proteinas.
As amostras foram centrifugadas a 5000 g por 15 min e ao sobrenadante coletado
adicionou-se 1,2 mL de solugdo de Nal (Nal 7,6 M, Tris HCl| 40 mM, EDTA 20
mM, desferroxamina 0,3 mM, pH 8,0) e 2 mL de isopropanol 100 % para a
precipitagdo do DNA. Em seguida, o DNA foi submetido a lavagens sucessivas
com isopropanol 60 % e etanol 70 % para retirada do excesso de Nal,
centrifugando-se a 5000 g por 15 min em cada lavagem. Ao final, o DNA foi
diluido em desferroxamina 0,1 mM.

A medida da concentracdo e pureza do DNA foi feita por
espectrofotometria UV. A pureza foi calculada pela raz&o entre as absorbancias
em A = 260 e 280 nm e a concentragdo calculada considerando a relagao: 1

densidade Optica em A = 260 nm equivale a 50 pg de DNA/mL.

3.3.17 Digestdo do DNA

Para cada 100 ug de DNA-TB ou DNA extraido das células em cultura,
adicionou-se tampao acetato de sddio 1 M pH 4,8 para concentragdo final de 20
mM e 10 U de Nuclease P1. O DNA foi incubado por 2 h a 37 °C. Para cada 1 mL
de amostra, adicionaram-se 100 pL de Tris.HCI 1 M pH 7,4 e 0,5 U de fosfatase

alcalina e incubou-se novamente por 2 h a 37 °C. As amostras foram
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centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi coletado
cuidadosamente (modificado de Fiala et al., 1989).

3.3.18 Quantificagdo da 8-oxodGuo gerada por 'O, em DNA de timo de

bezerro ou em DNA de células em cultura

3.3.18.1 Analise de 8-oxodGuo gerada por 'O, em DNA de timo de bezerro e
DNA de células de fibroblastos (detecgao eletroquimica)

A detecgdo e quantificagao da 8-oxodGuo foram feitas por HPLC como
descrito por Shigenaga (1990) usando o detector coulométrico ESA com
potenciais de 0,12 e 0,28 V para os eletrodos 1 e 2, respectivamente, o qual era
acoplado ao equipamento de HPLC com o detector UV programado para
deteccdo da dGuo em comprimento de onda de 254 nm e coluna LC-18 (250 x 4,6
mm, 5 um) da Supelco com fluxo de 0,8 mL/min.

Para as amostras de DNA extraido das células e para os padrées de 8-
oxodGuo e dGuo a separagdo foi feita de forma isocratica, com fase movel
constituida por 8 % MeOH em solugdo 50 mM de fosfato de potassic monobasico
PH 5,5 e para as amostras da incubagdo com DNA-TB, a separacéo foi feita por
um gradiente: 8 % MeOH em solugdo 50 mM de fosfato de potassio monobasico
PH 5,5 por 25 min, indo a 60 % de MeOH até 40 min, permanecendo em 60 % até
45 min e retorno para 8 % de MeOH em 10 min, tetalizando um tempo de corrida
de 55 min para cada amostra. Este gradiente deve ser usado para que o NDP e a
DHPN n&o fiquem retidos na coluna e passem a eluir nas corridas subseqiientes.

Foram injetadas amostras contendo cerca de 200 ug de DNA.

3.3.18.2 Analise de 8-oxodGuo gefada por '0, em DNA de células de
mondcitos (detecgdo por HPLC-MS/MS)

As andlises de 8-oxodGuo e '®0-8-oxodGuo em DNA celular usando
HPLC-MS/MS foram executadas pelo nosso colaborador Dr. Jean-Luc Ravanat do
CEA-Grenoble (Franga). Para quantificacdo adicionou-se uma quantidade
conhecida de 1,5 pmol de padrdo interno, a 8-oxodGuo (M+5) isotopicamente
marcada com os nitrogénios '°N (Figura 3.8), antes de submeter a amostra a

digestdo enzimatica. As amostras foram analisadas pelo equipamento de HPLC
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com o detector UV programado para detecc¢do dos nucleosideos em comprimento
de onda de 260 nm. A coluna usada foi a LC-18 (250 x 2 mm, 5 um) da Interchim
com fluxo de 0,2 mL/min. A detecgdo no espectrometro de massas foi feita no
modo ESI+ monitorando as transigbes em m/z 284168, 286—170 e 289173

para detecgdo de 8-oxodGuo (M), '®0-8-oxodGuo (M+2) e 8-oxodGuo (M+5),
respectivamente (Figura 3.8).

M M+2
O 0
H H
HN | N>: N N
0]
HN" N H,N" N
Q 0 o}
HO OH HO OH HO OH
” = is6topo 15 do nitrogénio O = isotopo 18 do oxigénio

Figura 3.8 Estrutura da 8-oxodGuo (M), 8-oxodGuo (M+5) e "®0-8-
oxodGuo (M+2).
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4 Resultados
4.1 Caracterizagao dos endoperoéxidos dos derivados do naftaleno

411 Endopeféxido do 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropanoato de soédio

Nessa preparacdo foi utilizado o desproporcionamento do H>O, catalisado
pelo molibdato como fonte de 'O, para reagir com o NDP. Uma etapa
fundamental é a lavagem do produto com agua para retirar completamente
qualquer residuo de agua oxigenada e molibdato. Em geral, sdo obtidas solugdes
com concentragéo de 0,1 a 0,5 M contendo de 75 a 95% em endoperoxido
independente se o composto de partida € o NDP ou o ANDP.

O espectro de massas obtido em modo ESI- (Figura 4.1) apresenta um
sinal mais intenso e majoritario de valor 303 m/z, correspondendo a molécula de
NDPO, sem 65 dois atomos de sddio € com um préton, e um sinal de valor 151
m/z, correspondendo a molécula de NDPO, sem os dois atomos de sédio, logo

duplamente carregada.
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[0
>
©
[0]
= [NDPO,-2Naj O"
5 0
c
«@
-c l
C
3
<
151 0”7 " ONa
0 ﬂﬂ LAA;A_/\/\,/\J\ F N - s el ﬂ ‘J‘L LA
20 140 160 180

1 200 220 240 260 280 300 320 340

m/z

Figura 4.1 Espectro de massas do NDPO, dissolvido em agua e

detecgdo feita no modo ESI- com voltagem do cone de 10V.
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412  Endoperéxido da  N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)
dipropanamida

Para preparagdo do endoperéxido da DHPN foi utilizado o método
fotoquimico convencional. Um cuidado especial nessa preparagao € a retirada do
azul de metileno pela resina, pois a temperatura deve ser mantida baixa para que
0 endoperdxido nao seja destruido

A figura 4.2 mostra a cinetica da termélise do endoperoxido DHPNO, a
37°C pelo monitoramento da absorcao em 288 nm. A figura 4.3 mostra a
sobreposi¢éo de espectros tirados ao longo do tempo, mostrando o surgimento da

banda em 288 nm a medida que o endoperoxido é destruido.

T
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- ]
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Figura 4.2 Cinética da termdlise do endoperdxido DHPNO, a 37 °C

monitorando a absorgao em 288nm.
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Intensidade relativa

Tempo = 0 min
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Figura 4.3 Sobreposicdo de espectros mostrando o surgimento da banda em

288nm a medida que o endoperoéxido é destruido.

O espectro de massas obtido em modo ESI+ (Figura 4.4) apresenta dois

$inais caracteristicos, sendo o sinal em 451 m/z correspondente ao DHPNO, com

um préton e o sinal 468 m/z correspondente ao DHPNO, com um ion aménio.

Abundancia relativa (%)

100
DHPNO, [DHPN02+NH4]+
H OH
o N\)\ [DHPNO,+H]*
OH 451
i
O
&)
OH
OH
0 et o A s ey 1A Aﬂ‘—N\ Aoy
200 240 280 320 360 400 440 520 560
m/z

Figura 4.4 Espectro de massas do DHPNO, dissolvido em agua e

detecgéo feita no modo ESI+ com voltagem do cone de 10V.
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41.3 Endoperoxido

da

N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)
dipropanamida marcada com oxigénio-18

Os espectros de massas para o DHPN'®0; obtidos em modo ESI+ (Figura

4.5) apresentam alguns sinais caracteristicos descritos na tabela 4.1. Além disso,

os adutos formados com os diferentes ions confirmam a massa esperada pela

incorporagao de dois atomos de oxigénio-18.

Abundancia relativa (%)

Tabela 4.1 Principais informagdes sobre o espectro de massas do

DHPN80,

Valor m/z lon correspondente
455 DHPN™0, + H'
472 DHPN™0, + NH,*
477 DHPN™0, + Na*
493 DHPN™0; + K*

[DHPN'#0, + H]*

100 } \455
[DHPN! O, + Na]*
20V 56 ' '
Z 477
0 l'TN"T[ e A e e e
100 1 [DHPN'#0, + H]* 455 7i/[DHPN1802 +NH,J"
\ [DHPN!80, + Na]*
¥
73 18 +
56 77 [DHPN'O, + K]
10 "
0 bt e e A e e e et
100 ] 47‘2/ [DHPN®O, + NH,]*

[DHPN™0, + HJ*
4

455

5V

?73

[DHPN*$0, + Na]*
¥

477 A/[DHP‘NISO2 + K]+

TP RT e T T PTTa T T P POy

TYTTTeY

T

AEEEET 'AAsasssnsauzaas]

0
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

m/z

Figura 4.5 Espectros de massas do DHPN'®0, obtidos no modo ESI+

em diferentes voltagens de cone 5, 10 e 20V.
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4.2 Estudos da quimiluminescéncia da transicio monomolecular do ‘0,
produzido pela termodecomposi¢dao de endoperoxidos

Foram feitas medidas de quimiluminescéncia no infravermelho relativas a
transigdo monomolecular ('A;—°%y") do 'O, quando este é gerado na termolise de
endoperoxidos. Para medidas da intensidade de emissao de luz em comprimento
de onda especifico e espectro de emissao na regido do infravermelho utilizou-se
uma fotomultiplicadora especialmente projetada para realizar varreduras de
emissdo nessa regiao (secao 3.2). A figura 4.6 compara a quimiluminescéncia

produzida em diferentes temperaturas de termdlise do endoperdxido NDPO..

§ 8j 50°C

. O

T 79 NDPO, —2 ,NDP +10,
£ T 45°C

c 6 -

e 10, —* 30, + hv (A = 1270 nm)
- 5-

< ]

c 4

q) -

5 37

= 37

©

O

]

2

E

LLl

T T T T T T T T T 1 i T T T *
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Tempo (s)
Figura 4.6 Efeito da temperatura na intensidade de quimiluminescéncia

do "0, em 1= 1270 nm na termdlise do NDPO,.

Para fins de comparacao, foram feitos os espectros de emissao de luz dos
Seguintes sistemas: (A) sistema H,0,/MoO4 (Figura 4.7A), conhecido gerador de
'O, e (B) endoperoxido DHPNO,, (Figura 4.7B). O efeito do solvente H,O/D,0 foi
observado no espectro de emissao da transigdo monomolecular na termolise do
NDPO, (Figura 4.7 C e D).
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Figura 4.7 Espectro de quimiluminescéncia do 'O no infravermelho.
(A) Reacdo entre H.0; e MoOs# em 50% D,O. (B) Termdlise do
DHPNO; 10 mM a 40T em D,0. (C) Termdlise de NDPO, 10 mM a
40 T em H0. (D) Termolise do NDPO, 10 mM a 40 T em D-0.

Além disso, foi observado o efeito da adigdo de NaNj;, um forte supressor

1 . - .
de 'O,, sobre a emissdo de luz. Como esperado, a adi¢gdo de NaN3, causou uma

brusca diminuigao do sinal de emisséo (Figura 4.8).
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b
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Emissdo de luz em A = 1270 nm (102 cps)

Tempo (s)

Figura 4.8 Efeito de supressor da NaN; na intensidade de
quimiluminescéncia do 'O, monitorada em A = 1270 nm. (a) Termélise
de DHPNO, 10 mM em D,0 a 40 °C. (b) Termodlise de DHPNO; 10 mM
em D,0 a 40 °C com injegdo de 0,4 mL de uma solugéo 0,1 M de NaN;

no maximo de emissao de fuz.

4.3 Detecgao de 'O, gerado por diferentes sistemas

4.3.1 Separacio e identificagdo de EAS e EASO; por HPLC

Amostras do captador EAS (0,09 mM) e seu produto de reagdo com 'O,

EASO, e EAS foram observados nos tempos 7 e 11, respectivamente.

EASO, (0,033 mM) foram injetadas nas condigdes de andlise descritas na segio

3.3.6.3. Nos cromatogramas apresentados na figura 4.9, os sinais relativos ao
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Figura 4.9 Cromatogramas obtidos com injegdo de amostra de EAS ou EASOs.

4.3.2 Detecgdo de EASO; gerado na incubagdo com DHPNO;

Para evidenciar a presenga de 'O, gerado na termoélise do DHPNO,, o
gerador foi incubado com o captador EAS. A mistura de reagao foi analisada por
HPLC. A figura 4.10 mostra que no controle com DHPNO, termodecomposto e no
inicio da incubagdo ndo existe EASO, em quantidades detectaveis
(cromatogramas a e b, respectivamente), porém, apds o periodo de incubagao,
nota-se a presenca do sinal no tempo de retencdo correspondente ao produto

EASO, (cromatograma c).

r |
120 DHPNO, | | ‘/EAS
E 1001 \
Q
o«
S 801
<
© 60 EASO, z
9 ;
£ s =
s . a2
Ke)
LR
O_ﬁ%m —|
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (min)

Figura 4.10 Cromatogramas das incubagées de DHPNQO; com EAS em
pH 7,4. (a) DHPNO, termodecomposto e EAS apds incubagdo por 2 h a
40°C. (b) DHPNO; e EAS antes da incubagao (tempo = 0). (¢) DHPNO;
e EAS apos incubagéo por 2 h a 40°C.
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4.3.3 Deteccido de EASO, gerado na incubacgio do H,O; com OCI

Esse sistema é conhecido como gerador de ‘0, em fase aguosa. Quando
incubado na presenca de EAS, a analise por HPLC mostrou um sinal no tempo de
retengdo correspondente ao produto EASO,. Um outro produto com tempo de
retencdo menor (4,5 min), formado provavelmente pela interagdo do EAS com
Outras espécies geradas no processo de oxidagao do H,O, pelo OCI" também foi
observado (Figura 4.11, cromatograma c). Ressaltamos que nos cromatogramas
dos controles contendo somente OCI" ou H,O, ndo se observa a formagéo de

EASO, ou desse produto (Figura 4.11, cromatogramas a e b, respectivamente).

o
- -

230 nm)
m
>
w

30

EASO,

|
e

o-wfg,-«V¢2ﬁ:;~—_«pkﬁ__v__¥.J K\_,w;_ i (-
L i

0 2 4 6 8 10 12 14

20

Absorbancia (A
10

Tempo (min)

Figura 4.11 Cromatogramas das incubagbes de EAS com o sistema
H,0, e OCI em pH 7,4. (a) Controle OCI e EAS. (b) Controle H,0; e
EAS. (c) incubagao OCI, H,0, e EAS. '

4.3.4 Detecgao de EASO; gerado na incubagio do ONOO™ com H;0,

A formacao de 'O, gerado na incubagdo de ONOO™ com H,0, também foi
evidenciada com experimentos utilizando o captador EAS. Em todos os sistemas
descritos a seguir, para as incubagbes em pH 5,4 foram obtidos os mesmos
resultados das incubagtes em pH 7 4.

Os experimentos realizados mostraram que nao ha formagao de EASO, em
Quantidades detectaveis pela decomposicdo de ONOO quando H;O, esta

ausente, tanto para concentracédo de 1 ou 15 mM (Figura 4.12, cromatogramas 1a
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e 1b). Este fato que foi comprovado pela co-injecido de EASO; previamente
purificado adicionado a amostra referente ao ensaio com ONOO 15 mM (Figura
4.12, cromatograma 1c). A formacdo de EASO, foi somente observada quando a
decomposigdo de ONOO™ ocorre na presenca H,O, (Figura 4.12, cromatograma 2).

Por outro lado, observa-se em todos os cromatogramas da Figura 4.12 que
existe a formagao de um produto com um tempo de retengdo maior que o EASO,
gerado, inclusive, pela decomposigdo do ONOQO™ na auséncia de H,0O,. Esse dado
indica que, possivelmente, outras espécies que foram formadas pela sua

decomposicao reagiram com o EAS, gerando um produto que n&o € o EASO,.
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Figura 4.12 Cromatogramas das incubagoes de ONOO™ com EAS em
pH 7,4. (1) (a) 1 mM de ONOO com 8 mM de EAS, (b) 15 mM de
ONOO™ com 8 mM de EAS e (c) 15 mM de ONOO™ com 8 mM de EAS,
co-inje¢do de EASO,. (2) Incubagdo 15 mM de ONOO e 100 mM de
H>0, com 8 mM de EAS.
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4.4 Analise de EAS e EASO; por espectrometria de massas

A formacédo do EASO, foi também confirmada por espectrometria de
massas. O espectro de massa do captador EAS adquirido no modo ESI- (Figura
4.13) exibe um ion majoritario em m/z = 212 correspondente a molécula sem os
dois atomos de sodio, portanto, duplamente carregada. O ion em m/z = 442
refere-se & molécula sem os dois dtomos de sédio e com o ion amonio. Somente
Para o espectro adquirido com cone em 20V, observa-se o ion em m/z = 425

referente & molécula sem os dois atomos de sédio e com um proton.

g 1 212 EAS
0
2/
S 10 V [EAS + NH,]*
2> »
£ 4f42
g 0 B LSS SAAANARLE SARRE RARAS | T |SARRNRAARE LALAN T T T T T T T T T T '7)'"’_"\ H T T T T T
S 400 4 212
@ EAS
c v [EAS + HI* N
3] 20V N [EASTNH
< 425 4,2
0 IL T T [ T T T T HLEAEARE T i T T T T T 1T T "lkl””l)\" T T T |G SRAEA ]
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z

Figura 4.13 Espectros de massas do EAS adquirido no modo ESI-

obtidos em diferentes voltagens de cone 10 e 20V.

Ne espectro do EASO; (Figura 4.14), observa-se um ion intenso em m/z =
228 correspondente & molécula sem os dois atomos de sodio, portanto
duplamente carregada. O ion em m/z = 474 referente a molécula sem os dois
atomos de sédio e com o fon aménio, e novamente, somente para 0 espectro
adquirido com cone em 20V, observa-se o ion em m/z = 457 referente a molécula

Sém os dois atomos de sodio e com um proton.
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Figura 4.14 Espectros de massas do EASO, adquirido no modo ESI-

obtidos em diferentes voltagens de cone 10 e 20V.

4.5 Caracterizagio do EAS'0, gerado pela incubacido de DHPN'®0, com
EAS

A figura 4.15 mostra a formacdo de EAS'®0, na reacdo com ®['0,] gerado
pelo DHPN'®0,. A analise por HPLC-MS do EAS™0, adquirido no modo ESI-
exibe um ion majoritario em m/z = 230 correspondente & molécula marcada
isotopicamente  com oxigénio-18 e duplamente carregada (Figura 4.15A).
Observa-se ainda um sinal referente ao ion do EASO, em m/z = 228. Quando N,
€ borbulhado na solugdo antes da incubagao, mantendo a temperatura baixa com
banho de gelo e protegido da luz, o sinal referente ao ion do EASO; em m/z = 228
diminui praticamente pela metade comparado ao resultado da incubagdo sem
borbulho de N, (Figura 4.15B). Quando O é borbulhado na solugao antes da
incubagdo, nas mesmas condigées, o sinal referente ao ion do EAS'0, em m/z =
230 diminui pela metade comparado ao resultado da incubagao sem borbulho de
N2 (Figura 4.15C).

A razdo entre os produtos marcados e nao-marcados (EAS'®0./EASO,),
nessas trés condigdes, esta mostrada na figura 4.16A. Observa-se claramente o

efeito do O, dissolvido na solugao sobre a proporcao dos produtos.
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Figura 4.15 Reacdo de formagao do EAS'®0, pela termélise do
DHPN™0, e espectros de massas adquiridos no modo ESI-. (A) Sem
borbulhar N, antes da incubagdo. (B) Com borbulho de N, antes da

incubagdo. (C) Com borbulho de O, antes da incubagao.
A razdo EAS'™0,/EASO; foi também avaliada em funcdo da concentragdo

de DHPN'0, e da proporcao de D,O na solugdo (Figura 4.16B e C,

respectivamente).
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Observa-se que a razdao EAS'®0,/EASO, aumenta proporcionalmente com

a concentragdo do gerador DHPN'®0, e diminui com quantidades crescentes de

D;0.

2,007
1,50
1,001
0,50"
0,00~

1,507
1,001

0,50

0,00"
1 5 10 15 20
DHPN'80, (mM)

EAS'80,/EASO,

1,207
0,807

0,407

0,00

15 30 60 90 100
% D,0

Figura 4.16 Razdo dos produtos EAS'®0, e EASO, formados na
incubagdo com DHPN'®0, sob diversas condigbes. (A) Efeito do O,
dissolvido sobre a razdo EAS'®0,/EASO,: (i} sem borbulhar N, antes
da incubacgdo; (iij) com borbulho de N, antes da incubagdo; (iii) com
borbuiho de O, antes da incubagdo. (B) Efejto da concentragdo de
DHPN80, sobre a razdo EAS'®0./EASO,. (C) Efeito da quantidade de
D,0 na solugao sobre a razdo EAS'®0/EASQO;.
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4.6 Oxidagao da 2’-desoxiguanosina por oxigénio singlete

46.1 Analise dos produtos de oxidagdo da 2’-desoxiguanosina formados
Pela reagao com 'O, gerado pelos endoperéxidos NDPO, e DHPNO..

Os principais produtos esperados para a reacao entre o 'O, e a dGuo sdo
0s dois diastereoisdbmeros da dSp (Niles et al, 2001) e em quantidade bem menor,
a8-oxodGuo (Buchko et al., 1995; Ravanat e Cadet, 1995).

A deteccdo e quantificacdo da 8-oxodGuo foram feitas por HPLC com
deteccdo eletroquimica conforme descrito em Materiais e Métodos (3.3.7.1.1). A

figura 4.17 mostra um cromatograma tipico referente a um padrao de 8-oxodGuo.

4

3 8-oxodGuo

: /

f
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! |
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Figura 4.17 Cromatograma do padrdo de 0,5 M de 8-oxodGuo,

detector eletroquimico.

A detecgdo e quantificagdo dos diastereoisdmeros da dSp foram feitas por
HPLC com detecgao no UV conforme descritc em Materiais e Métodos (3.3.7.1.2).
Afigura 4.18 mostra um cromatograma tipico referente a um padrao de dSp que
foi preparado pela fotossensibilizagdo da dGuo na presenga de azul de metileno.

O resultado da quantificacdo dos produtos formados esta representado na
figura 4.19. Observa-se que a formagdo de produtos € proporcional a
concentragdo de endoperoxido e as quantidades formadas dos nucleosideos
Oxidados foram similares para os dois endoperoxidos utilizados. Além disso, os
diastereoisdbmeros da dSp séo formados em maior quantidade com relacdo a 8-

OxodGuo, cerca de 5 a 30 vezes, dependendo da concentragao do endoperoxido.
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Figura 4.18 Cromatograma da solugéo padréo de 0,52 mM de dSp.
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Figura 4.19 Comparagédo entre as quantidades de produtos formados

pela oxidagao da dGuo por 'O, gerado pelos endoperoéxidos. (A) Niveis

de dSp (uM). (B) Niveis de 8-oxodGuo (uM). O simbolo 30* refere-se a

incubagdo da dGuo com 30 mM de NDPO, ou DHPNO,
termodecompostos.
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4.6.2 Analise por espectrometria de massas dos produtos de oxidagao da 2’-
desoxiguanosina formados na incubagao cbm os endoperoxidos DHPNO; e
DHPN™80,

Para melhor caracterizagdo dos produtos formados, foram feitas analises
Por espectrometria de massas para os produtos gerados na oxidagao da dGuo
por 'O, gerado pelos endoperoxidos DHPNO, e DHPN'0,.

4.6.2.1 Caracterizagdo da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina

Observa-se no espectro de massas para amostra de 8-oxodGuo isolada
Por HPLC (Figura 4.20) que, para voltagem de cone em 15V, praticamente néo ha
fragmentagéo e o principal ion é de m/z = 284 referente & molécula protonada
[M+H]". Usando uma voltagem de cone maior, 30V, o ion resultante da quebra da
ligacao N-glicosidica e perda da 2’-desoxirribose pode ser claramente observado

ém m/z = 168 referente a base protonada [BH+H]".

[M+H]" = 284
0 |
N
HN 284 [M+H]*
115V HNT N7 N /
Q |
2
5
p
a 0 T
2 i 168 [BH+H]*
g 0130V [M+H]*
2 ¥
i} 152 | 184 284
|
o 11‘

0 A RaaanErat e L S e teseta e -
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

m/z

Figura 4.20 Espectro de massas obtido no modo ESI/+ com potencial
do cone em 15 e 30 V da 8-oxodGuo formada na incubagdo de dGuo
com 'O, gerado pelo DHPNO..
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Uma vez que a 8-oxodGuo é um produto minoritario e foi obtida por coleta
em HPLC, existe a possibilidade de dGuo (reagente) e dSp (produto principal)
estarem presentes como contaminantes dessa fragdo. Desta forma, os sinais em
m/z = 152 e 184 observados com a voltagem do cone em 30V correspondem,
provavelmente, a presenga desses compostos.

Para o produto isolado, resultante da reagéo da dGuo com '°['O;] gerado
pelo DHPN'80,, pode-se observar a presenga dos sinais em m/z = 170 e 286,
que s&o referentes a incorporagdo de um atomo do isétopo 18 do oxigénio na

molécula (Figura 4.21).

[(M+2)+H] * = 286

H /ﬁ?[f | [M+H]*
i | >:Q1s 284  [(M+2)+H]*
100 1 15V o j%N o

286

[(BH+2)+H]*= 170 5

100 - 168 [BH+H]*
[30v ., W o [(BH¥2)+HT"
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0
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Figura 4.21 Espectro de massas obtido no modo de ionizagdo ESI+
com potencial do cone em 15 e 30 V da 8-oxodGuo formada na
incubagdo de dGuo com "°['O,] gerado pelo DHPN'®0..

4.6.2.2 Caracterizagdo dos diastereoisémeros da espiroiminodihidantoina
Observa-se no espectro de massas (Figura 4.22), em voltagem de cone de
15V, apenas o ion principal em m/z = 300 referente & molécula protonada [M+H]".

Quando as condigbes de ionizagdo sdo alteradas e a voltagem de cone é
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aumentada para 30 V, observa-se o ion resultante da quebra da ligagdo N-

glicosidica e perda da 2’-desoxirribose em m/z = 184 referente a base protonada
[BH+H]".

[M+H]* = 300
(o6} l
HNQ\NH [I\gggl]+
100 T HN)\N N/go

1oV " BH+H)*= 184
—~~ + +:
< 0 [ 1
© 1
2 HO OH
o
e | | 5 JA_A _./Ll PN JLL L\. oty
& g Tt A M i A A M A LA
O 184
S 100730V [BH+H]*
g - [M+Nal*
3 | [dRT . .
< ] [M-+H [M+K]

| 11;/ 338‘/

' n 300 399

0 b B 4 A \L N i AN et [L”'TWA’LLI [
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m/z

Figura 4.22 Espectro de massas obtido no modo de ionizagdo ESI+
com potencial do cone em 15 e 30 V da dSp formada na incubagédo de
dGuo com 'O, gerado pelo DHPNO,.

Para o produto isolado, resultante da reagdo da dGuo com '¥['O;] gerado
pelo DHPN'®0,, pode-se observar a presenca dos sinais em m/z = 186, 188, 302
e 304, que s3do referentes a incorporacdo de um ou dois atomos do is6topo 18 do

oxigénio na molécula (Figura 4.23).
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Figura 4.23 Espectro de massas obtido no modo de ionizagdo ESI+
com potencial do cone em 15 e 30 V da dSp formada na incubagéo de
dGuo com "®['0,] gerado pelo DHPN'®0..

A intensidade dos sinais referentes a incorporagdo de dois atomos de
0Xigénio-18 € bem menor em relagdo aqueles correspondentes a incorporagdo de
apenas um atomo do oxigénio-18. Kang e Foote (2002b) propuseram
recentemente a adi¢do de dgua num intermediario (I) da rota de formagéo da dSp
pela reacdo da dGuo por 'O, (Figura 1.12). Os dados mostrados na figura 4.23

indicam que essa é a rota provavel e esta esquematizada na Figura 4.24.
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HO OH

O =isttopo 18 do oxigénio

Figura 4.24 Possivel mecanismo para formagdo da dSp com a
incorporag&o de apenas um atomo de oxigénio-18 devido ao ataque da

agua no intermediario (I).

Por sua vez, a formagédo do produto contendo a dupla marcagdo poderia
ser explicada pelo ataque de uma outra molécula de '°['O;] sobre a '®0-8-

oxodGuo o que levaria a formagao da espiro duplamente marcada. Esta proposta

esta esquematizada na figura 4.25.

H drR
!
LT =
oR
8-0x0dGuo

dR = ﬁ O = jsO6topo 18 do oxigénio
HO OH

Figura 4.25 Possivel mecanismo para formagdo da dSp com a

incorporagéo de dois atomos de oxigénio-18.
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Pelo espectro de fragmentagdo observam-se os ions caracteristicos dos
diastereoisébmeros da dSp anteriormente descritos por Luo et al. (2000), inclusive
com os incrementos de massa esperados pela incorporagdo dos atomos de
OXigénio-18 (Figura 4.26).
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A //2
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86 113 116 186
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Figura 4.26 Espectro de ions filhos obtido para a dSp formada pela

reagdo de dGuo com "®['O,] no modo ESI+ selecionando os ions de
m/z 184, 186 e 188 no MS1 com potencial do cone em 30 V e energia

de colisdo em 26 eV.
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4.7 Oxidagéo da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina por oxigénio singlete

4.7.1 Separagio por HPLC e detecgdo da imidazolona e oxazolona

A oxidacdo da 8-oxodGuo por 'O, mostrou a formagdo de dOz e sua
precursora, a dlz. As analises de HPLC-MS mostraram que a dlz elui em 18 min
(Figura 4.27A), enquanto a dOz exibe um tempo de retengdo de 5 min (Figura
4.27C). Este padrado de eluigdo esta de acordo com os cromatogramas publicados
para esses produtos de oxidacdo da 8-oxodGuo obtidos anteriormente utilizando
fotossensibilizagdo com azul de metileno (Buchko et al., 1995).

Os correspondentes compostos isotopicamente marcados, ambos
contendo um atomo de oxigénio-18, também foram detectados quando a oxidagéo
da 8-oxodGuo foi feita com a fonte quimica de ®['O,] (Figuras 4.27D e 4.27B), e

exibem tempos de retencio similares aos dos padrées ndo-marcados.
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Figura 4.27 (A) Cromatograma obtido selecionando o ion em m/z =
229 correspondente a dlz. (B) Cromatograma obtido selecionando o
ion em m/z = 247 correspondente a dOz. (C) Cromatograma obtido
selecionando o ion em m/z = 231 correspondente a dlz marcada com
oxigénio-18. (D) Cromatograma obtido selecionando o ion em m/z =

249 correspondente a dOz marcada com oxigénio-18.
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O espectro de massas adquirido no modo de ionizagéo ESI+ da dlz (Figura
4.27A) exibe um sinal majoritario correspondente & molécula protonada [M+H]"
em m/z = 229. Um outro sinal caracteristico da molécula referente & quebra
ligagdo N-glicosidica do ion molecular, que ocorre no processo de ionizag3o,
resulta no fragmento caracteristco em m/z = 113 correspondente a base
protonada [BH+H]". Esse padrdo de fragmentagdo no espectro de massas foi
anteriormente relatado (Ravanat et al., 2000b).

Como esperado, os correspondentes sinais do produto isotopicamente
marcado apresentam os sinais caracteristicos em m/z = 231 e m/z = 115
referentes ao ion molecular [(M+2)+H]" e a base protonada [(BH+2)+H],
respectivamente (Figura 4.28B).
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_ / ‘ H o

i [(M+2%+H]+ HN:\/N/ [(BH+2)+H] * =115
' [M+H]" 229 231 "

] \ ~
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HO OH
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Figura 4.28 (A) Espectro de massas do produto dlz formado pela
reagdo de 8-oxodGuo com '0,. (B) Espectro de massas do produto diz
isotopicamente marcado com oxigénio-18 formado pela reagédo de 8-
oxodGuo com "é['0,].
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Estudos anteriores mostraram (Raoul et al., 1995) que a dlz sofre hidrélise
acompanhada da incorporagdo de uma molécula de agua e leva a formagéo da
dOz em solugdo aquosa neutra. Essa reagdo ocorre segundo mecanismo que
envolve a formacédo transitoria de um acido carboxilico, seguido do ataque do
oxigénio nucleofilico ao carbono eletrofilico (tipo imino) levando a ciclizagao e
formacio do produto final (Figura 4.29).

o o‘ 0

HN:< H, N H N><

diz dOz

Figura 4.29 Mecanismo de hidrélise da imidazolona para formar a

oxazolona (Raoul et al., 1995).

No espectro de massas da figura 4.30A, os sinais em m/z = 247 e 131
referem-se, respectivamente, a molécula de dOz protonada e a base nitrogenada
protonada. Os sinais em m/z = 203 e 87 correspondem a perda de 44 u.m.a.
(CO,) da molécula e da base nitrogenada respectivamente.

O espectro de massas da dOz formada pela oxidagédo da 8-oxodGuo com
"®['0,], mostra o fon molecular [(M+2)+H]" em m/z = 249 indicando um aumento
de 2 u.m.a., pela incorporagdo de um atomo de oxigénio-18, com relagdo ao
composto ndo marcado. Os fragmentos em m/z = 203 e m/z = 87 ndo estdo com
suas massa aumentadas, visto que resultam da perda de uma molécula de CO,
contendo oxigénio-18 do ion molecular e do fragmento de base protonada,
respectivamente (Figura 4.30B).
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Figura 4.30 (A) Espectro de massas do produto dOz formado pela
reagdo de 8-oxodGuo com 'O, (B) Espectro de massas do produto
dOz isotopicamente marcado com oxigénio-18 formado pela reagéo de
8-oxodGuo com "¥['0,].

4.71.2 Separacdo por HPLC e detecgio dos diastereoisdmeros

espiroiminodihidantoina

da

Um outro produto formado pela oxidagdo por 'O, da 8-oxodGuo segundo

Raoul e Cadet (1996) é a 4-OH-8-oxodGuo. Entretanto, assim como no caso da

oxidag&o da dGuo por 'O, é provavel que este composto seja, na verdade, a dSp.

A seguir, os resultados obtidos nas andlises por MS confirmam essa proposta.

As massas correspondentes a esse produto foram detectadas utilizando a

fungdo de scan total no MS1 e perda neutra de 116 u.m.a. Essa ultima funcao

mostra os ions que sofreram fragmentagao na camara de coliséo e perda de parte

da molécula com essa massa (Figura 4.31).
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Figura 4.31 (A) Espectro de massas da dSp gerada na oxidagao da 8-

oxodGuo por 'O, obtido no modo ESI+ usando a fun¢do de perda

neutra de 116 u.m.a. (B) Espectro de massas da dSp gerada na

oxidagdo da 8-oxodGuo por 'O, obtido no modo ESI+ adquirido no
MST1.

O espectro de fragmentaggdo MS/MS no modo ESI+ foi obtido desse

produto purificado e foi comparado com o espectro de uma solugao padrdao de

dSp preparada pela foto-oxidagdo da dGuo por azul de metileno. Ambos os

espectros (Figura 4.32) apresentam as mesmas caracteristicas que sdo analogas

aquelas reportadas para a dSp formada pela oxidagdo por um elétron da 8-
oxodGuo (Luo et al., 2000).
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Figura 4.32 Espectro de fragmentacdo (MS/MS) da dSp obtido no
modo ESI+. (A) Formada pela foto-oxidagdo da dGuo na presenga de
azul de metileno. (B) Formada pela oxidagdo da 8-oxodGuo por 'O,
gerado pelo DHPNO,.

A dSp formada pela reagdo da 8-oxodGuo com '8['O,] foi purificada e o
espectro de massas obtido esta representado na figura 4.33. Como seria
esperado, observam-se os sinais em m/z = 302 e 186 referentes a molécula com
incorporagdo de um atomo de oxigénio-18 e ao fragmento obtido pela perda da 2'-

desoxirribose, respectivamente.
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Figura 4.33 (A) Espectro de massas da dSp formada pela reagdo de 8-
oxodGuo com 'O, obtido no modo ESI+. (B) Espectro de massas da
dSp formada pela reagdo de 8-oxodGuo com "®['O,] obtido no modo
ESI+. (C) Espectro de ions filhos da dSp formada pela reagdo de 8-
oxodGuo com 'O, obtido no modo ESI+ selecionando o fon com m/z =
184 no MS1. (D) Espectro de ions filhos da dSp formada pela reacdo
de 8-oxodGuo com "®['0,] obtido no modo ESI+ selecionando o ion
com m/z = 186 no MS1.

4.7.3 Separagio por HPLC e detecgio do precursor do acido cianrico

Como relatado por Raoul e Cadet (1996) na reagdo da 8-oxodGuo com
1Oz, produzido por fotossensibilizacdo do tipo Il, forma-se um nucleosideo
modificado que sofre hidrolise em condi¢des alcalinas e gera acido ciandrico e

uréia.
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No presente trabalho, na reagdo 8-oxodGuo com 'O, gerado pelo DHPNO,,
observa-se a formagéo de um produto que apresenta um sinal em m/z = 288
correspondente a molécula protonada do precursor do acido cianurico (Figura
4.34). Também ¢é observado o fragmento em m/z = 172 correspondente a quebra
da ligagdo N-glicosidica e perda da 2’-desoxirribose. O fragmento em m/z = 130
corresponde a perda do grupo H,N-C=NH da base nitrogenada. A presenga do
sinal em m/z = 288 na funcgio de perda neutra de 116 u.m.a confirma que se trata

de um nucleosideo modificado.
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Figura 4.34 Cromatogramas e espectros de massas obtidos no modo
ESI+ para o precursor do acido cianurico. (A) Cromatograma obtido
selecionando o ion com m/z = 288 na fungdo de perda neutra de 116
u.m.a. (B) Cromatograma obtido selecionando o ion com m/z = 288. (C)
Cromatograma obtido selecionando o ion com m/z = 172. (D) Espectro
de massas referente ao sinal em 7 min do cromatograma A. (E)

Espectro de massas referente ao sinal em 7 min do cromatograma B.

Nao foram detectados os sinais com intensidade razoavel correspondentes
as massas das moléculas protonadas [M+H]" do acido cianGrico em m/z = 246 e

da uréia em m/z = 61. Provavelmente isso ocorreu porque as analises foram feitas
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imediatamente apds a incubacido com DHPNO, e o meio no qual a reagédo se

processou ndo era alcalino, o que ndo permitiu uma hidrolise significativa.

4.7.4 Separacao por HPLC e caracterizagao da guanidinohidantoina oxidada

Na oxidacao por 'O, da 8-oxodGuo quando inserida em oligonucleotideo foi
relatada a presenca da dGh® como produto intermediario na formagédo do acido
oxalarico (Duarte et al., 2000). Trabalhos recentes (Luo et al., 2001a e b; Chworos
et al, 2001), utilizando diferentes oxidantes, tém relatado a formagdo de
derivados do tipo hidantoina.

No presente trabalho foi detectada a formagao de um produto com massa
molecular de 271 u.m.a. que poderia corresponder ao produto dGh®™ como
proposto para oxidagdo da 8-oxoGua em oligonucleotideos (Duarte et al., 2000).

Com o intuito de se obter quantidade suficiente desse produto para
caracterizacdo estrutural, foram feitas varias fotossensibilizagbes com azul de
metileno. Porém, as andlises por HPLC e MS mostraram que nem sempre o
resultado era reprodutivo. Por outro lado, quando se usava o endoperdxido
DHPNO, para gerar 'O, o produto era sempre detectado.

Sendo assim, a purificacdo do produto teve que ser realizada em duas
efapas. Na primeira, o principal objetivo era eliminar o derivado de naftaleno e na
segunda, isolar o produto.

A primeira etapa de purificacdo consistiu em coletar o eluente no intervalo
de 7 a 15 min para separacéo feita por HPLC em coluna de fase reversa (segdo
3.3.8.3). Esse intervalo de tempo foi escolhido com base nas andlises por
€spectrometria de massas que indicaram que o produto apresentava um tempo
de retengdo em torno de 12 min.

A segunda purificagao foi feita utilizando-se uma coluna de amina, na qual
0s produtos mais polares apresentam uma melhor separagao e maior retencao
(secdo 3.3.8.3). Como pode ser observado na figura 4.35, o produto de m/z = 272
apresenta um tempo de retengdo de 28 min. Esse padrao de separacgao foi
utilizado para isolamento do composto. As coletas foram reunidas e liofilizadas
para posterior analise no modo ESI+ e ESI-.
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Figura 4.35 (A) Cromatograma com detecgdo UV em A = 230 nm. (B)
Cromatograma obtido selecionando a massa da dGh*™ em m/z = 272
para analise no modo ESI+. (C) Cromatograma obtido selecionando a
massa do principal fragmento da dGh®* m/z = 156 para anélise no

modo ESI+, na fungéo de ions filhos de m/z = 272.

A andlise do produto purificado foi feita novamente em coluna de fase
reversa (segdo 3.3.8.3). No espectro de massas do produto dGh®™ (Fig. 4.36D)
observa-se um sinal referente ao ion com m/z = 156 e o correspondente aduto
com sédio em m/z = 294. Na analise MS/MS (Fig. 4.36E e 4.36F) nota-se a
presenga de um fragmento em m/z = 114, indicando a perda de 42 um.a.,
conforme € observado para o oligonucleotideo contendo dGh® (Duarte et al.,
2000). Este tipo de fragmentacdo é também sugerida por Chrowos et al. (2001)
para a dGh®*. Segundo esses autores, essa caracteristica excluiria a possibilidade
desse composto ser a iminoalantoina oxidada (d1a®). Por outro lado, esse padrao
de fragmentagéo ¢ apresentado por Luo et al. (2001b) para a dla®. Esses autores
ndo excluem a possibilidade de um equilibrio entre a dGh® e a dla®™, embora ndo

tenham apresentado uma comprovagdo experimental dessa hipotese.
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Figura 4.36 Cromatogramas e espectros de massas obtidos no modo

ESI+ para a dGh*. (A) Cromatograma obtido selecionando o ion com

m/z = 272 (B) Cromatograma obtido na fungéo jons filhos de m/z = 156.

(C) Cromatograma obtido na fungdo ions filhos de m/z

272. (D)

Espectro de massas referente ao sinal em 14 min do cromatograma A.

(E) Espectro de massas referente ao sinal em 14 min do cromatograma

B. (F) Espectro de massas referente ao sinal em 14 min do

cromatograma C.

As analises no modo negativo (Figura 4.37) mostram a presenga do ion

com m/z = 270 correspondente a dGh®. Observa-se ainda o fragmento em m/z =

180 gerado no processo de ionizagdo. A formagao do ion em m/z = 180, segundo

mecanismo proposto por Hua et al. (2000), envolveria a quebra da ligagdo C-C e

C-O no anel do aglcar. Em seguida, haveria desprotonacdo do grupo hidroxila na

posigado C3' e transferéncia da carga negativa do aclcar para a base através de

um intermediario anular de seis membros com deslocamento do hidrogénio. Esse

Comportamento de fragmentacado nao € observado para dGuo e outros

nucleosideos, sendo preferencial para nucleosideos modificados que tenham a
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posicdo C8 oxidada (Hua et al., 2000). O fragmento em m/z = 222 observado no

espectro de fragmentagéo quando o ion m/z = 270 é selecionado no MS1 (Figura

4.37E) refere-se a perda de 48 u.m.a. da molécula. Essa perda pode ocorrer com

a quebra da ligacdo entre C4’ e C5’ e eliminacao de formaldeido e 4gua (Hua et
al, 2000).

Um outro tipo de fungado de analise por MS/MS conhecida como “ions pais”

também foi efetuada. Nesse casc, um provavel fragmento é fixado no MS2 e s&o

analisados, no MS1, os ions que deram origem ao fragmento selecionado. Como

pode ser observado no espectro e pelo tempo de retengao (Figura 4.37C e F),

€sse ion com my/z = 180 foi originado pelo ion com m/z = 270.

Abundéancia relativa (%)

100

100

100

[M-H]- =270
i H
Roke
0

; z [M-H-90] =180
HO OH

Figura 4.37 Cromatogramas e espectros de massas obtidos no modo

ESI- para a dGh®*. (A) Cromatograma obtido selecionando o ion com

m/z = 270. (B) Cromatograma obtido na fungdo ions filhos de m/z =

270. (C) Cromatograma obtido na fungdo ions pais de m/z = 180. (D)

Espectro de massas referente ao sinal em 11 min do cromatograma A.

(E) Espectro de massas referente ao sinal em 11 min do cromatograma

B. (F) Espectro de massas referente ao sinal em 11 min do

cromatograma C.
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4.8 Oxidagao da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina por oxigénio singlete

48.1 Separagdo por HPLC e caracterizagio dos produtos gerados na
incubacgio da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina com DHPNO, ou DHPN'®0,

A incubacao da 8-MeOdGuo com DHPNO; levou a formagao dos produtos
dlz, dOz e os diastereocisdmeros da dSp contendo o grupo metoxi (8-MeOdSp). A
presenca desses produtos foi detectada pelas analises de HPLC-MS/MS, usando
a fungdo perda neutra de 116 u.m.a.,, onde se observam os sinais nos
cromatogramas obtidos pela selegdo dos respectivos ions com m/z = 229, 247 e
314 (Figura 4.38A, B e C). Para incubagao com 0 DHPN'80,, os cromatogramas
obtidos pela selecéo dos respectivos ions com m/z = 231, 249 e 316 mostram que

houve incorporagéo de oxigénio-18 nos produtos (Figura 4.38D, E e F).

8-MeOdGuo + DHPNO, 8-MeOdGuo + DHPN30,
A D
Monitoramento do ion m/z = 229 Monitoramento do ion m/z = 231
SR A — L S— N —
[\
2 100
g l
v B r Monitoramento do ion m/z = 247 | E Monitoramento do ion m/z = 249
K ‘
(&)
.(_E 0’,.."‘ " e e S — J-",..LT‘N\.AW\.".,.A- - .\
C
§ 100 -
C ¥ ‘
Monitoramento do ion m/z = 314 ‘ 1 Monitoramento do ion m/z = 316
0 N\,,M_,l l\/\_n_m__,.._. SN | Y k\/\» {\MIV\JJUAW’V\AWWMMWMM
2 6 10 14 18 22 2 6 10 14 18 22
Tempo (min)

Figura 4.38 Cromatogramas obtidos na fungdo de perda neutra de 116
u.m.a. para os produtos formados na reacéo de 8-MeOdGuo com 'O,
ou "®['0,]. (A) Selecionando o ion em m/z = 229 referente a diz. (B)
Selecionando o ion em m/z = 247 referente a dOz. (C) Selecionando o
fon em m/z = 314 referente a 8-MeOdSp. (D) Selecionando o ion em
m/z = 231 referente a diz marcada com oxigénio-18. (E) Selecionando
0 ion em m/z = 249 referente a dOz marcada com oxigénio-18. (F)
Selecionando o fon em m/z = 316 referente a 8-MeOdSp marcada com

oxigénjo-18.
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O espectro de massas da regido correspondente ao tempo de retengéo da
diz indicado no cromatograma A da figura 4.38, mostra o ion com m/z = 229
detectado na fungdo de perda neutra de 116 u.m.a. (Figura 4.39A). Por sua vez,
Para a incubacédo da 8-MeOdGuo com DHPN™0, observa-se no espectro de
massas os produtos com m/z = 231 e 229 (Figura 4.39B).

[M+H]* = 229 [(M+2)+H] * =231
H ‘ H 18
N
iN= HN = f
N H N H
Q o]
HO OH HO OH
. 229 [M+H]*
100
A /
g? _ ‘
©
=
T
9 0 LBALES ALAR Anal |A"r' P e A e ’Jl LAAAANRLANS Liadebito naon icaatss Lasnd tat satad Aaker Lok baias Lkt ane 1
.0 229 .
8 100 7 [M+H]* [(M+2)+H]
b B 231
© /
[
2
_D 4
<
| J
0 T I. T I.“Tk T T JV‘ T T T ﬂ| T ‘[ |J| LS T MA T > T T T T T T l| 1 T 1

160 180 200 220 240 260 280 300 320

Figura 4.39 (A) Espectro de massas obtido na fungdo de perda neutra
de 116 u.m.a. para o produto dlz. (B) Espectro de massas obtido na
fungao de perda neutra de 116 u.m.a. para o produto dlz marcado com

oxigénio-18.
No espectro de massas da figura 4.40A, o sinal em m/z = 247 refere-se a
molécula de oxazolona protonada [dOz+H]*. Uma vez que a 8-MeOdSp tem o

mesmo tempo de retengcdo que a dOz nessa condi¢do de HPLC, observa-se
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também nesse mesmo espectro a presencga do sinal em m/z = 314 referente a
molécula protonada [8-MeOdSp+H]".

O espectro de massas dos produtos formados pela oxidagdo da 8-
MeOdGuo com "®['0,], mostra o fon molecular [(d0z+2)+H]" em m/z = 249 e [(8-
MeOdSp+2)+H]" em m/z = 316 indicando um aumento de 2 u.m.a em relagéo aos

tompostos ndo marcados (Figura 4.40B).

[dOz+H)* = 247 [(dOz+2)+H]* = 249 [8-MeOdSp+H]* = 314 [(8-MeOdSp+2)+H]*= 316
I or | Q | Qe |
AL T v iy
—_ H —
N i\j N g\w g\N
\O)ﬁ CH, ﬁ CH,
HO OH HO OH HO OH HO OH

100 - 247 [dOz+H]* 3t
A « [8-MeOQdSp+H]*
g T
©
2 ﬂ
E 1 1
[ \
_; 0 - : %WMWMMW
5 .
£ 100 1 247 249 [(8-MeOdSp+2)+H]*
hel + +
o [dOz+H] [(dOz+2)+H] .
5 B S [8-MeOdSp+H] /
< \314
316
]
0 “%MJ i I
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Figura 4.40 (A) Espectro de massas obtido na fungdo de perda neutra
de 116 u.m.a. do produto dOz e 8-MeOdGuo. (B) Espectro de massas
obtido na fungéo de perda neutra de 116 u.m.a. dos produtos dOz e 8-

MeOdGuo marcados com oxigénio-18.
Foi observada a presenca de um ion com m/z = 191. Esse ion foi detectado

na fungdo de perda neutra de 116 u.m.a. tanto na incubagdo com DHPNO,
(Figura 4.41A) como na incubagdo com DHPN'®0, (Figura 4.41B). Entretanto, ndo
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se observa o incremento de 2 um.a. referente a insergdo de oxigénio-18 na
reagdo com o DHPN'0,. O espectro de massas obtido mostra um sinal intenso
em m/z 191. A estrutura proposta para esse produto, considerando a estrutura da

8-MeQdGuo e os dados obtidos, esta representada na figura 4.41.

100 A 8-MeOdGuo + DHPNO,
] Wento do ion m/z = 191

0 T T u T T T T NS

100 3 8-MeOdGuoe + DHPN!20,
] B Mento doion m/z =191

0 T T —T T T T T T T T Y T T T T
e 5 10 15 20 25 30 35
© Tempo (min)
© 191 [M+H]*
2 100 1 .
© C [M+H]* = 191
O
g J
o
_CH
5 HNT o7
0
<
0
HO OH
O vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Figura 4.41 (A) Cromatograma obtido na fungdo de perda neutra de
116 u.m.a. selecionando a massa de m/z = 191 do produto formado na
reagdo de 8-MeOdGuo com '0,. (B) Cromatograma obtido na fungdo
de perdé neutra de 116 u.m.a. selecionando a massa de m/z = 191 do
produto formado na reagédo de 8-MeOdGuo com "®['0,]. (C) Espectro

de massas da regido mostrada nos cromatogramas A e B.

Como mostram os cromatogramas e os espectros de massas da figura
4.42, um outro produto de m/z = 286 foi detectado na incubagdo com DHPNO..
Do mesmo modo, o respectivo produto marcado com oxigénio-18 (m/z = 288)

formado na incubagdo com DHPN'®0, também foi detectado.
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8-MeOdGuo + DHPNO, 8-MeOdGuo + DHPN'3Q,
: , . 2 . .
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Figura 4.42 (A) Cromatograma obtido pela fungdo de perda neutra de
116 u.m.a. selecionando o ion m/z = 286 na reagdo de 8-MeOdGuo
com DHPNO,. (A1) Espectro de massas do pico 1 do cromatograma A.
(A2) Espectro de massas do pico 2 do cromatograma A. (B)
Cromatograma obtido pela fungdo de perda neutra de 116 u.m.a.
selecionando o jon de m/z = 288 na reagdo de 8-MeOdGuo com
DHPNO'®0,. (B1) Espectro de massas do pico 1 do cromatograma B.

(B2) Espectro de massas do pico 2 do cromatograma B.

Foi também obtido o espectro de ions filhos desses produtos (Figura 4.43).
Observa-se que, em ambos 0s casos, os fragmentos obtidos sdo muito parecidos
€ nao foi possivel observar um fragmento que indicasse que as estruturas desses
dois compostos fossem diferentes.

Em analogia aos produtos detectados na oxidagdo da 8-oxodGuo por 0,
essa massa corresponderia ao produto dGh® com o grupo metoxi. Contudo, a
analise de fragmentagdo desse ion (Figura 4.43) mostrou que sua estrutura €,
mais provavelmente a dla® contendo o grupo metoxi. A perda de (CNHOCH;) do
fragmento da base protonada [BH+H]" seria responsavel pela formagdo do

fragmento com m/z = 113 e m/z = 115 para o correspondente marcado.
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Figura 4.43 Espectros de massas na fungédo de ions filhos obtido no
modo ESI+ para o produto formado na reagdo da 8-MeOdGuo com 'O,

'81'0,]. (A) Espectro de massas do pico 1 do cromatograma A da
figura 4.42 na fungédo de ions filhos selecionando o ion de m/z = 286 no
MS1. (B) Espectro de massas do pico 2 do cromatograma A da figura
4.42 na fung&o de ions filhos selecionando o ion de m/z = 286 no MS1.
(C) Espectro de massas do pico 1 do cromatograma B da figura 4.42
na fungdo de ions filhos selecionando o ion de m/z = 288 no MS1. (D)
Espectro de massas do pico 2 do cromatograma B da figura 4.42 na

fungéo de ions filhos selecionando o ion de m/z = 288 no MST1.
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A comparagédo do consumo de 8-oxodGuo e 8-MeOdGuo (Figura 4.44) com
0 tempo, quantificadas utilizando a area do sinal no cromatograma com detecg¢ao
no UV a A = 260 nm, mostra que ambos substratos apresentam uma reatividade

Semelhante na reagéo & 10°C.
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Figura 4.44 Comparagao do consumo de 8-MeOdGuo e 8-oxodGuo na

reagdo com 'O, produzido pela termdlise de 10 mM do endoperdxido
DHPNO, a 10°C.

4.9 Preparagio e utilizagio do oligonucleotideo contendo a 8-metoxi-2’-
desoxiguanosina
A reatividade da 8-MeQdGuo frente ao 'O, foi também avaliada quando

ésta é incorporada em oligonucleotideo.

491 Purificagdo por HPLC e caracterizagdo do oligonucleotideo contendo a
8-metoxi-2’-desoxiguanosina

Na figura 4.45A é mostrada a analise por HPLC do material resultante da
Sintese do oligonucleotideo contendo a 8-MeOdGuo. O sinal correspondente ao
oligonucleotideo esperado estad indicado no cromatograma. Além do sinal
referente ao produto esperado, existem ainda mais dois outros sinais referentes,
provavelmente, a fragmentos de oligonucleotideo originados pela sintese

incompleta ou pela formagao de uma seqiiéncia indesejada.
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Para realizar estudos com o oligonucleotideo contendo a 8-MeOdGuo, este
precisou ser purificado. Na figura 4.45B observa-se o cromatograma referente ao
produto ebtido apds a purificacdo. Na analise por MS no modo ESI- (Figura 4.46),
observa-se um sinal [M-H] em m/z = 904 referente ao oligonucleotideo contendo

a 8-MeOdGuo, confirmando sua integridade apos a purificagdo.

1007
A T_8-MeO_T

50 |

: J\

Absorbéancia relativa em A= 260 nm

100
B T_8-MeO T
507
0 \’\_/\
4} 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (min)

Figura 4.45 (A) Cromatograma do material bruto da sintese do T _8-
MeO_T, no qual esta indicado o sinal referente ao produto esperado.

(B) Cromatograma do produto T_8-MeO _T apds purificagéo.
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[M-H]- = 904

[M-H]
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Figura 4.46 Espectro de massas obtido para o oligonucleotideo
contendo a 8-MeOdGuo no modo ESI-.

4.9.2 Separagao por HPLC e caracterizagio do produto gerado na incubagio
do oligonucleotideo contendo a 8-metoxi-2’-desoxiguanosina com DHPNO,

O principal produto observado por espectrometria de massas na incubagao
do oligonucleotideo contendo a 8-MeOdGuo com o endoperoxido DHPNO, foi o
oligonucleotideo com sinal em m/z = 835 (Figura 4.47 B e D), o qual corresponde
a dlz. Observa-se ainda, na figura 4.47 A e C, o cromatograma e o espectro de
Massas com sinal em m/z = 904 referente ao oligonucleotideo contendo a 8-
MeQdGuo que nzo sofreu reagao.

Esse produto também foi observado anteriormente para foto-oxidagdo de um
oligonucleotideo contendo a 8-MeOQdGuo usando riboflavina (Ikeda e Saito, 1999).
Utilizando-se desse sistema para o oligonucleotideo T_8-MeOdGuo_T, o produto
formado co-eluiu com o T_Iz_T, confirmando a formacdo dessa lesdo (dados nao
mostrados). Ao contrario do que ocorre na oxidagdo por 'O, da 8-oxodGuo
quando inserida em oligonucleotideos (Duarte et al., 2000), no presente caso, a

guanidinohidantoina oxidada ou acido oxaltrico nao foram detectados.
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Figura 4.47 Cromatogramas obtidos para analise em HPLC e anélise
por MS no modo ESI-. (A) Monitoramento do ion de m/z = 904. (B)

Monitoramento do ion de m/z = 835. (C) Espectro de massas obtido no

modo ESI- para o oligonucleotideo detectado no cromatograma A. (D)

Espectro de massas obtido no modo ESI- para o oligonucleotideo

detectado no cromatograma B.

4.10 Determinagio das constates de desativagao total do oxigénio singlete

Foram determinadas as constantes de desativacdo total (k+k;) do '0, dos

nucleosideos pelo decaimento da luminescéncia em 1270 nm usando agua

deuterada como solvente. O grafico de kes em funcdo da concentragdo do

desativador esta exemplificado na figura 4.48 para a 8-MeOdGuo.
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1270 nm (cps)

Intensidade de luz em A

Kops (104 871)

1800
1500

1200+

—— solvente (D,0)
—— 8-MeOdGuo 0,20 mM
——— B-MeOdGuo 0,40 mM
——— 8-MeOdGuo 0,64 mM
——— 8-MeQdGuo 0,80 mM
——— 8-MeOdGuo 1,00 mM
8-MeQdGuo 1,93 mM
- - 8-MeOdGtio 2,57 mM

e,
e A

50 100 150 200 250 300
Tempo (us)
20 1
151 B
10
5 -
L
0 T T
4] 1 2 3

8-MeOdGuo (103 M)

Figura 4.48 (A) Decaimento da luminescéncia em 1270 nm e efeito do

desativador no tempo de vida do "'0,. (B) Gréfico da ke»s em fungdo da

concentragdo do desativador.

A tabela 4.2 mostra os valores de k; obtidos para a 8-MeOdGuo, dGuo, 8-

ficaram em torno de 65 ps.

oxoGuo e tampéao fosfato. Para comparacéo foi determinada a constante da azida

de sédio. Os valores experimentais para o tempo de vida médio do '0, em D,0O

O valor de 5,3.10° M's™ foi reportado anteriormente (Lee e Rodgers, 1987)

trabalho.

para dGuo em sistema aquoso esta bem préximo ao determinado no presente
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Tabela 4.2 Constantes de desativagdo total (k; = k; + Kq) do’

Composto ke (10° M's™ )
dGuo 5,39
8-oxodGuo 58,7
8-MeOdGuo 56,2
Tampao fosfato 0,21
NaN3 528

411 Formacdo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina em DNA por

oxigénio singlete

4111 Detecgdo e quantificagio de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
formada em DNA de timo de bezerro

A seguir, sdo apresentados os resultados referentes a detecgcdo de 8-
oxodGuo formada no tratamento de DNA-TB com quantidades crescentes dos
endoperoxidos DHPNO, e NDPO,. Na figura 4.49 pode-se observar um aumento
significativo na formagdo dessa lesdo com o aumento da concentragdo dos
endoperéxidos. O DHPNO, foi um pouco mais eficiente que o NDPO,,

principalmente em concentragdes mais altas.

o 250

®

:c? 200 O NDPO,

— DHPNQO,

T 150 - Z

o

®

3 100 -

2 %

(.) 50 A ’—%

o 0 — A l—%l ‘
controle 20

Endoperoxido (mM)

Figura 4.49 Quantidades de 8-oxodGuo formada pela oxidagdo de
DNA-TB por '0, gerado pelos endoperoxidos. Controle refere-se as
incubagbes contendo somente DNA-TB e ¢ simbolo 20* refere-se a
incubagdo de DNA-TB com 20 mM de NDPO, ou DHPNO,

termodecompostos.
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O produto dSp nédo foi detectado nas amostras de DNA hidrolisado. Esse
resultado esta de acordo com trabalhos que mostraram que em nucleosideo livre,
0 produto majoritario da oxidagao da dGuo € a dSp (Ravanat e Cadet, 1995, Niles
et al, 2001) e o produto principal formado pela exposigido de DNA a 'O, ¢ a 8-
oxodGuo (Ravanat e Cadet, 1995 e Cadet et al., 1997).

411.2 Detecgdo e quantificagdo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
formada em DNA de células de fibroblastos
Os ensaios de citotoxicidade mostraram que o tratamento com os
endoperoxidos, assim como o NDP e DHPN, ndo diminuem a viabilidade celular.
Na figura 4.50 estdo mostrados os cromatogramas com detecgao
eletroquimica da 8-oxodGuo formada em DNA de células controle e tratadas com
DHPNO,. Para efeitos comparativos, a analise da amostra do padrao de 8-

0xodGuo também esta apresentada.

8-oxodGuo

Intensidade relativa

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Tempo (min)
Figura 4.50 Cromatogramas de detec¢do da 8-oxodGuo. (a) Padrédo de
5 pmol de 8-oxodGuo. (b) Amostra do DNA extraido das células que

ndo foram tratadas com os endoperoxidos. (c) Amostra do DNA

extraido das células que foram tratadas com 5 mM de DHPNO,.
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A quantificagao da 8-oxodGuo no DNA extraido das células (Figura 4.51)
mostrou niveis basais em torno de 5 lesdes por 10° dGuo. As incubagdes com 0s
endoperoxidos dos derivados de naftaleno termodecompostos ndo resultou em
aumento significativo do numero de lesdes. Entretanto, quando as ceélulas de
fibroblastos sdo incubadas com 5 mM de DHPNO,, observa-se um aumento
consideravel (cerca de 3 vezes) do numero de lesdes.

A incubacgédo das células com 5 mM de NDPO; nao causou um aumento dos

niveis de 8-oxodGuo como ocorreu com o tratamento com DHPNO-.

181
16 -
14 -

8-OxodGuo/108 dGuo
(@ 0]

Controle DHPN 511:: 8
Controle NDP
DHPN 5 mM

NDP 5 mM

DHPNO, 5 mM
NDPO, 5 mM

Figura 4.51 Comparagéao entre as quantidades de 8-oxodGuo formada
pela oxidagdo do DNA celular de fibroblastos quando tratados com "0

gerado pelos endoperoxidos.

411.3 Detecgdo e quantificacio de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina
formada em DNA de células de monécitos

O tratamento das ceélulas de fibroblastos com DHPNO, ou NDPO, com
posterior detecgdo da 8-oxodGuo mostrou que o DHPNO, é mais adequado
nesse caso, pois, Como j& era esperado por seu carater nao-iénico, a liberagao de
'0;, ¢ intracelular.

Como a 8-oxodGuo € uma lesao que pode ser formada por outras espécies

reativas além do 'O,, seria interessante diferenciar a lesdo causada diretamente
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pela reacdo do 'O, daquela formada por outras possiveis espécies geradas pelo
estresse provocado pela presenca do '0, no meio celular.

Usando o DHPN'®0, foi possivel demonstrar que o 'O, & capaz de lesar
diretamente o DNA celular levando a formagdo da 8-oxodGuo. Nesse caso, a

lesdo contém o atomo de oxigénio-18 (Figura 4.52).

o O
HN
N-H
fr, SRS
N NH
N7 N, ?
18[102]
dGuo 8-0x0dGuo M+2

Figura 4.52 Reacdo do oxigénio singlete "°['0,] com a guanina em
DNA.

Para quantificagdo por HPLC-MS/MS adicionou-se uma quantidade
conhecida de padrao interno, a 8-oxodGuo (M+5) isotopicamente mércada com 0s
nitrogénios >N (Figura 3.8, secdo 3.3.18.2), antes de submeter a amostra a
digestao enzimatica.

Observa-se que no cromatograma referente ao controle (Figura 4.53) n3o ha
sinal para transicdo referente a 8-oxodGuo marcada com oxigénio-18 (*20-8-
oxodGuo, M+2, Figura 3.8, se¢édo 3.3.18.2). Entretanto, o método foi sensivel o
bastante para medir 8-oxodGuo (M, Figura 3.8, secdo 3.3.18.2) formada
endogenamente pelo proprio metabolismo celular. Quando as células foram
incubadas com DHPNO, um aumento no nivel de 8-oxodGuo (M) foi observado e
nao se detectou a presenca da 8-oxodGuo (M+2). Quando as células foram
incubadas com endoperdxido DHPN'*®0, um pequeno aumento foi observado no
nivel de 8-oxodGuo (M) e, nesse caso, a '°0O-8-oxodGuo (M+2) foi claramente
detectada (Figura 4.53). Os resultados obtidos apos o tratamento das células com
duas concentracdes diferentes do endoperéxido DHPN'®0, sdo mostradas na
figura 4.54.
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M M+5 M+2 M M+t5 M+2 M M+5 M+2

L

Figura 4.53 Cromatogramas de HPLC-MS/MS obtidos para detecgao

de 8-oxodGuo em DNA extraido de células de mondcitos. (A) Células

Intensidade Relativa

A B

sem nenhum tratamento. (B) Células tratadas com endoperoxido néo-
marcado DHPNQ,. (C) Células tratadas com endoperdxido
isotopicamente marcado DHPN'™®0, Para cada exemplo, o
equipamento foi configurado para monitorar as transicbes de m/z
284,168 referente a 8-oxodGuo (M), 286170 referente a '°0-8-
oxodGuo (M+2) e 289173 referente a 8-oxodGuo (M+5).

)
%Z‘:ms-L %
gm-- /

Figura 4.54 Formagao de 8-oxodGuo e '?0-8-oxodGuo em DNA de
células de mondcitos. (A) Incubadas com 6,5 mM de DHPN'®0,. (B)
Incubadas com 16 mM de DHPN'?0,.
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Um outro tratamento foi feito para avaliar a geracéo de '*['O,] intracelular.
As células foram pré-incubadas com o DHPN'®0, a 4°C por 15 min para permitir a
penetragdo do endoperoxido. Em seguida, as células foram recuperadas por
centrifugagéo para remover o excesso de DHPN'®0,, ressuspensas em tampao
PBS-A e incubadas a 37°C. Utilizando-se essas condigdes, a '°O-8-oxodGuo
(M+2) pdde ser detectada (Figura 4.55, coluna C). Entretanto, sem remover o
excesso de endoperoxido, um nivel trés vezes maior da lesao foi medida (Figura
4.55, coluna D). A incubagdo com endoperdxido a 4°C por 1 h nao mostrou a

formagao da lesao (Figura 4.55, coluna B).

5.07 180-8-0x0dGuo
% 4.0 VT
g o] 77 /
JEmE— .
A B C D

Figura 4.55 Formacao de "®0-8-oxodGuo (M+2) em DNA de células de
mondcitos incubadas com DHPN'®0,. (A) Células incubadas a 37°C
por 1 h sem endoperoxido. (B) Células incubadas com DHPN™0, a 4
°C por 1 h. (C) Células pré-incubadas com DHPN'®0, a 4 °C por 15
min e lavadas com PBS e posterior incubagdo a 37 °C por 1 h. (D)
Células incubadas com DHPN'®0, a 37 °C por 1 h.
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3 Discussio

3.1 Endoperéxidos de derivados de naftaleno como fonte quimica de
oxigénio singlete

A investigacdo sobre a formagao do '0, em processos bioloégicos como na
peroxidagdo lipidica, fagocitose e exposi¢ao aos raios UVA da radiagdo solar
levou a uma questdo fundamental sobre o papel dessa espécie no meio celular.
Suas propriedades fisico-quimicas indicam que biomoléculas essenciais como
acidos graxos da membrana celular, aminoacidos de proteinas e bases
nitrogenadas dos acidos nucleicos poderiam sofrer processos oxidativos levando
a alteracdo de suas fungdes celulares e, em alguns casos, a destruigdo da célula.
Por outro lado, outros componentes presentes no meio celular, como
Carotenoides, poderiam contribuir para protecdo da célula desativando o '0,.
Desta forma, experimentos utilizando uma fonte adequada de 'O, sdo
necessarios para esclarecer como ocorrem tais processos celulares, assim como,
avaliar suas conseqiiéncias.

Um dos métodos mais utilizados para gerar '0, é a fotossensibilizagao
(1.2.1.5.1). Nesse processo existem dois mecanismos competitivos: tipo |, onde
ha transferéncia de elétron entre o sensibilizador no estado excitado triplete
(*sens’) e componentes do sistema gerando ions radicais e tipo Il, no qual ha
transferéncia de energia do *sens’ para o O; (°%y) gerando '0,. Varios pardmetros
influenciam sobre o mecanismo predominante num dado processc de
fotossensibilizagdo como: natureza do sensibilizador, comprimento de onda da
luz, solvente, concentracao de O, e natureza do substrato. Dessa maneira, torna-
se dificil a atribuigdo inequivoca dos efeitos observados ao '0,.

Em geral, estruturas moleculares que favorecem a quimica do tipo |
(interacao sensibilizador-substrato) sdo aquelas que sao faciimente oxidadas ou
reduzidas. Compostos que ndo sdo tio facilmente oxidados ou reduzidos
favorecem a formagdo de '0, (mecanismo tipo Il). Benzofenona e riboflavina
(Figura 5.1) sdo exemplos de sensibilizadores que favorecem o mecanismo tipo |.
Além disso, para alguns sensibilizadores como o azul de metileno (Figura 5.1), a

concentragdo de O, e de substrato na solugdo influencia de tal maneira no
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processo que o mecanismo predominante na fotossensibilizagao pode mudar ou

0s dois mecanismos podem ocorrer simultaneamente (Foote, 1991).

O ?H3 Cl; ?Ha
N S N.
H,C” A CH,
L
N
Benzofenona Azul de Metileno

HO
OH
HO
HO
= NH
H,C N
O
Ribofiavina Rosa Bengala

Figura 5.1 Estrutura de alguns sensibilizadores conhecidos.

O efeito do comprimento de onda sobre o mecanismo envolvido na
fotossensibilizagéo foi mostrado para um conhecido sensibilizador do tipo i, a
rosa bengala (Figura 5.1). Nesse caso, radicais podem ser gerados quando a
iradiacgo & feita a 313 nm e issc ndo ocorre quando a irradiagdo é feita a 514
nm. Essa diferenga se deve a clivagem homolitica da ligagdo carbono-iodo
Quando a excitagado é feita na regido do UV (Allen et al., 1991).

Foi avaliado o potencial de transferéncia de elétron pela rosa bengala
friplete (*RB") para substratos biologicamente relevantes em relagio ao potencial
de transferéncia de energia para o oxigénio. As constantes de desativacdo da
'RB" foram medidas em solugdo-tampac aquosa, acetonitrila e lipossomos
unilamelares. Os resultados mostraram que para alguns substratos em células a
ransferéncia de elétron poderia competir com a formacdo de 'O, (Lambert e
Kochevar, 1997).

Métodos alternativos que nao envolvam o processo de fotossensibilizagao

foram extensamente estudados. Contudo, na maioria desses métodos, os
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leagentes sao oxidantes e/ou toxicos, levando a resultados controversos e
inviabilizando a utilizagdo em sistemas biologicos.

A geracao de 'O, pela termolise de endoperoxidos de derivados de
naftaleno ou antraceno tem muitas vantagens, pois, a decomposi¢do do
endoperoxido gera somente 'O, e o respectivo derivado de naftaleno ou
antraceno. Entretanto, o rendimento pode variar dependendo do tipo e da posi¢ao
dos substituintes no anel aromatico. A temperatura de termdlise e a estrutura do
endoperoxido determinam a sua velocidade de decomposicdo e,
conseqiientemente, a velocidade de formagao do '0,.

Os endoperoxidos mais apropriados para estudos em meio biologico sdo
aqueles que apresentam propriedades hidrofilicas e lipofilicas adequadas para
alravessar membranas e o citoplasma, aproximando-se de diferentes alvos
infracelulares. Do mesmo modo, a termolise do endoperoxido a 37°C deve liberar
Uma quantidade razoavel de 'O, num tempo adequado para estudos que utilizem
células em cultura.

Os primeiros endoperoxidos estudados foram os derivados do rubreno e
antraceno, contudo eles liberam o oxigénio somente em condigbes de refluxo e
seu uso como fonte de 'O, para sistemas biologicos se torna inviavel. Esses
compostos sdo mais apropriados para estudos de detecgdo do '0, como
Captadores quimicos (1.2.1.4.1). Somente o endoperoxido do derivado de
antraceno contendo substituintes metodxi libera quantidades razoaveis de ‘02 em
temperatura mais baixa (Turro et al., 1981).

Os endoperoxidos da série naftalénica se tornaram mais atrativos para uso
como fonte de 'Oy, pois a termélise em temperatura de 30 a 40°C gera ‘0, num
tempo razoavel (~2h) (Aubry, 1991). Contudo, os primeiros estudos ja mostravam
0 papel importante do substituinte no anel aromatico. As primeiras tentativas de
mostrar a formag¢ao do endoperdxido a partir do 1,4-difeniinaftaleno nao foram
positivas e somente com a utilizagdo do 1,4-dimetoxi-5,8-difenilnaftaleno foi
possivel o isolamento do endoperdxido no estado sélido e sua caracterizagao
(composto A, Figura 5.2; Rigaudy et al., 1966). A presenca dos grupos fenil neste
Ulimo composto se mostrou importante na estabilizacdo do endoperoxido, pois
tentativas de obter o endoperéxido a partir do 1,4-dimetoxinaftaleno (composto B,

Figura 5.2) também nao foram bem sucedidas. Nesse caso, o endoperodxido sofre
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Uma isomerizagao para o bis-ep6xido e rearranjo para o aldeido-éster (Rigaudy et
al, 1969).

CH CH o/ﬁ/\OH
CH, 073 o O/\/\OH L
OH
CH, O 0 OQVOH o
6 5 ~ ~

H, CH, O\/K/OH

C
A B C D

Figura 5.2 Derivados de naftaleno com substituintes com fung&o éter.

A sintese de um derivado éter do HMN, contendo uma cadeia lateral
dihidroxipropil como na DHPN (composto C, Figura 5.2), mostrou que esse
composto apresenta reatividade com o '0, 500 vezes maior que o HMN, porém,
Como no caso anteriormente mencionado, o endoperoxido formado ndo é estavel
€ se decompde formando o aldeido-éster (Pierlot et al., 2000b). Quando um grupo
metilénico separa o oxigénio do anel aromatico (composto D, Figura 5.2) a
reatividade é 10 vezes menor comparada com a DHPN. Nesse caso, ha formacgéo
de endoperoxido na posigao 1,4 e 5,8 e a liberacéo do 'O, é cerca de duas vezes
mais lenta comprada com o NDPO; e o0 DHPNO, (Pierlot et al., 2000b).

A formagdo de endoperoxido na posigdo 5,8 havia sido mostrada
anteriormente para o N,N",N°",N"""-tetrakis(2,3-dihidroxipropil)2,2 -(naftaleno-1,4-
diildimetil)bis(malonamida), indicando que além dos efeitos eletrdnicos, o
impedimento estérico dos substituintes pode afetar a regioseletividade da adigdo
[4+2] do 'O, no anel aromatico. Foi mostrado também que a formacdo do
endoperoxido na posigdo 5,8 € mais dificil. Além disso, sua decomposicdo € mais
lenta comparada com o endoperoxido na posicao 1,4 do mesmo derivado de
naftaleno (Pierlot e Aubry, 1997).

No presente trabaiho, foram escolhidos o NDPO, e o DHPNO, como
geradores de '0,. Esses compostos apresentam a vantagem de possuir grupos
hidrofilicos distanciados do anel aromatico por dois grupos metilénicos que
favorecem a formacgdo do endoperéxido correspondente sem provocar uma

estabilidade excessiva. Dessa forma, a termdlise pode ocorrer em temperaturas
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amenas e num tempo razoavel (tabela 1.1 e 1.2, se¢do 1.2.1.5.5). Os respectivos
derivados de naftaleno hidrofilicos (NDP e DHPN), precursores dos
endoperoxidos, foram preparados a partir do DMN. Na sintese desses dois
compostos, o ANDP é produzido como intermediario.

A rota adotada para o ANDP foi baseada nos trabalhos de Lock e Walter
(1942) e Marvel e Wilson (1958), sendo que o primeiro passo foi modificado. A
diferenga de reatividade da parte aromatica e da cadeia lateral do DMN permite
direcionar o ataque do bromo na posicdo desejada, uma vez que a parte
aromatica deve sofrer substituiééo eletrofilica caracteristica do benzeno e a
Cadeia lateral, substituicdo de radical tipica do metano. Portanto, foi possivel a
utiizaggo de bromo e luz ao invés de N-bromosuccinamida.

A halogenacdo da cadeia lateral pelo ataque de bromo radicalar e a
formagéo do radical alquila é o passo limitante dessa reagao, porém, uma vez
formado, o radical converte-se rapidamente no haleto de alquila. Dessa forma, um
aspecto importante dessa reag&o foi a adicdo de uma quantidade de bromo
proxima da estequiométrica, apenas com um pequeno excesso, de maneira
controlada e continua para que houvesse a produgdo de radicais, propagacgdo da
reagao e substituicdo de apenas um hidrogénio em cada cadeia lateral.

De fato, o espectro de RMN de 'H do produto obtido (Anexo ) mostrou que
a molécula é simétrica e ndo houve bromacgdo de apenas um grupo metil, dupla
bromagdo de um mesmo grupo metil ou bromagao do anel aromatico, pois, os
sinais obtidos correspondem exatamente a estrutura esperada. Nao se observa
também a presencga de sinais que mostrariam a formagdo desses possiveis sub-
produtos ou reagente residual (auséncia do sinal do grupo metil). A recristalizagao
em cloroférmio foi, portanto, eficiente como processo de purificagdo do produto.

Um dos métodos mais importantes para preparar &cidos carboxilicos utiliza
0 malonato de etila (éster maldnico). Esse método basea-se na alta acidez dos
atomos de hidrogénio em posicdo a no éster maldnico e na extrema facilidade
COm que os acidos maldnicos e maldnicos substituidos sofrem descarboxilagéo.
Por tratamento com etéxido de sodio em alcool absoluto, o éster malénico
transforma-se num sal, o éster malonico sédico. A acao deste sal sobre o 1,4-
bis(bromometil)naftaleno gera um éster maldnico substituido. Esta reacao

Consiste num ataque nucleofilico do carbanion CH(COOC;Hs),” ao haleto de
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alquila. A eficiéncia dessa preparagdo depende do tratamento adequado dos
solventes e da pureza do éster maldnico. O espectro de RMN de 'H do produto
Oblido (Anexo Il) mostrou que a molécula & simétrica e que a substituigdo do
bromo foi feita com sucesso. O produto final foi obtido pela hidrolise e
descarboxHaqéo do éster maldnico substituido. As analises espectroscopicas
confirmaram a estrutura esperada e a auséncia de sub-produtos (Anexo II1).

A sintese do NDP num passo anterior a preparagdao do respectivo
eéndoperoxido (NDPO,) € opcional, pois, o procedimento de sintese do NDPO,
Partindo do ANDP mostrou que ambos compostos fornecem o endoperoxido com
0mesmo rendimento.

Para preparacdo da DHPN foi feita inicialmente a sintese de um
intermediario mais reatvo a partr do ANDP, o éster 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de etila. Num passo posterior, foi feita a reagdo usando o
3-amino-1 ,2-propanodiol e o éster preparado para obter a DHPN.

A termolise dos endoperoxidos NDPO, e DHPNO, foi estudada
aCompanhando o aparecimento da absor¢do da banda do anel aromatico por
espectroscopia na regido do UV. A liberacdo de 'O, foi mostrada pelo
acompanhamento da luminescéncia caracteristica da emissdo monomolecular na
regidgo espectral do infravermelho em A = 1270 nm. Os espectros obtidos nessa
legido evidenciam diretamente a formagdo do 'O, na termoélise dos
endoperédxidos. A formagdo do '0, nesse sistema ja havia sido mostrada por
Captacao quimica (detecgdo indireta) usando o derivado hidrossoltvel do rubreno
(Pierlot et al., 2000a).

Esses endoperdxidos tém sido usados em diversos estudos biologicos
onde se deseja obter informacdes sobre o papel especifico do '0,. Contudo, em
Muitos casos, os efeitos observados poderiam sugerir uma participacdo indireta
dessa espécie. Quando o objetivo & estudar a interacao direta do 'O, pela sua
reacao com importantes biomoléculas, o desenvolvimento de um gerador capaz
de liberar 18[102] e extremamente apropriado. Esse gerador foi preparado pela
primeira vez pelo nosso grupo e, para essa finalidade, selecionamos a DHPN
como carregador de '®['0,]. Sua preparacao foi feita usando oxigénio gasoso,
isotopicamente  marcado com os isétopos 18, gerando dessa forma o
endoperdxido DHPN'05.
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A técnica de espectrometria de massas no modo ESI permite a analise de
compostos pouco volateis e dissolvidos em agua. Um dos parametros que podem
ser alterados na analise por ESI-MS é a voltagem do cone. Esse parametro
influencia no processo de ionizagdo da molécula, na fragmentagédo da molécula e
na formagdo de adutos com possiveis ions presentes na amostra ou na fase
mdvel. Em alguns casos, as diferengas observadas para as andlises obtidas sob
diversos potenciais de cone podem fornecer informagdes importantes sobre a
estrutura da molécula. No espectro de massas do DHPN'0, obtido em modo
ESI+ (Figura 4.5, secdo 4.1.3), diversos sinais foram formados pelos diferentes
ions, dependendo do potencial do cone utilizado. Independente da intensidade de
cada um dos ions formados, eles confirmam a massa esperada pela incorporagao
de dois atomos de oxigénio-18. Esses dados permitiram mostrar que o produto
apresentava praticamente 100% de marcagao isotdpica, o que o torna uma
poderosa ferramenta em estudos mecanisticos.

A propriedade do DHPN'®0, de liberar "*['O,] foi checada usando o EAS
como captador quimico e a analise do produto foi obtida por HPLC-MS no modo
ESI- (se¢do 4.5). O ion majoritario [M-2H]?~ em m/z = 230 corresponde a molécula
marcada com oxigénio-18 e duplamente carregada. Observa-se ainda, um sinal
referente ao ion [M-2H]*" do EASO, em m/z = 228. Essa ultima observacao
tornou-se um problema intrigante, uma vez que a analise do DHPN'®0, mostrou
que a marcagao isotopica era praticamente 100% e o endoperdxido so6 poderia
entio ser formado pela reacdo com 'O,. A primeira hipotese para explicar esse
resultado foi que o EASO; poderia ter sido formado pela fotossensibilizagdo do
EAS, porém, a reacgdo tinha sido feita no escuro. Mesmo considerando essa
possibilidade, a propor¢ao de endoperdxido ndo-marcado formado nao seria tao
alta quanto a observada.

Esse resultado poderia ser melhor explicado pela transferéncia de energia
do 18[102] para o O, dissolvido conforme demonstrado por Jones e Bayes (1972).
Nesse estudo, a geragao de 'O, foi feita por descarga gasosa. Ap6s passagem do
'0, por um fluxo de 80, esses autores conseguiram detectar a presencga do
18[102] por espectrometria de massas com ionizagao pela radiagao ressonante do
argbnio. Esse processo ioniza oxigénio no estado singlete, mas ndo no estado

triplete fundamental. Além disso, os autores mostraram que esse processo é
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extremamente rapido. A constante de velocidade para essa reagdo foi
determinada como sendo da ordem de ~1.10" M's’ e o processo ocorre
basicamente por transferéncia de energia e néo por rearranjo atémico.

Nos ensaios usando o DHPN'®0, e EAS essa possibilidade foi verificada
pela remocgdo (borbulhando N;) ou pelo aumento (borbulhando O;) do O
dissolvido na solugéo. Os resultados mostraram um aumento do produto marcado
na solugdo em que N foi borbulhado e uma diminuigao desse produto quando O,
foi borbulhado (Figura 4.15 e 4.16A, secgdo 4.5). Esses dados confirmam o efeito
do O, dissolvido e indicam que o processc de transferéncia de energia esta
ocorrendo levando a formagao de 'O, a partir do "*['05] (reagéo 10). O fato do
EASO, nao ter sido totalmente eliminado quando Nz € borbulhado na solugdo
antes da incubagdo mostra que esse procedimento ndo foi totalmente eficiente

para remover o O,.
¥'0,] + %0, - B0, + 110y (reagdo 10)

O efeito da concentragdo do endoperoxido mostra que para concentragoes
mais altas do gerador, a formacgo de EAS'®0, é maior. Esse resultado indica que
aumentando a quantidade de '®['O,], a probabilidade dessa espécie reagir com
EAS é maior que a de formar 'O, pela transferéncia de energia. Além disso, nos
sistemas enriquecidos em D,0 observa-se uma diminuicdo do EAS'™0, formado.
Nesse caso, pelo tempo de vida do '['O,] ser maior, a probabilidade de
transferéncia de energia para O,, antes da reacdo com o captador EAS, é
aumentada.

5.2 Detecgio de oxigénio singlete gerado por diferentes sistemas

Estes experimentos foram feitos com o intuito de avaliar a formagéo de 'O,
na decomposicdo espontanea do ONOO em pH 7,4 ou 5,4. De acordo com o
trabalho de Khan et al. (2000), a decomposicdo do ONOO™, ap6s protonagio,
teria como produtos 'O, e oxonitrato singlete (nitroxil, 'NO~) com rendimento

estequiométrico conforme esquematizado na reagao 11.

ONOOH — 'NO +'A;,0, +H* ? (reagido 11)
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Para detectar os produtos postulados, Khan et al. (2000) usaram meta-
hemoglobina para capturar 'NO™ e 9,10-difenilantraceno e 2,3-dimetil-2-buteno
para capturar 'O, num sistema heterogéneo difasico (tetracloreto/agua). Os
resultados apresentados indicavam a formacgao de nitrosii-hemoglobina e dos
endoperoxidos correspondentes pela reacdo com 'O,. Entretanto, foi possivel
demonstrar que esse resultado se deve a presencga de H,O- residual da sintese
do ONOO". De fato, usando como captador de '0,, o derivado de antraceno
hidrosoluvel, EAS, mostramos que 'O, ndo é formado quando se usa ONOO
isento de H,0,. Esse sistema é mais adequado pois a captura do ‘0, é feita na
mesma fase em que ele é gerado (fase aquosa). O resultado foi também
confirmado pela auséncia da emissdo monomolecular do 'O, em A = 1270 nm.

Em todos os sistemas estudados, a detecgao foi feita com o EAS na
concentragdo inicial de 8 mM, valor § para o sistema H,O,/OCI" em agua (Di
Mascio e Sies, 1989). Ressaltamos que, caso 'O, estivesse sendo formado, este
seria detectado, pois, em estudos anteriores, a concentragdo de 0,8 mM de EAS
foi suficiente para detectar o produto EASO; no sistema ONOO/H,0, (Di Mascio
et al., 1996).

Os experimentos realizados mostraram que nao ha formagao de EASO; em
Quantidades detectaveis pela decomposicdo de ONOO quando H,O, esta
ausente. Fato que foi comprovado pela co-inje¢ao do padrdo de EASO, a amostra
do ensaio com ONOO™ 15 mM (cromatograma 1c, Figura 4.12, secéo 4.3.4).

Além disso, pode ser notado na figura 4.12 (secdo 4.3.4) que existe a
formagao de um produto com tempo de retencdo maior que o EASO,. esse
produto & gerado, inclusive, pela decomposigdo do ONOO™ na auséncia de H,O..
Este dado indica que, possivelmente, outras espécies foram formadas pela sua
decomposicédo e reagiram com o EAS, gerando um produto que nao é o EASO,.

A formacgao de 0, pela reacdo de ONOO e H,0, foi primeiramente
descrita por Di Mascio et al. (1994). Trabalhos posteriores (Alvarez et al., 1995)
também descreveram que a reacdo de acido peroxinitroso com H,O, gerava
Oxigénio e que rendimentos maiores poderiam ser obtidos utilizando um excesso
de H,0,. Nos experimentos realizados no presente trabalho também foi mostrada
a formagdo de EASO, quando a decomposigdo de ONOQO™ ocorre na presenga

H.0, (Figura 4.12, cromatograma 2).
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O mecanismo para formagao de oxigénio na oxidagao do H>O; pelo ONOO
(Goldstein e Czapski, 1998 e Hodges e Ingold, 1999) envoive a oxidagéo do H,O,
pelo ONOOH (reagdo 12). O O, e NO;" gerados podem levar a formagéo do
dioxoperoxonitrato, O,.NOO™ (reac¢éo 13). A heterolise desse intermediario produz
NO, e O, (reagdo 14). Conforme este mecanismo, a energia de Gibbs (+94.6
kd/mol) para formacdo de 'O, & desfavoravel (Koppenol, 1989). Entretanto, a
oxidagdo direta do O," pelo NO,", sem o O,NOO™ intermediario, reagdo 15,
permitiia a formacdo de 'O, com uma energia de Gibbs termodinamicamente
favoravel (-32,4 kJ/mol).

ONOOH + HOOH —  NOy' + O, + H" + H,0O (reagdo 12)
NO,” + O, -> O,NOO™ (reagdo 13)
0.NOO™ - NO; + O3 (reagdo 14)
NO,” + O, - 'O + NO~ (reacdo 15)

Para comparagédo, também foi mostrada a formagédo do EASO, quando o
'0, 6 gerado pela termdlise do DHPNO,. Esse processo libera cerca de 60% de
1Oz. Do mesmo modo, foi utilizado o sistema H,0,/OCI, o qual € bem conhecido
por gerar 'O, com alto rendimento, 87%, avaliado usando EAS como captador (Di
Mascio et al., 1989) e 86% usando 2,5-dimetilfurano como captador (Held et al.,
1978). Ressaltamos que o EASO; néo é produzido na presenca de OCI" ou H,0
(cromatogramas a e b, Figura 4.11), ou outros oxidantes como ozénic e radical
hidroxila. Pode-se, portanto, considerar o EASO, como um produto especifico da
reagdo do EAS com 'O, (Di Mascio e Sies, 1989).

5.3 Oxidagdo da 2’-desoxiguanosina por oxigénio éinglete

Utilizando-se uma fonte limpa de 'O, foram obtidas importantes
informagdes a respeito dos principais produtos formados na reagao entre 'O,ea
dGuo. Dados estruturais dos produtos detectados foram obtidos usando
marcagao isotopica com '¥['0,] e analises por MS.

Em estudos anteriores de fotossensibilizagdo da dGuo em solugao aquosa,
0s dois diastereoisébmeros produzidos foram identificados como sendo a 4-OH-8-

oxodGuo (Ravanat e Cadet, 1995). Entretanto, posteriormente foi verificado que
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eles eram, na verdade, uma mistura de diastereocisémeros da dSp (Niles et al,
2001). Nesse sistema, a 8-oxodGuo também foi detectada em quantidade bem
menor (Buchko et al., 1995; Ravanat e Cadet, 1995). Como esses estudos foram
feitos usando sensibilizadores do tipo Il (azul de metileno) como fontes de '0», a
possibilidade da contribuicdo de reagdes envolvendo o mecanismo tipo | de
fotossensibilizagéo néo poderia ser excluida.

Os compostos detectados usando DHPNO, e NDPO, como fontes de 'O,
estdo de acordo com a distribuicdo de produtos descritas no paragrafo anterior.
Observa-se ainda que a formacgdo de produtes é proporcional & concentragao de
endoperoxido e que as quantidades formadas dos nucleosideos oxidados foram
similares para os dois endoperoxidos utilizados. Além disso, os diastereoisomeros
da dSp sao formados em maior quantidade em relagéc a 8-oxodGuo, cercade 5 a
30 vezes, dependendo da concentra¢éo do endoperéxido.

A formacgdo dos produtos contendo a marcagado isotopica, gerados na
incubacio com DHPN'0, também foi investigada. Para essa finalidade foram
utiizadas analises de HPLC-MS/MS. Os resultados obtidos confirmam a reagdo
direta entre 0 'O, e a dGuo pela incorporacido de oxigénio-18 nos produtos.
Entretanto, os produtos ndo marcados também foram detectados nesses ensaios.
A formagao desses produtos também poderia ser explicada pela transferéncia de
energia para o O, dissolvido, como descrito anteriormente (segdo 5.1). O espectro
de fragmentagdo obtido no modo MS/MS confirma a estrutura de

espironucleosideos como descrito por Luo et al. (2000).

5.4 Oxidagao da 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina por oxigénio singlete
A 8-oxodGuo é altamente reativa frente ao '0,. A constante de reagao é
duas ordens de magnitude maior quando comparada com dGuo (Sheu and Foote,
1995a). A velocidade de decomposicdo pela fotossensibilizagdo com azul de
Metileno é trés vezes mais rapida comparada com a dGuo (Buchko et al., 1995).
Do mesmo modo, por apresentar um potencial de oxidagdo menor que qualquer
nucleosideo natural, a 8-oxodGuo torna-se um alvo preferencial de outros
oxidantes cujo mecanismo envolva a oxidagdo por 1 ou 2 elétrons (Burrows e
Muller, 1998). Em ambos os casos, a energia do orbital molecular ocupado de

mais alta energia (HOMO) da base reflete essa facilidade de oxidagdo e a
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reatividade frente a oxidantes eletrofilicos (Prat ef al., 1998). O efeito de
Seqiéncia na oxidagdo da guanina em oligonucleotideos dupla fita também foi
demonstrado, sendo que a guanina localizada na direcdo da extremidade 5 é
mais susceptivel a oxidagéo devido a interagdo n do empilhamento. A reatividade
para oligbmeros dupla fita contendo guanina, usando fotossensibilizagao do tipo |,
aumenta na ordem: -GGG- > -GG- > -GA- >>-GC- >-GT-, e os calculos de
potenciais de ionizagdo estdo de acordo com a ordem experimental obtida (Saito
etal, 1995). Do mesmo modo, foi avaliado se esse tipo de fator influenciaria na
oxidagao da 8-oxodGuo. Os caiculos de potenciais de ionizagdo mostraram que a
8-0xodGuo, localizada na diregdo 5 com relagdo a dGuo, é mais facilmente
oxidavel que uma 8-oxodGuo isolada (Prat et al, 1998). Observagoes
experimentais usando oxidantes que atuam por um mecanismo de 1 elétron
mostraram que a reatividade da 8-oxodGuo é cerca de 30 vezes maior que da
Seqliéncia 5’-GGG-3’ em DNA dupla fita (Hickerson et al., 1999).

Estas propriedades sao particularmente relevantes considerando-se que,
desde a sua descoberta, essa lesdo em DNA tem sido utilizada como um
biomarcador de estresse por ser formada em diversos processos oxidativos.
Niveis aumentados dessa lesdo tém sido relacionados a processos patologicos e
envelhecimento (Halliwell e Gutteridge, 1999). Eventos relacionados com a
oxidagdo da 8-oxodGuo sdo, portanto, fundamentais para a compreensdo dos
danos em DNA (Hickerson et al., 1999).

Com relagdo a oxidagdo da 8-oxodGuo em solugdo aquosa, envolvendo
mais provavelmente o mecanismo tipo || de fotossensibilizagdo com azul de
metileno, foram reportados como principais produtos: a dOz e sua precursora, a
dlz, o acido cianurico e os diasterecisdmeros da dSp. Baseando-se no-efeito de
D20 na velocidade de decomposicdo da 8-oxodGuo e no efeito supressor da
azida de sadio, foi proposto que o 'O, era o responsavel pela formacdo desses
produtos de oxidag&o (Buchko et al., 1995 e Raoul e Cadet, 1996).

Nas condigbes de analise por HPLC-MS do presente trabalho, foi mostrada
a presenga dos produtos mencionados anteriormente, exceto o acido cianurico.
Neste caso, foi detectado somente o seu precursor. Aparentemente, as condigées
de reagio utilizadas néo possibilitaram a hidrolise desse composto em extensao

significativa.
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Inicialmente, a dlz e a dOz foram descritas como produtos majoritarios da
Oxidacdo da dGuo por radicais hidroxila ou fotossensibilizadores do tipo | (Cadet
et al, 1994). O mecanismo proposto para sua formagao envolve a oxidagdo por
um elétron da base guanina e a desprotonagao do radical resultante, formando o
cation radical guanina. A reagao desse radical com O; na posigdo C5, seguida do
ataque da agua na posicdo C8, redugéo por 1 elétron e liberagdo de CO,, forma
um intermediario que libera formamida e o produto dlz.

Como mencionado anteriormente, o principal produto de oxidagao da dGuo
por 'O, gerado pelo mecanismo tipo Il de fotossensibilizagao era a mistura dos
dois diastereoisémeros da 4-OH-8-oxodGue. Desta forma, por um certo periodo, a
d0z e a 4-OH-8-oxodGuo foram consideradas como marcadores da
fotossensibilizagdo tipo | ou Il, respectivamente.

Com o intuito de esclarecer a formagéo de dOz na oxidagao da 8-oxodGuo
pelo '0,, Adam et al. (1996) utilizaram a fotossensibilizagdo com rosa bengala e
benzofenona (sensibilizadores majoritariamente do tipo Il e tipo |,
respectivamente). Uma propor¢do de 4-OH-8-oxcdGuo : dOz bem proxima foi
obtida com os dois sensibilizadores. Esses dados mostraram que esses produtos
ndo eram adequados para distinguir o mecanismo de fotossensibilizagdo, pois, a
8-0xodGuo é um produto comum aos dois processos e sua oxidagéo subseqliente
poderia levar a resultados controversos.

No presente trabalho, quando a oxidagdo da 8-oxodGuo foi feita com a
fonte quimica de '®['0,], foi confirmada a reagéo direta entre o 'O, e a 8-oxodGuo
através da detecg&o dos produtos contendo um atomo de oxigénio-18.

Na oxidagao da 8-oxodGuo por '0,, quando inserida em oligonucleotideo,
foi relatada a presenca da dGh®™ como produto intermediario na formagdo do
acido oxalGrico (Duarte et al., 2000). Ao contrario do que é observado para a 8-
oxodGuo em solugdo, ndo ha formagéo de dlz, 4-OH-8-oxodGuo ou dSp, nem
acido cianurico. Nesse caso, o provavel mecanismo envolve a conversio do 4,5-
dioxetano intermediario no hidroperoxido em C5 e ap6s alguns passos que
incluem a abertura do anel na ligacdo C5-C6 e descarboxilagao, ha formagao de
um produto relativamente estavel, a dGh®. Apds algumas etapas de hidrolise, a

dGh™ ¢ convertida em dOxa. Esta proposta mecanistica foi evidenciada com a
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utilizagao da fonte quimica de 'O, isotopicamente marcada, DHPN'®0, (Duarte et
al., 2000).

Outros trabalhos, utilizando diferentes oxidantes, tém relatado a formagao
de derivados do tipo hidantoina para oxidagdo da 8-oxoGua (Luo et al., 2001a e b;
Chworos et al., 2001).

A oxidagao eletroquimica por um elétron da 8-oxoGuo forma Gh (Goyal et
al., 1997). Na oxidagao por um elétron da 8-oxoGua usando Ir(lV) em pH 4, a
mistura em equilibrio de Gh/la seria o produto predominante. Além disso, essa
mistura poderia sofrer subsequente oxidagdo gerando preferencialmente 1a®, que
foi caracterizada por testes quimicos, espectrometria de massas (MS) e NMR de
'H (Luo et al., 2001a). Por outro lado, a fotossensibilizagdo da 8-oxodGuo por um
sensibilizador que segue preferencialmente o mecanismo tipo I, mostrou que a diz
€ o produto principal em pH>7 e a dla® é o produto majoritario em pH<7. Uma
quantidade razoavel dos diastereoisomeros da dSp também é formada em ambos
0s casos (Luo et al., 2001b).

Na oxidagdo por dois elétrons da 8-oxoGua, usando a porfirina Mn-
TMPyP/KHSOs e um modelo de dinucleotideo, foi proposta a formacgao da diz e
dGh®™ como produtos principais, sendo que este ultimo foi relatado como instavel
formando como produto final o dOxa (Chworos et al., 2001).

No presente trabalho foi detectada a presenca de um produto cuja massa
molecular de 271 u.m.a. poderia corresponder ac produto dGh®, como proposto
para oxidagdo da 8-oxodGuo em oligonucleotideos (Duarte et al., 2000).

Inicialmente, a estrutura correspondente a dGh® foi sugerida para um
intermediario precursor da dlz na oxidacdo por fotossensibilizagdo tipo | da 8-
oxodGuo (Adam et al, 1996). Essa proposta foi considerada por Vialas et al.
(1998 e 2000) para estudos de oxidagao da dGuo por um oxidante de 2 elétrons,
a porfirina Mn-TMPyP/KHSO:s. Foi detectado um produto de massa molecular 271
um.a. e o associaram a estrutura da dGh®™ e dla® como intermediarios na
formagao da diz e acido parabanico.

Tentativas de obter o produto dGh®* marcado isotopicamente com oxigénio-
18 pela incubagdo com DHPN'®0, ndo foram bem sucedidas e o produto
esperado com um incremento de massa de 2 u.m.a. nao foi detectado nas

presentes condi¢bes de andlise.
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Esse resultado indica que esse produto nado poderia ser um possivel
precursor da dlz como proposto anteriormente (Adam et al., 1996 e Vialas et al.,
1998 e 2000), uma vez que a dlz isotopicamente marcada com oxigénio-18 foi
claramente detectada. Uma conclusdo similar foi relatada por Chworos et al.
(2001), sendo sugerido que a dGh® é uma precursora do acido oxalurico, tendo o
acido parabanico como intermediario. Essa proposta estd de acordo com a
seqiiéncia de intermediarios sugerida para oxidagdo por 'O, da 8-oxodGuo
quando inserida em oligonucleotideo (Duarte et al, 2000). Por outro lado, um
outro trabalho também discute os destinos finais da dGh® (Luo et al., 2001).
Nesse caso, € proposto que o produto de hidrélise da dla®™ seria o acido oxalurico.
0O 4cido parabanico seria o produto da hidrélise da dGh®.

De uma maneira geral, vias que levam a oxidagdo direta por quatro
elétrons da 8-oxodGuo geram provavelmente dGh®. Isso ocorre porque a
oxidagao gera diretamente um produto com o anel de seis membros aberto e com
uma ligagdo C=N. A oxidagdo pelo mecanismo de um elétron permite a
interconversdo Ghela num estagio intermediario, tendo a dla®™ como produto
termodinamico majoritario apds oxidagéo (Luo et al., 2001).

Desse modo, de acordo com os dados da literatura e diversas evidéncias
experimentais aqui apresentadas, é razoavel propor que o produto de massa 271
u.m.a., identificado na oxidacao da 8-oxodGuo por 'O,, seja a dGh**.

O esquema da figura 5.3 resume, com base nos resultados obtidos e
relatados na literatura, as principais vias de degradagdo da 8-oxodGuo por '0,,

em oligonucleotideo e em solugao aquosa.
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dOxa
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R refere-se a unidade de 2'-desoxiribose livre ou inserida em uma fita de DNA

Figura 5.3 Produtos de oxidaggo da dGuo e 8-oxodGuo formados pela

reagdo com 'O, gerado pelo DHPNO,.

5.5 Oxidagdo da 8-metoxi-2’-desoxiguanosina por oxigénio singlete

A determinagdo dos produtos formados na oxidagdo da dGuo e da 8-
oxodGuo, assim como o0 mecanismo pelo qual esse processo ocorre em
diferentes contextos, & de grande importancia para entender a mutagenicidade
observada pela acdo do 'O, e sua capacidade de induzir quebras em fita de DNA.
A dependéncia da formagao dessas quebras com o tempo indica que o processo
requer duas moléculas de 'O, (Di Mascio et al., 1989). Esses dados indicam que,
provavelmente, a oxidagao da 8-oxodGuo, inicialmente formada pela oxidagdo da
dGuo em DNA, é uma etapa necessaria nesse processo. Além disso, tem sido
demonstrado que a 8-oxodGuo n&o é um sitio alcali-labil (Burrows e Muller, 1998).

No estudo da oxidag&o da 8-MeOdGuo em solugao (Luo et al., 2001b), via
mecanismo tipo | de fotossensibilizagdo com riboflavina, os resultados mostraram
que o produto majoritario final é a diz, além de pequena quantidade de cutros
produtos. A preparacao do oligonucleotideo contendo 8-MeOdGuo foi descrita por

lkeda e Saito (1999) e a fotossensibilizagdo com riboflavina desse
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oligonucleotideo mostrou a formagdo quase quantitativa de dlz. O estudo da
oxidagao da 8-MeOdGuo por 'O, aqui apresentado foi parcialmente desenvolvido
no laboratério de lesdes em acidos nucleicos (C.E.A./Grenoble/Franga) sob
acompanhamento do Dr. Jean-Luc Ravanat e Dr. Didier Gasparutto.

Os produtos formados sao os mesmos obtidos para oxidagao da 8-
oxodGuo, com excegdo do produto de m/z = 191 (MeO-desoxirribosiluréia), pois
um correspondente para a reagao da 8-oxodGuo nao foi detectado. Nesse caso, o
grupo metdxi parece estabilizar e dificultar a quebra da ligagao N-glicosidica.
Outra diferenca foi o produto de m/z = 286 que, pelo espectro de fragmentacao,
mostrou que sua estrutura mais provavel seria a da dla® contendo o grupo metoxi
(MeO-dla®*), e ndo a da dGh** como ocorre com a 8-oxodGuo.

A sintese quimica de oligonucleotideos contendo bases modificadas € uma
ferramenta importante para investigar a reatividade e a distribuigdo de produtos.
Tem sido mostrado que os mecanismos de degradacéo dos produtos de oxidagao
podem ser diferentes quando estdo inseridos na fita de DNA ou em solucgéo
(Duarte et al., 2000). Efeitos relacionados a estrutura polianiénica da fita de DNA
€ 0 pareamento das bases poderiam influenciar no processo. A sintese de
oligonucleotideos com lesdes resultantes da oxidagdo do DNA por espécies
reativas do oxigénio e/ou radiagdo ionzante como a 8-oxodGuo, 5-hidroxi-2’-
desoxicitidina em posi¢des definidas ja foi demonstrada para estudos de
propriedades biologicas dessas lesdes (Roelen et al., 1991 e Gasparutto et al.,
2000b).

O sinton obtido possibilitou a sintese do oligonucleotideo. Entretanto, a
degradagdo de parte do produto impossibilitou a obtencdo de um melhor
rendimento.

No caso da oxidagio do oligonucleotideo contendo a 8-MeOdGuo por 'O,
observou-se a formagédo da dlz como produto principal. Esse produto foi
observado anteriormente para foto-oxidagdo usando riboflavina de um
oligonucleotideo contendo a 8-MeodGuo (lkeda e Saito, 1999). Entretanto, ndo
formou a guanidinohidantoina oxidada ou &cido oxalurico como ocorre na

oxidagdo por 'O, da 8-oxodGuo inserida em oligonucleotideos (Duarte et al.,
2000).
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A distribuigédo dos diferentes produtos obtidos para oxidacao da 8-MeOdGuo

esta representado na figura 5.4.

8-MeOdGuo MeQ-laox

:ﬁ H
h ijj\ LH,4
102 6}
10 %
2

H

|

HN;\N N 9 '0, \

H o) 3 H H2N H
8-MeOdSp j& )&
0, 0, 0
HO HO OH HO OH

OH
MeO-desoxirribosiluréia diz dOz

Figura 5.4 Produtos de oxidagdo da 8-MeOdGuo formados pela reagdo
com '0, gerado pelo DHPNO,. A seta em negrito indica a rota quando

a 8-MeOdGuo esté incorporada em oligonucleotideo.

A comparagao dos produtos formados pela oxida¢do da 8-MeOdGuo ou 8-

oxodGuo por '0, esta ilustrada na figura 5.5.

do dI
Oligonucleotideo txa {
u]
Eﬂ 8"OXOdGUO 8-MeOdGUO
0 \
Nucleosideo dlz & dOz

dGhox dSp ou 8-MeOdSp MeOdIaox

Figura 5.5 Produtos de oxidagdo da 8-MeOdGuo e da 8-oxodGuo
formados pela reagdo com "0, gerado pelo DHPNO,.
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As diferencas e semelhancgas na distribuicdo dos produtos podem estar
relacionadas com o equilibrio ceto-endlico que ocorre com a 8-oxodGuo e que
hao ocorre na 8-MeOdGuo. O fato de dlz ou dSp ndo serem formadas em fita de
DNA quando a 8-oxodGuo é oxidada pelo 'O, pode indicar que, nesse caso, o
equilibrio deve estar deslocado para a forma cetbnica, enquanto que em solucéo
a prevaléncia das duas formas levaria a formagao dos produtos similares aos
formados com a 8-MeOdGuo. Além disso, a reatividade da forma ceténica e da
forma enol pode ser um pouco diferente e ¢é dificil estabelecer a contribuigdo de

tada uma delas na constante de reagédo da 8-oxodGuo em solugéo.

3.6 Determinagdo das constates de desativagio total do oxigénio singlete
em solugdo aquosa

A desativagéao do '0, pode ocorrer pelo mecanismo fisico ou quimico. A via
fisica envolve a interagdo do oxigénio com um supressor que acelera sua
conversao para o estado fundamental sem, contudo, consumir o oxigénio ou
formar produto. Na via quimica ha consumo de oxigénio e formacéo de produto. A
Constante de velocidade de desativagao total (ki = k; + k) é a soma das
Constantes fisica (k;) e quimica (k; ). Existern dois mecanismos principais para
desativagao fisica: transferéncia de energia e transferéncia de carga. Em ambos
08 casos, € geralmente aceita a formagdo de um intermediario transiente e
reversivel que, de acordo com a energia de excitacdo e o potencial de ionizagao
do desativador, pode ser descrito como um aduto covalente (perepdxido), como
um exciplex ou como um complexo de transferéncia de carga (Sheu e Foote,
1995c¢).

As constantes de desativagao total de derivados da guanosina com os
grupos hidroxila da ribose protegidos por terc-butildimetilsilii e substituidos na
posicdo 8 com Br, CH3, OCH,CgHs, OCH3 e OH (8-oxodGuo) foram determinadas
em diferentes solventes deuterados (diclorometano, benzeno, acetona e
acetonitrila). As constantes de reagao foram determinadas em acetona (Sheu e
Foote, 1995¢). Os resultados mostraram que a k aumenta cerca de 5 a 15 vezes
para todos os derivados em solventes mais polares (nesse caso acetonitrila). O
efeito da polaridade do solvente é mais pronunciado para os derivados com

substituintes mais ricos em elétrons. Esses dados indicam que o estado de
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fransicdo para essa interagdo é polar com transferéncia parcial de carga. Além
disso, com excegdo da 8-oxodGuo, para todos os outros derivados a k; representa
cerca de 2 a 3% da kg, de forma que a maior parte do '0, é desativada pela via
fisica. Para a 8-oxodGuo esse valor ficou em torno de 35%, sugerindo que esse
composto esta reagindo de forma diferente dos demais derivados (Sheu e Foote,
1995c¢).

No presente trabalho foram determinadas as constantes de desativagédo
total do 'O, para a dGuo, 8-oxodGuo e 8-MeOdGuo em D,0, sendo obtido os
valores: 5,39.10% 58,7.10° e 56,2.10° M's”, respectivamente. Quando
comparados com os valores determinados por Sheu e Foote (1995¢) para os
mesmos compostos em acetonitrila, porém, contendo ribose protegida terc-
butildimetilsilil, temos: 9,15.10°% 65,2.10° e 38,1.10° M's™". Os valores aqui obtidos
para a dGuo e 8-oxodGuo sao menores que O esperado se considerarmos o
efeito do solvente sobre as constantes. Por outro lado, as hidroxilas da 2'-
desoxirribose ndo estavam protegidas o que poderia contribuir na desativagéo do
'0, pela transferéncia de energia de excitacdo eletrbnica para os niveis de
energia vibracional da ligagao O-H. Além disso, o valor de 5,3.10° M's™ que foi
reportado anteriormente para dGuo em sistema aquoso (Lee e Rodgers, 1987),
esta bem proximo ao aqui determinado. Por sua vez, a k; determinada para a 8-
MeOdGuo em D,O é maior que em acetonitrila. A constante desse derivado é
proxima da constante da 8-oxodGuo e confirma os resultados obtidos
anteriormente pelo acompanhamento do consumo desses dois substratos na
reagio com 'O, (segéo 4.8.1).

Também foram determinadas as constantes de desativagao total para um
conhecido supressor fisico, a azida de sodio. O valor obtido (5,28.10° M's™) esta
de acordo com valores reportados anteriormente que se situam no intervalo de
3.10° 2 6,9.108 M's™" (Lissi et al., 1993).

A maioria das incubagdes deste trabalho foi feita em agua, uma vez que o
tampao fosfato poderia favorecer a supressao do 'O, e diminuir o rendimento dos
produtos. De fato, essa constante de desativacao foi determinada e obteve-se o
valor de 2,1.10°> M's™.
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57 Formagdo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina em DNA pela
oxidagio da 2’-desoxiguanosina por oxigénio singlete

No caso de oligonucleotideos, simples e dupla fita, a natureza polianidnica
do DNA e o pareamento das bases sdo fatores importantes que poderiam afetar a
cinética e 0 mecanismo de transformacéao dos intermediarios formados (Vialas et
al., 2000). Estudos in vitro usando DNA em solugdo aquosa mostraram que o 'O,
gerado na termolise do DHPNO, é capaz de oxidar o DNA. A base guanina é
preferencialmente oxidada levando a formagao de 8-oxoGua. Outros produtos que
poderiam ser formados por outras espécies reativas foram também monitorados e
nenhum deles foi encontrado. Entre eles, incluem-se dimeros de timina, derivado
formamidopirimidina da guanina (FapyGua), produtos de oxidacdo da timina (5,6-
dihidro-5,6-dihidroxitimidina, 5-formil-2’-desoxiuridina e 5-hidroximetil-2’-
desoxiuridina) e 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiadenosina (Ravanat et al., 2001).

Os resultados referentes a deteccdo de 8-oxodGuo formada no tratamento
in vitro de DNA com quantidades crescentes dos endoperoxidos DHPNO, e
NDPO, mostram um aumento significativo na formagdo dessa lesdo com o
aumento da concentragdo dos endoperoxidos. Neste caso, o DHPNO, foi um
pouco mais eficiente que o NDPO,. Este efeito foi principalmente observado em
concentragbes mais altas, provavelmente por apresentar um rendimento de
producéio de 'O, maior, 60 % para o DHPNO, e 50 % para o NDPO, (Pierlot et al.,
2000a).

A cinética de formacao da 8-oxodGuo ndo é linear com o tempo de
incubagdo com o DHPNO; (Ravanat et al., 2001). Isto pode ser explicado pela
decomposigéo exponencial do DHPNO; que tem tempo de meia-vida em torno de
23 min (Pierlot et al., 2000a)

Os diastereoisdbmeros da dSp nunca foram detectados em DNA isolado
tratado com '0,, indicando que, em DNA, o endoperoxido inicialmente formado
leva a formacgio predominante da 8-oxodGuo (Cadet et al., 2000). A auséncia da
FapyGua, principal produto da hidratagdo do céation radical guanina, exclui a
possibilidade da existéncia de um intermediario radical no processo de oxidag&o
pelo 0,.

A incubagao das células com NDPO, nao causou um aumento nos niveis de

8-oxodGuo como ocorreu no tratamento com DHPNO,. Isso se deve,
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provavelmente, ao fato do DHPNO; ser incorporado mais facilmente as células por
possuir um carater nao-ionico (Klotz et al.,, 1999), enquanto que esse processo €
mais dificil para o NDPO, que possui carater idnico. Dessa forma, o aumento nos
hiveis de 8-oxodGuo se deve principalmente a producio intracelular do 'O..

Células de mondcitos incubadas a 37°C com DHPNO, termodecomposto
ou a 4°C com DHPNO, ndo mostraram niveis aumentados de 8-oxodGuo quando
comparadas com as celulas sem tratamento nenhum.

A 8-oxodGuo é uma lesdo que poderia ser formada pela reagdo direta do
'0, com a dGuo do DNA ou por outras espécies reativas além do 'O, que
poderiam ser geradas pelo estresse provocado pela presenca do '02 no meio
celular. Para diferenciar entre essas duas possibilidades, foi utilizado o
DHPN'®0,. O uso dessa ferramenta possibilitou demonstrar que o '0, é capaz de
lesar diretamente o DNA celular levando a formagdo da 8-oxodGuo. Esse
resultado foi obtido pela detecgdo por HPLC-MS/MS da 8-oxodGuo marcada com
o atomo de oxigénio-18, formada na oxidagéo pelo '°['O,].

O tratamento feito para avaliar a geragdo de '8['O,] intracelular mostrou
que houve a formacdo da '°0-8-oxodGuo (M+2) para as células pré-incubadas
com o DHPN'™0, a 4°C por 15 min seguida da remogdo do excesso de
DHPN'®0,. Porém, sem remover o excesso de endoperoxido, um nivel trés vezes
maior da les&o foi obtido. Essa diferenca poderia ser explicada pela existéncia de
um equilibrio entre a localizagao intra e extracelular do endoperéxido. A remocgao
do DHPN'0, extracelular pode, provavelmente, ter resultado numa diminui¢édo de
sua concentragdo intracelular. Além disso, o periodo de 15 min a 4°C pode n&o ter
sido suficiente para sua incorporagéo total nas células. Esse fato pode contribuir

para explicar a menor quantidade de '®0-8-oxodGuo medida nesse experimento.
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6 Conclusoes

A sintese do endoperdxido do derivado de naftaleno hidrofilico e nao-
ibnico, 0 DHPN'®0,, como fonte quimica de *¥['0,] e a utilizacdo da técnica de
HPLC-MS/MS foram fundamentais para realizar os estudos sobre a reagao do
DNA com o 'O,.

A incubagdo do DNA de timo de bezerro e o tratamento das células com os
endoperoxidos NDPO; ou DHPNO,, como fontes puras de '0,, com posterior
detecgdo do produto 8-oxodGuo, mostrou niveis maiores quando o DHPNO, é
utilizado. Tal fato pode ser explicado em fungao de seu maior rendimento de
formagao de 10, e por ser capaz de penetrar em células. Além disso, usando o
DHPN'®0, foi possivel demonstrar que o 'O, reage diretamente o DNA celular
levando a formagdo da 8-oxodGuo.

Os produtos de oxidacdo da 8-oxodGuo por 'O, ou '¥['0,], gerados pelo
DHPNO; ou DHPN'0,, foram detectados e caracterizados por espectrometria de
massas possibilitando mostrar a incorporagdo do iso6topo 18 do oxigénio nos
principais produtos de oxidagdo, dlz, dOz, e diastereoisobmeros da dSp. Foi
também identificada a dGh®, que havia sido anteriormente detectada como um
produto intermediario da formagéo do acido oxallrico na oxidagdo pelo 'O, da 8-
oxodGuo incorporada em oligonucleotideos.

A sintese do nucleosideo modificado, a 8-MeOdGuo, e estudos da reagao
com 'O, mostraram a formagédo de produtos que, pelas caracteristicas
observadas em analises de espectrometria de massas, correspondem a dlz, dOz,
dSp e dla®. No caso da dSp e dla® o grupo metoxi proveniente da 8-MeOdGuo é
mantido.

A identificagdao dos produtos formados e dos mecanismos envolvidos na
oxidagdo do DNA por 'O, é muito importante para entender a mutagenicidade
observada pela agado dessa espécie e para contribuir na interpretacdo de estudos
que tém relacionado variagoes nos niveis de 8-oxodGuo com diversos processos
patolégicos.

A utilizagdo de ferramentas adequadas para detecgdo de 'O, em sistemas
aquosos, como o EAS, possibilitou, também, mostrar que ndo ha gerag¢ao de
quantidades estequiométricas de 'O, na decomposicdo espontdnea de
peroxinitrito. Deve ser ressaltado que esta espécie tem sido relacionada a

diversos processos oxidativos com importantes implicagdes biologicas.
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7 Perspectivas

A quimica envolvida na oxidagao da 8-oxodGuo difere do mondémero para o
polimero de DNA. As razdes pelas quais isso ocorre ainda precisam ser
desvendadas. Os resultados sobre os produtos formados em ambos os casos s&o
valiosos para monitorar o efeito de outras varidveis sobre o sistema. Nesse
sentido, uma estratégia seria avaliar o efeito de pH, seqUéncia em
oligonucleotideos e temperatura.

O estabelecimento de estratégias de sintese de oligonucleotideos contendo
bases modificadas e estudos de mutagénese e reparo de novas lesbes em
bactérias e células de mamiferos também sdo importantes para estabelecer as

ligagdes dos estudos efetuados in vitro com efeitos biologicos desses processos.

154




Referéncias Bibliogrdficas



Referéncias bibliogrdficas

8 Referéncias bibliograficas

Adam, W.; Saha-Moller, C.R.; Schonberger, A. (1996) Photooxidation of 8-oxo-

7.8-dihydro-2’-deoxyquanosine by thermally generated triplet-excited ketones

from 3-(hydroxymethyl)-3.4.4-trimethyl-1,2-dioxetane and comparison with

type | and type |l photosensitizers, J. Am. Chem. Soc., 118, 9233.
Adams, S.P.; Kavka, K.S.; Wykes, E.J.; Holder, S.B.; Gallupi, G.R. (1983)

Hindered dialkylamino nucleoside phosphite reagents in the synthesis of
DNA 51-Mers, J. Am. Chem. Soc., 105, 661.
Agnez-Lima, L.F.; Di Mascio, P.; Napolitano, R.L.; Fuchs, R.P.P; Menck, C.F.M.

(1999) Mutation spectrum induced by singlet oxygen in Escherichia coli

deficient in exonuclease lll, Photochem. Photobiol., 70, 505.

Agnez-Lima, L.F.; Napolitano, R.L.; Fuchs, R.P.P.; Di Mascio, P.; Muotri, A.R.;
Menck, C.F.M. (2001) DNA repair and sequence context affect 'Os-induced
mutagenesis in bacteria, Nucleic Acids Res., 29, 2899.

Allen, M.T.; Lynch, M.; Lagos, A.; Redmond, R.W.; Kochevar, |.E. (1991) A

wavelength dependent mechanism for rose bengal-sensitized photoinhibition

of red cell acetylcholinesterase, Biochim. Biophys. Acta, 1075, 42.
Alvarez, B.; Denicola, A.; Radi, R. (1995) Reaction between peroxynitrite and

hydrogen-peroxide-formation of oxygen and slowing of peroxynitrite

decomposition, Chem. Res. Toxicol., 8, 859.

Ando, W.; Takata, T. (1985) Photooxidation of Sulfur Compounds In Singlet O,,
Frimer, A.A., Ed., CRC Press, Boca Raton, Vol. 3, p.1.

Arnold, S.J.; Ogryslo, E.A.; Witzke, H. (1964) Some new emission bands of
molecular oxygen, J. Chem. Phys., 40, 1769.

Aubry, J.M.; Rigaudy, J.; Cuong N.K. (1981) A water-soluble rubrene derivative:
synthesis, properties and trapping of 'O, in aqueous solution, Photochem.
Photobiol., 33, 149.

Aubry, J.M. (1985) Search for singlet oxygen in decomposition of hydrogen

peroxide by mineral compouds in _aqueous_solutions, J. Am. Chem. Soc.,
107, 5844.

155




Referéncias bibliogrdficas

Aubry, J.M.: Cazin, B. (1988) Chemical sources of singlet oxygen. Quantitative

generation of singlet oxygen from hydrogen peroxide disproportionation

catalyzed by molibdate ions, Inorg. Chem., 27, 2013.

Aubry, JM.; Cazin, B.; Duprat, F. (1989) Chemical sources of singlet oxygen.
Peroxidation of water-soluble singlet oxygen carriers with hydrogen peroxide-
molibdate system, J. Org. Chem., 54, 726.

Aubry, J.M. (1991) New chemical sources of singlet oxygen, In Membrane Lipid
Oxidation, Vigo-Pelfrey, C., Ed., CRC Press, Boca Raton, Vol. 2.

Aubry, J.M.; Cazin, B.; Rougee, M.; Bensasson, R.V. (1995) Kinetic studies of

singlet oxygen [4+2]-cicloadditions with cyclic 1,3-dienes in 28 solvents, J.
Am. Chem. Soc., 117, 9159.
Balasubramanian, D.; Du, X.; Zigler, J.S.J. (1990) The reaction of singlet oxygen

with proteins, with special reference to crystallins, Photochem. Photobiol., 52,
761.

Barcley, L.C.R.; Baskin, KA.; Locke, S.J.; Vinqgvist, M.R. (1989) Absolute rate
constants for lipid peroxidation and inhibition in model membranes, Can. J.
Chem., 67, 1366.

Basu-Modak, S.; Tyrrell, R.M. (1993) Singlet Oxygen: a primary effector in the

ultraviolet A/near-visible light induction of the human heme oxygenase gene,
Cancer Res., 53, 4505.

Becker, H.G.O.; Berger, W.; Domscke, G.; Fanghéanel, E.; Faust, J.; Fischer, M_;
Gentz, F.; Gewald, K.; Gluch, R.; Mayer, R.; Muller, K.; Pavel, D.; Schmidt,
H.; Schollberg, K. Schwetlick, K; Seiler, E; Zeppenfeld, G. (1997),
Propriedades, purificacdo e preparacio de reagentes, solventes e materiais
importantes, In Organikum - Quimica Orgénica Experimental, Fundagao
Calouste Gulbenkian, Lisboa.

Beutner, S.; Bloerdon, B.; Hoffmann, T.; Martin, H-D. (2000) Synthetic singlet
oxygen quenchers, Methods Enzymol., 319, 226.

Boiteux, S.; Gajewski, E.; Laval, J.; Dizdaroglu, M. (1992) Substrate specificity of

the Escherichia coli Fpg protein (formamidopyrimidine-DNA glycosylase):

excision of purine lesions in DNA produced by ionizing radiation or

photosensitization, Biochemistry, 31, 106.

156




Referéncias bibliogrdficas

Boveris, A.; Cadenas, E.; Chance, B. (1981) Ultraweak chemiluminescence: a

sensitive assay for oxidative radical reactions, Fed. Proc., 40, 195.

Boveris, A.; Cadenas, E. (1997) Cellular sources and steady-state levels of

reactive oxygen species, In Oxygen, gene expression, and cellular function,
Clerch, L.B. and Massaro, D.J., Eds., Marcel Dekker, Inc., New York, Vol.
105.

Breen, A.P.; Murphy, J.A. (1995). Reactions of oxyl radicals with DNA, Free Radic.
Biol. Med., 18, 1033.

Briviba, K; Sies, H. (2000) Biological singlet oxygen gquenchers assessed by

monomol light emission, Methods Enzymol., 319, 222.

Browne, R.J.; Ogryslo, E.A. (1964) Chemiluminescence from reaction of chlorine

with aqueous hydrogen peroxide, P. Chem. Soc. London, 117.

Buchko, G.W.; Wagner, J.R.; Cadet, J.; Raoul, S.; Weinfeld, M. (1995) Methylene
blue-mediated  photooxidation of 7,8-dihydro-8-oxo-2’-deoxyguanosine,
Biochim. Biophys. Acta, 1263, 17.

Burrows, C.J.; Muller J.G. (1998) Oxidative nucleobase modifications leading to

strand scission, Chem. Rev., 98, 1109.
Cadet, J.; Berger, M.; Bunchko, G.W.; Joshi, P.C.; Raoul, S.; Ravanat, J.-L. (1994)

2,2-Diamino-4-[(3,5-di-O-acetyi-2-deoxy-B-D-erythro-pentofuranosyl)amino]-

5-(2H)-oxazolone: a novel and predominant radical oxidation product of 3'5'-
di-O-acetyl-2'-deoxyguanosine, J. Am. Chem. Soc., 116, 7403.

Cadet, J.; Berger, M.; Douki, T.; Morin, B.; Raoul, S.; Ravanat, J.-L.; Spinelli, S.
(1997) Effects of UV and visible radiation on DNA-final base damage, Biol.
Chem., 378, 1275.

Cadet, J.; Douki, T.; Pouget, J-P.; Ravanat, J.-L. (2000) Singlet oxygen DNA
damage products: formation and measurement, Methods Enzymol., 319,
143.

Cahill, A.E.; Taube, H. (1952) The use of heavy oxygen in the study of reactions of
hydrogen peroxide, J. Am. Chem. Soc., 74, 2312.

Cazin, B.; Aubry, J. M.; Rigaudy, J. (1986) Is water the best or the worst solvent

for [2+4] cycloadditions of singlet oxygen to aromatic compounds?, J. Chem.

Soc. Chem. Commun., 952.

157




Referéncias bibliogrdficas

Cilento, G. (1982) In Chemical and biological generation of excited states; Adam,
W.; Cilento, G., Eds.; Academic Press, New York.

Chworos, A.; Coppel, Y.; Dubey, |.; Pratviel, G.; Meunier, B. (2001) Guanine
oxidation: NMR characterization_of a dehydro-guanidinohydantoin residue
generated by a 2e oxidation of d(GpT), J. Am. Chem. Soc., 123, 5867.

Coddington, J.W.; Hurst J.K; Lymar, S.V. (1999) Hydroxyi radical formation during

peroxynitrous acid decomposition, J. Am. Chem. Soc., 121, 2438.

Corey, E.J.; Taylor, W.C. (1964) A study of the peroxidation of organic compounds

by externally generated singlet oxygen molecules, J. Am. Chem. Soc., 89,
3881.
Costa de Oliveira, R.L.; Ribeiro, D.T.; Nigro, R.G.; Di Mascio, P.; Menck, C.F.M.

(1992) Singlet oxygen induced mutation spectrum in _mammalian cells,
Nucleic Acids Res., 20, 4319.
Dewilde, A.; Pellieux, C.; Pierlot, C.; Wattré P.; Aubry, J.M. (1998) Inactivation of

intracellular and non-enveloped viruses by a non-ionic naphthalene
endoperoxide, Biol. Chem., 379, 1377.
Di Mascio, P.; Sies, H. (1989) Quantification of singlet oxygen generated by

thermolysis of 3,3'-(1,4-Naphthylidene)dipropionate. Monomol and dimol

photoemission and the effects of 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane, J. Am. Chem.
Soc., 111, 2909,

Di Mascio, P.; Wefers, H.; Do-Thy, H.-P.; Lafleur, M.V.M.; Sies, H. (1989) Singlet

molecular oxygen causes loss of biological activity in plasmid and

bacteriophage DNA and induces single-strands breaks, Biochem. Biophys.
Acta., 1007, 151.

Di Mascio, P.; Murphy, M.E.; Sies H. (1991) Antioxidant defense systems: the role
of carotenoids, tocopherols, and thiols, Am. J. Clin. Nutr., 563, 194S.

Di Mascio, P; Bechara, E.J.H.; Medeiros, M.H.G.; Briviba, K.; Sies, H. (1994)

Singlet molecular oxygen production in the reaction of peroxynitrite with
hydrogen peroxide, FEBS Lett., 355, 287.
Di Mascio, P.; Medeiros, M.H.G.; Bechara, E.J.H.; Catalani, L.H. (1995) Singlet

molecular oxygen: Generation, reactivity, identification and biological effects,
Ciéncia e Cultura, 47, 297.

158




Referéncias bibliogrificas

Di Mascio, P.; Briviba, K.; Bechara, E.J.H.; Medeiros, M.H.G_; Sies, H. (1996)

Reaction of peroxynitrite with hydrogen peroxide to produce singlet molecular

oxygen, Methods Enzymol., 269, 395.

Doleiden, F.H.; Fahrenholz, S.R.; Lamola, A.A.; Trozzolo, A.M. (1974) Reactuvity
of cholesterol and some fatty acids toward singlet oxygen, Photochem.
Photobiol., 20, 519.

Dougherty, T.J.: Gomer, C.J.; Henderson, B.W_; Jori, G.; Kessel, D.; Korbelik, M.;
Moan, J.; Peng, Q. (1998) Photodynamic Therapy, J. Natl. Canc. Inst., 90,
889.

Duarte, V.; Muller, J.G.; Burrows, C.J. (1999) Insertion of dGMP and dAMP during

in vitro DNA synthesis opposite an oxidized form of 7.8-dihydro-8-

oxoguanine, Nucleic Acids Res., 27, 496.

Duarte, V.; Gasparutto, D.; Yamaguchi, L.F.; Ravanat, J.-L.; Martinez, G.R;;
Medeiros, M.H.G.; Di Mascio, P.; Cadet, J. (2000) Oxaluric acid as the major
product of singlet oxygen-mediate oxidation of 8-oxo-7,8-dihydroguanine in
DNA, J. Am. Chem. Soc., 122, 12622.

Duarte, V.; Gasparutto, D.; Jaquinod, M.; Ravanat, J.; Cadet, J. (2001) Repair and

mutagenic potential of oxaluric acid, a major product of singlet oxygen-

mediated oxidation of 8-oxo-7,8-dihydroguanine, Chem. Res. Toxicol., 14,
46.

*Dufraisse, C.; Velluz, L. (1942), L'union labile de I'oxygéne au carbone.

influences des méthoxyles et de leurs positions sur I'état de labilité de

oxygéne dans les phooxydes mésodiphénylanthracéniques; un peroxyde

spontanément dissociable a froid, Bull. Soc. Chim. Fr., 171.

Encinas, M.V.; Lemp. E.; Lissi, E.A. (1987) Interaction of singlet oxygen (O, 'A)

with aliphatic amines and hydroxylamines, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 8,
1125.

Fiala, E.S; Conaway, C.C.; Mathis, J.E. (1989) Oxidative DNA e RNA damage in

the livers of Sprague-Dawley rats freated with the hepatocarcinogen 2-

nitropropane, Cancer Res., 49, 5518

Floyd, R A.; West, M.S_; Eneff, K.L.; Hogsett, W.E_; Tingey, D.T. (1988) Hydroxyl
free radical mediated formation of 8-hydroxyguanine in isolated DNA, Arch.
Biochem. Biophys., 262, 266.

159




Referéncias bibliograficas

Foote, C.S.; Wexiler, S. (1964a) Olefin Oxidations with excited singlet molecular

oxygen, J. Am. Chem. Soc., 86, 3879.
Foote, C.S.; Wexler, S. (1964b) Singlet Oxygen. A probable intermediate in

photosensitized autooxidation, J. Am. Chem. Soc., 86, 3880.
Foote, C.S.; Wexler, S.; Ando, W.; Higgins, R. {(1968) Chemistry of Singlet

Oxvgen. 1IV. Oxygenations with hypoclorite-hydrogen peroxide, J. Am. Chem.
Soc., 90, 975.
Foote, C.S.; Peterson, E.R.; Lee, K.-W. (1972) Chemistry of Singlet Oxygen. XVI.

Long lifetime of singlet oxygen in carbon disulfide, J. Am. Chem. Soc., 94,
1032.

Foote, C.S. (1991) Definition of type | and type Il photosensitized oxidation,
Photochem. Photobiol., 54, 659.

Foote, C.S.: Clennan, E.L (1995) Properties and reactions of singlet dioxygen, In

Active oxygen in chemistry, Foote, C.S.; Valentine, J.S.; Greenberg, A. and
Liebman J.F.; Eds., Vol. 2, 105.

Gasparutto, D.; Ait-Abbas, M.; Jaquinod, M.; Boiteux, S.; Cadet, J. (2000a) Repair
and coding properties of 5-hydroxy-5-methylhydantoin nucleosides inserted
into DNA oligomers, Chem. Res. Toxicol., 13, 575.

Gasparutto, D.; Bourdat, A.G.; D'Ham, C.; Duarte, V.; Romieu,.A.; Cadet, J.
(2000b) Repair and replication of oxidized DNA bases using modified

oligodeoxyribonucleotides, Biochimie, 82, 19.

Gilbert, A.; Baggott, J. (1991) Photo-oxygenation reactions, In Essentials of

molecular photochemistry, Blackwell scientific publications.

Goldstein, S.; Czapski, G. (1998) Formation of peroxynitrate from the reaction of

peroxynitrite with CO»,: evidence for carbonate radical production, J. Am.
Chem. Soc., 120, 3458.
Goyal, R.N_; Jain, N.; Garg, D.K. (1997) Electrochemical and enzymic oxidation of

qguanosine and 8-hydroxyguanosine and the effects of oxidation products in

mice, Bioelectrochem. Bioenerg. 43, 105.
Grether-Beck, S.; Olaizola-Horn, S.; Schmitt, H.; Grewe, M.: Jahnke, A.; Johnson,
J.P.; Briviba, K.; Sies, H.; Krutmann, J. (1996) Activation of transcription

factor AP-2 mediates UVA radiation- and singlet oxygen-induced expression

160




Referéncias bibliograficas

of the human intercellular adhesion molecule 1 gene, Proc. Natl. Acad. Sci. U
S A, 93,14586.

Grether-Beck, S.; Bonizzi, G.; Schmitt-Brenden, H.; Felsner, I.; Timmer, A.; Sies,

H.; Johnson, J.P.; Piette, J.; Krutmann, J. (2000) Non-enzymatic triggering of
the ceramide signalling cascade by solar UVA radiation, EMBO J., 19, 5793.
Halliwell, B.; Gutteridge, J.M.C (1990) The antioxidants of human extraceliular
fluids, Arch. Biochem. Biophys., 280, 1.
Halliwell B.; Gutteridge J.M.C. (1999) Free Radicals in Biology and Medicine, 3rd

ed., Oxford University Press, Inc., New York.
Hansen, M.B., Nielsen, S.E., Berg, K. (1989) Re-examination and further

development of a precise and rapid dye method for measuring cell
growth/cell kill, J. Immun. Meth., 119, 203.
Hayakawa, H.; Taketomi, A.; Sakumi, K.; Kuwano, M.; Sekiguchi, M. (1995)

Generation and elimination of 8-oxo-7.8-dihydro-2'-deoxyquanosine 5'-

triphosphate, a mutagenic substrate for DNA synthesis, in human cells,
Biochemistry, 34, 89.

Helbock, H.J.; Beckman, K.B.; Ames, B.N. (1999) 8-Hydroxydeoxyguanosine and
8-hydroxyguanine as biomarkers of oxidative DNA damage, Methods
Enzymol. 300, 156. |

Held, A.M.; Halko, D.J.; Hurst J.K. (1978) Mechansims of chlorine oxidation of
hydrogen peroxide, J. Am. Chem. Soc., 100, 5732.

Hickerson, R.P.; Prat, F.; Muller, J.G.; Foote, C.S.; Burrows, C.J. (1999) Sequence

and stacking dependence of 8-oxoguanine oxidation: comparison of one-

electron vs singlet oxygen mechanisms, J. Am. Chem. Soc., 121, 9423.

Ho, R.Y.N.; Liebman, J.F.; Valentine, J.S. (1995) Overview of the energetics and
reactivity of oxygen, /n Active oxygen in chemistry, Foote, C.S.; Valentine,
J.S.; Greenberg, A. and Liebman J.F.; Eds., Vol. 2, 1.

Hodges, G.R.; Ingold, K.U. (1999) Cage-escape of geminate radical pairs can

produce peroxynitrate from peroxynitrite under a wide variety of experimental
conditions, J. Am. Chem. Soc., 121, 10695.
Howard, J.A.; Ingold, K.U. (1968) The self-reaction of sec-butylperoxy radicals.

Confirmation of the Russell mechanism, J. Am. Chem. Soc., 90, 1057.

161




Referéncias bibliogrdficas

Hua, Y.; Wainhaus, S.B.; Yang, Y.; Shen, L.; Xiong, Y.; Xu, X.; Zhang, F.; Bolton,

J.L.; van Breemen, R.B. (2000) Comparison of negative and positive ion

electrospray tandem mass spectrometry for liquid chromatography tandem

mass spectrometry analysis of oxidized deoxynucleosides, J. Am. Soc. Mass.
Spectrom., 12, 80.

lkeda, H.; Saito I. (1999). 8-Methoxydeoxyguanosine as an effective precursor of

2-aminoimidazolone, a major guanine oxidation product in one-electron
oxidation of DNA, J. Am. Chem. Soc. 121, 10836.

Jones, I.T.N.; Bayes, K.D. (1972) Eletronic energy transfer from %0, (a'A,) to
%0,(X %4, J. Chem. Phys., 57, 1003.

Kajiwara, T.; Kearns, D.R. (1973) Direct spectroscopic evidence for a deuterium

solvent effect on the lifetime of singlet oxygen in water, J. Am. Chem. Soc.,
95, 5886.

Kang, P.; Foote, C.S. (2002a) Formation of Transient Intermediates in Low-

Temperature Photosensitized Oxidation of an 8-*C-Guanosine Derivative, J.
Am. Chem. Soc., 124, 4865.

Kang, P.; Foote, C.S. (2002b) Photosensitized Oxidation of '*C,'*N-Labeled
Imidazole Derivatives, J. Am. Chem. Soc., 124; 9629.

Kanofsky, J.R. (1989) Singlet oxygen production by biological systems, Chem.

Biol. Interactions, 70, 1.

Kasai, H.; Yamaizumi, Z.; Berger, M.; Cadet, J. (1992) Photosensitized formation

of 7.8-dihydro-8-oxo-2'-deoxyguanosine (8-hydroxy-2’-deoxyguanosine) in

DNA by riboflavin, a non-singlet oxygen mediated reaction, J. Am. Chem.
Soc. 114, 9692.

Kautsky, H. (1939) Quenching of luminescence by oxygen, Trans. Fraday Soc.,
35, 216. '
Kearns, D.R. (1971) Physical and chemical properties of singlet molecular oxygen,

Chem. Rev., 71, 395.

Kellogg, R.E. (1969) Mechanism of chemiluminescence from peroxy radicals, J.
Am. Chem. Soc., 91, 5433.

Khan, A.U.; Kasha, M (1963) Red chemiluminescence of molecular oxygen in

agueous solution, J. Chem. Phys., 39, 2105.
Khan, A.U.; Kasha, M (1964) Correction, J. Chem. Phys., 40, 605.

162




Referéncias bibliogrdficas

Khan, A.U. (1976) Singlet molecular oxygen. A new kind of oxygen. J. Phys.
Chem., 80, 2219.

Khan, A.U. (1981) Direct spectral evidence of the generation of singlet molecular

oxyaen (Ag) in the reaction of potassium superoxide with water, J. Am.
Chem. Soc., 103, 6516.
Khan, A.U.; Kovacic, D.; Kolbanovskiy, A.; Desai, M.; Frenkel, K.; Geacintov, N.E.

(2000) The decomposition of peroxynitrite to nitroxyl anion (NO’) and singlet

oxyaen in aqueous solution, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 2984.
Klotz, L.O.; Pellieux, C.; Briviba, K.; Pierlot,.C.; Aubry, J.M.; Sies, H. (1999)
Mitogen-activated protein kinase (p38-, JNK-, ERK-) activation pattern

induced by extracellular and intracellular singlet oxygen and UVA, Eur. J.
Biochem., 260, 917.
Kochevar, I.E.; Redmond, R.W. (2000) Photosensitized production of singlet

oxygen, Methods Enzymol., 319, 20.
Kohda, K.; Tsunomoto, H.; Minoura, Y.; Tanabe, K.; Shibutani, S. (1996)

Svnthesis, miscoding specificity, and thermodynamic stability of

oligodeoxynucleotide containing 8-methyl-2'-deoxyguanosine, Chem. Res.
Toxicol., 9, 1278. |

Koppenol, W.H. (1989) In Focus on Membrane Lipid Oxidation, Ed. Vigo-Pelfrey,
C., CRC Press, Boca Raton, Vol. I.

Kowaltowski, A.J.; Vercesi, A.E. (1999) Mitochondrial damage induced by
conditions of oxidative stress. Free Rad. Biol. Med., 26, 463.

Krasnovsky jr, A.A.; Kagan, V.E.; Minin, A.A. (1983) Quenching of singlet oxygen
luminescence by fatty acids and lipids, FEBS Lett., 155, 233.

Kreitner, M.; Ebermann, R.; Alth, G. (1996) Quantitative determination of singlet
oxygen. Production by porphyrins, J. Photochem. Photobiol.'B, 36, 109.

Lambert, C.R.; Kochevar, L.E. (1997) Electron transfer quenching of the rose
bengal triplet state, Photochem. Photobiol., 66, 15.
Lee, P.C.; Rodgers, M.A. (1987) Laser flash photokinetic studies of rose bengal

sensitized photodynamic interactions of nucleotides and DNA. Photochem
Photobiol., 45, 79.

163




Referéncias bibliogrdficas

Leipold, M.D.; Muller, J.G.; Burrows, C.J.; David, S.S. (2000) Removal of

hydantoin products of 8-oxoquanine oxidation by the Escherichia coli DNA

repair enzyme, FPG, Biochemistry, 39, 14984.
Li, M.Y_; Cline, C.S.; Koker, E.B.; Carmicheael, H.H.; Chignell, C.F.; Bilski, P.

(2001) Quenching of singlet molecular oxygen ('O,) by azide anion in solvent
mixtures, Photochem. Photobiol., 74, 760.

Lissi, E.A.; Encinas, M.V.; Lemp, E.; Rubio, M.A. (1993) Singlet Oxygen O, (*Ag)

bimolecular process. Solvent and compartmentalization effects, Chem. Rev.,
93, 699.

Lock, G.; Walter, E. (1942), Uber die chlormethylierung des naphthalins und die

verwendung des 1,5-di-chlormethyinaphthalins zur synthese polycyclischer
ringsysteme, |. Mitteilung, Chem. Ber., 75B, 1158.
Luo, W.; Muller, J.G.; Rachlin, E.M.; Burrows, C.J. (2000) Characterization of

spiroiminodihydantoin as a product of one-electron oxidation of 8-oxo-7.8-

_dihydroguanosine, Org. Letters, 2, 613.

Luo, W.; Mulier, J.G.; Rachlin, E.M.; Burrows, C.J. (2001a)._Characterization of
hydantoin products from one-electron of 8-oxo-7,8-dihydroguanosine in a
nucleoside model, Chem. Res. Toxicol. 14, 927.

Luo, W.; Muller, J.G.; Burrows, C.J. (2001b) The pH-dependent role df superoxide
in__ riboflavin-catalyzed photooxidation of 8-oxo-7,8-dihydroguanosine,
Organic Lett., 3, 2801.

Maki, H.; Sekiguchi, M. (1992) MutT protein specifically hydrolyses a potent
mutagenic substrate for DNA synthesis, Nature, 355, 273.

Marvel, C.S.; Wilson, B.D. (1958), Synthetic studies in the dihydropyrene series, J.
Org. Chem., 54, 726.

McBride, L.J.; Caruthers, M.H. (1983) Nucleotide chemistry. An investigation of

several deoxynucleoside phosphoramidites useful for synthesizing

deoxyoligonucleotideos, Tetrahedron Lett., 24, 245.
McCall, D.B. (1984) Sodium 9,10-bis(2-ethylene)anthracene Disulfate: a new

water-soluble singlet oxygen trap for biological systems and polymer-

immobilized naphthalene endoperoxides: a new convenient singlet oxygen

generator, Tese da Wayne State University.

164




Referéncias bibliogrdficas

Menck, C.F.M.; Di Mascio, P.; Agnez, L.F.; Ribeiro, D.T.; Oliveira, R.C. (1993)
Genetic deleterious effects of singlet oxygen, Quimica Nova, 16, 328.

Michaels, M.L.; Tchou, J.; Groliman, A.P.; Miller, J.H. (1992) A repair system for 8-
oxo-7,8-dihydrodeoxyquanine, Biochemistry, 31, 10964.

Min, D.B.; Boff, J.M. (2002) Chemistry and reaction of singlet oxygen in foods,

Comprehensive reviews in food science and food safety, 1, 58.

Moan, J. (1990) On the diffusion lengh of singlet oxygen in cells and tissues, J.
Photochem. Photobiol. B, 6, 343.

Moan, J.; Berg, K. (1991) The photodegradation of porphyrins in cells can be used

to estimate the lifetime of singlet oxygen, Photochem. Photobiol., 53, 549.

Monroe, B. M. (1985) Singlet oxygen in solution: lifetimes and reaction rate
constants, In Singlet O,, Frimer, A.A., Ed., CRC Press, Boca Raton, Vol. 1.

*Moureu, C.; Dufraisse, C.; Dean, P.M. (1926a) Un peroxyde organique
dissociable: le peroxyde de rubréne, C. R. Acad. Sci., 182, 1584.

*Moureu, C.; Dufraisse, C.; Dean, P.M. (1926b) Peroxyde de rubréne: nouvelles
expériences, C. R. Acad. Sci., 183, 1101.

Niles, J.C.; Burney, S.; Singh, S.P.; Wishnok, J.S.; Tannenbaum, S.R. (1999).
Peroxynitrite reaction products of 3’,5'-di-O-acetyl-8-ox0-7,8-dihydro-2’-
deoxyguanosine, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 11729. |

Niles, J.C.; Wishnok, J.S.; Tannenbaum, S.R. (2001). Spiroiminodihydantoin is the

major product of 8-oxo-7,8-dihydroguanosine reaction with peroxynitrite in

the presence of thiols and quanosine photooxidation by methylene blue,
Organic Lett. 3, 963.

Nonell, S.; Braslavsky, S.E. (2000) Time-resolved singlet oxygen detection,
Methods Enzymol., 319, 37.
Pierlot, C.; Hajjam, S.; Barthélémy, C.; Aubry, J.M. (1996) Water-soluble

naphthalene derivatives as singlet oxygen ('O, ‘Aj) carriers for biological
media, J. Photochem. Photobiol. B , 36, 31.
Pierlot C.; Aubry J.M. (1997) First evidence of the formation of the 5.8-

endoperoxide from the oxidation of 1.4-disubstituted naphthalene of singlet

oxygen, Chem. Comm., 2290.

165




Referéncias bibliogrdficas

Pierlot C.; Aubry J.M.; Briviba K.; Sies H.; Di Mascio P. (2000a) Naphthalene
endoperoxides as generators of singlet oxygen in biological media, Methods
Enzymol., 319, 3.

Pierlot, C.; Poprawski, J.; Marko, J.; Aubry, J.M. (2000b) Effects of oxygenated

substifuents on the [4+2] cycloaddition of singlet oxygen in the

photooxygentaion of water-soluble naphthyl ethers, Tetrahedron Lett., 41,
5063.

Pouget, J.-P.; Ravanat, J.-L.; Douki, T.; Richard, M.-J.; Cadet, J. (1999)

Measurement of DNA base damage in cells exposed to low doses of gamma-

radiation: comparison between the HPLC-EC and comet assays, Int. J.
Radiat. Biol. 75, 51.
Prat, F.; Hou, C.-C.; Foote, C.S. (1997) Determination of the quenching rate

constants of singlet oxygen by derivatized nucleosides in nonagueous
solution, J. Am. Chem. Soc., 119, 5051.

Prat, F.; Houk, K.N.; Foote, C.S. (1998) Effect of guanine stacking on the oxidation
of 8-oxoguanine in B-DNA, J. Am. Chem. Soc., 120, 845.

Radi, R.; Turrens, J.F; Freeman, B.A. (1991) Cytochrome C-catalyzed membrane

lipid peroxidation by hydrogen peroxide, Arch. Biochem. Biophys., 288, 118.
Raoul, S.; Cadet, J. (1996) Photosensitized reaction of 8-oxo-7,8-dihydro-2’-

deoxyquanosine: identification of 1-(2-Deoxy-B-erythro-pentofuranosyl)

cyanuric acid as the major singlet oxygen oxidation product, J. Am. Chem.
Soc., 118, 1892.

Raoul, S.; Berger, M.; Buchko, G.W.; Joshi, P.C.; Morin, B.; Weinfeld, M.; Cadet,

J. (1996) 'H, **C and "°N nuclear magnetic resonance analysis and chemical

features of the two main radical oxidation products of 2’-deoxyquanosine:

Oxazolone and imidazolone nucleosides, J. Chem. Soc. Perk. Trans. 2, 3,
371.

Ravanat, J.-L. (1992) Photosensibilisation des acides nucleiques, Tese de

Doutorado apresentada a Université Joseph Fourier de Grenoble- Franga.

Ravanat, J.-L; Douki, T; Incardona, M.-F.; Cadet, J. (1993), HPLC separations of
normal and modified nucleobases and nucleosides on an amino silica gel
column, J. Lig. Chrom., 16(15), 3185.

166




Referéncias bibliograficas

Ravanat, J.-L; Cadet, J. (1995) Reaction of singlet oxygen with 2’-deoxyguanosine

and DNA. lIsolation and characterization of the main oxidation products,
Chem. Res. Toxicol., 8, 379.

Ravanat, J.-L.; Di Mascio, P.; Martinez, G.R.; Medeiros, M.H.G.; Cadet, J. (2000a)
Singlet Oxygen induces oxidation of cellular DNA, J. Biol. Chem., 275,
40601.

Ravanat, J.-L.; Remaud, G.; Cadet, J. (2000b) Measurement of the main

photooxidation products of 2’-deoxyquanosine using chromatographic

methods coupled to mass spectrometry, Arch. Biochem. Biophys., 374, 118.
Ravanat, J.-L.; Saint-Pierre, C.; Di Mascio, P.; Martinez, G.R.; Medeiros, M.H.G_;
Cadet, J. (2001) Damage to isolated DNA mediated by singlet oxygen. Helv.
Chim. Acta., 84, 3702.
Ribeiro, D.T.; Costa de Oliveira R.L.; Di Mascio, P.; Menck, C.F.M. (1994), Singlet

oxygen induces predominantly G to T transversions on a single-stranded

shuttle vector replicated in monkey cells, Free Radic. Res. Commun. 21, 75.
Rigaudy, J; Delétang, C.; Basselier, J-J. (1966) Effects des substituants sur la

photooxydation des systéms aromatiques. Premier exemple d’isolement din

photooxyde en série naphtalénique; sa dissociation thermique, C. R. Acad.
Sc. Paris, 263, 1435.

Rigaudy, J.; Delétang, C.; Basselier, J-J. (1969) Autoxydation photosensibilisée du

dimethoxy-1,4-naphtaléne: le photooxyde et ses produits de transformation,
C. R Acad. Sc. Paris, 268, 344.

Roelen, H.C.; Saris, C.P.; Brugghe, H.F.; van den Elst, H.; Westra, J.G.; van der
Marel, G.A.; van Boom, J.H. (1991) Solid-phase synthesis of DNA fragments
containing the modified base 7-hydro-8-oxo-2'-deoxyguanosine, Nucleic
Acids Res., 19, 4361.

Rougee, M.; Bensasson, R.V.; Land, E.J.; Pariente, R. (1988) Deactivation of

singlet molecular oxygen by thiols and related compounds, possible

protectors against skin photosensitivity, Photochem. Photobiol., 47, 485.

Russell, G.A. (1957) Deuterium-isotope effects in the autoxidation of aralkyl

hydrocarbons. Mechanism of the interaction of peroxy radicals, J. Am. Chem.
Soc., 79, 3871.

167




Referéncias biblioordficas

Ryter, S.W.; Tyrrell, R.M. (1998) Singlet molecular oxygen ('0,): A possible

effector of eukaryotic gene expression, Free Radical Biology and Medicine,
24, 1520.

Saito, |.; Matsuura, T.; Inoue, K. (1981), Formation of superoxide ion from singlet

oxygen. On the use of a watersoluble singlet oxygen source, J. Am. Chem.
Soc., 103, 188.
Saito, |.; Takayama, M.; Sugiyama, H.; Nakatani, K. (1995) Photoinduced DNA

cleavage via electron transfer: demonstration that quanine residues located

5 to guanine are the most electron-donating sites, J. Am. Chem. Soc., 117,
6406.
Schaller, H., Weimann, G., Khorana, H.G., Lerch, B. (1963) Studies on

polvnucleotides. Stepwise synthesis of specific deoxyribonucleotides —

Protected derivatives of deoxyribonucleosides and new synthesis of

deoxyribonucleoside-3 phosphates, J. Am. Chem. Soc., 85, 3821.
Scharffetter-Kochanek, K.; Wlaschek, M.; Briviba, K.; Sies, H. (1993) Singlet

oxygen induces collagenase expression in human skin fibroblasts, FEBS
Lett, 331, 304.

Schmidt, R., Afshari, E. (1992) Collisional deactivation of 02(1Ao) by solvent

molecules. Comparative experiments with '®0, and '®0,, Ber. Bunsenges.
Phys. Chem., 96, 788.

Schnuriger, B.; Bourdon, J. (1968) Phototosensitized oxidation through stearate

monomolecular films, Photochem. Photobiol., 8, 361.
Schulz, W.A.; Bendorf, M.S.W._; Sies, H. (1994) Localization of strand breaks in

plasmid DNA treated with reactive oxygen species, Methods Enzymol., 234,
45.

Sheu, C.; Foote, C.S. (1993) Endoperoxide formation in a quanosine derivative, J.
Am. Chem. Soc.; 115, 10446.

Sheu, C.; Foote, C.S. (1995a) Reactivity toward singlet oxygen of a 7,8-dihydro-8-
oxogquanosine (“8-hydroxyguanosine”) formed by photooxidation of a
guanosine derivative, J. Am. Chem. Soc., 117, 6439.

Sheu, C.; Foote, C.S. (1995b) Photosensitized oxygenation of a 7.8-dihydro-8-

oxoguanosine derivative. Formation of dioxetane and hydroperoxide
intermediates, J. Am. Chem. Soc., 117, 474.

168




Referéncias bibliogrificas

Sheu, C.; Foote, C.S. (1995¢c) Solvent and electronic effects on the reaction of

guanosine derivatives with singiet oxygen, J. Org. Chem., 60, 4498.

Sheu, C.; Kang, P.; Khan, S.; Foote, C.S. (2002) Low-Temperature
Photosensitized Oxidation of a Guanosine Derivative and Formation of an
Imidazole Ring-Opened Product, J. Am. Chem. Soc., 124, 3905.

Shigenaga, M.K.; Park, J.-W.; Cundy, K.C.; Gimeno, C.J.; Ames, B.N. (1990), In

vivo oxidative DNA damage measurement of 8-hydroxy-2’-deoxyquanosine in

DNA and urine by high performance liquid chromatografy with eletrochemical
detection, Methods Enzymol., 186, 521.

Sies, H. (1986) Biochemistry of oxidative stress, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 25,
1058.

Sies, H. (1993) Damage to plasmid DNA by singlet oxygen and its protection, Mut.
Res., 299, 183.

Sinha, N.D., Biernat, J., Koster, H. (1983) Beta-cyanoethyl N,N-dialkylamino/N-

Morpholinomonochloro phosphoramidites. New phosphotilating agents

facilitating ease of deprotection and work-up of synthesized oligonucleotides,
Tetrahedron Lett., 24, 5843.

Spassky, A.; Angelov, D. (1997) Influence of the local helical conformation on the

guanine modifications generated from one-electron DNA oxidation,
Biochemistry, 36, 6571.
Stary, A.; Sarasin, A. (2000) Ultraviolet A- and singlet oxygen-induced mutation

spectra, Methods Enzymol., 319, 153.

Staschewski, D. (1974) The stable isotopes of oxygen in research and technical

applications, Angew. Chem. Ind. Ed., 13, 357.
Steinbeck, M.J.; Khan, A.U.; Karnovsky, M.J. (1992) Intracellular singlet oxygen

generation by phagocytosing neutrophils in response to particles coated with
a chemical trap, J. Biol. Chem., 267, 13425.
Sysak, P.K; Foote C.S.; Ching T.-Y. (1977) Chemistry of singlet oxygen - XXV

Photooxygenation of methionine, Photochem. Photobiol. 26, 19.

Tatsuzawa, H.; maruyama, T.; Misawa, N.; Fujimori, K; Hori, K.; Sano, Y
Kambayashi, Y.; Nakano, M. (1998) Inactivation of bacterial respiratory chain
enzymes by singlet oxygen, FEBS Lett., 439, 329.

169




Referéncias bibliogrdificas

Tomita, M.; Irie, M.; Ukita, T. (1969) Sensitized photooxidation of histidine and its
derivatives. Products and mechanism of the reaction, Biochemistry, 8, 5149.

Turro, N.J.; Chow, M.F.; Rigaudy, J. (1981) Mechanism of thermolysis of

endoperoxides of aromatic compounds. Activation parameters, magnetic

field, and magnetic isotope effects, J. Am. Chem. Soc., 103, 7218.

Tyrrell, R.M.; Pidoux, M. (1989) Singlet oxygen involvement in the inactivation of

cultured human fibroblasts by UVA (334 nm, 365 nm) and near-visible (405
nm) radiations, Photochem. Photobiol., 49, 407.
Wang, L., Hirayasu, K., Ishizawa, M., Kobayashi,Y. (1994) Purification of genomic

DNA from human whole blood by isopropanol-fractionation with concentrated
Nal and SDS, Nucleic Acids Res., 22, 1774.

Wasserman, H.H.; Scheffer, J.R. (1967) Singlet oxygen reactions from
photoperoxides, J. Am. Chem. Soc., 89, 3073.

Wilkinson, F.; Helman, W.P.; Ross, A.B. (1995) Rate constants for the decay and

reactions of the lowest electronically excited state of molecular oxygen in

solution. An expanded and revised compilation, J. Phys. Chem. Ref. Data,
24, 663-1021.

Wiaschek, M.; Wenk, J.; Brenneisen, P.; Briviba, K.; Schwarz, A.; Sies, H.;
Scharffetter-Kochanek, K. (1997) Singlet oxygen is an early intermediate in

cytokine-dependent ultraviolet-A induction of interstitial collagenase in human
dermal fibroblasts in vitro, FEBS Lett., 413, 239.
Wright, A.; Bulb, W.A.; Hawkins, C.L.; Davies M.J. (2002) Singlet Oxygen-

mediated protein oxidation: evidence for the formation of reactive side chain

peroxides on tyrosine residues, Photochem. Photobiol., 76, 35.
Vever-Bizet, C.; Dellinger, M.; Brault, D.; Rougee, M.; Bensasson, R.V. (1989)

Singlet molecular oxygen quenching by saturated and unsaturated fatty-acids
and by cholesterol, Photochem. Photobiol., 50, 321.

Vialas, C.; Pratviel, G.; Claparols, C.; Meunier, B. (1998) Efficient Oxidation of 2'-
Deoxyguanosine by Mn-TMPyP/KHSOs to Imidazolone dlz without Formation
of 8-Ox0-dG, J. Am. Chem. Soc., 120, 11548.

Vialas, C.; Claparols, C.; Pratviel, G.; Meunier, B. (2000) Guanine Oxidation in
Double-Stranded  DNA by  Mn-TMPyP/KHSOs:  5,8-Dihydroxy-7,8-




Referéncias bibliograficas

dihydroguanine Residue as a Key Precursor of Imidazolone and Parabanic
Acid Derivative, J. Am. Chem. Soc., 122, 2157.

Vogel, A.l. (1989) In Vogel’s textbook of pratical organic chemistry, revisado por
Fumniss, B.S.; Hannaford, A.J.; Smith, P.W.G.; Tatchell, A.R.; John Wiley &

Sins, Inc.

*Referéncias citadas em (Aubry, 1991)

171




Anexos



Anexos

Anexo |

1,4-Bis(bromometil)naftaleno

Tabela I.1 Constantes de acoplamento para o BBMN.

H | tipo de sinal J (Hz)

duplo dublete | Jap (orto) =6,5; Jap (Meso) = 3,3
b | duplo dublete | Jys (0rto) =6,5; Jpa (Meso) = 3,4

d
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Figura 1.1. Espectro de RMN de 'H do BBMN em CDCls.
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Anexo ll

Ester a,o’-dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de dietila

Tabela ll.1 Constantes de acoplamento para o éster o, a“dicarbetoxi-1,4-

naftalenobispropanoato de dietila.

H : tipo de sinal J (Hz)

a  duplo dublete Ja (Orto) = 6,6; Jap (Meso) = 3,3
b P duplo dublete : Jya (0rto) = 6,6; Jua (Meso) = 3,3
- d dublete » Jee=79

e  triplete Jed = 7,9 :
TF T quarteto Jg=74
g tiplete  dg=74
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g
f d 125 120 1.15
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1.0 1.009 4310 20 6.3

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
Deslocamento quimico (ppm)

Figura Il.1 Espectro de RMN de "H do éster a, a“dicarbetoxi-1,4-

naftalenobispropanoato de dietila em CDCls.
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Anexo Il

Acido 3,3'-(1,4-naftilideno)dipropanéico

Tabela lll.1 Constantes de acoplamento para o ANDP.

H tipo de sinal J (Hz)
a  duplodublete = Jap (Ort0) = 6,5; Jap (MesO) = 3,3
‘b duplodublete  Jp, (0rto) = 6,5; Jpa (Meso) = 3,3
—— tnpleteﬁ e e o
e triplete . Jg=802 B
[ 0. _OHf
C
b a d e d—¢
b
‘ a c
B 0 J‘l W e
- b
[s10 7 7o 770 750 730 || Rao” 320 so0 sa0 2ed d>e
f 07~ "oHf
; ) |
134 126 11.8 DMSO
X
A (N
N \' '(:l Y {
0.81 1.06 > 00 2.08 204
R L B e T e L R AR RS RS RN
13 12 11 10 9 7 6 5 4 3 2 1 0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura .1 Espectro de RMN de "H do ANDP em DMSO-ds.
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DMSO-d,
ela
g f
h d b
c
WS S
T T l—,—r T T T l T T T T | T T T T l T T T Tj T T T 1 l T T T T ‘ T T T T ’ T T T T [ T T T
200 175 150 125 100 75 50 25 0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura lll.2 Espectro de RMN de ">C do ANDP em DMSO-dj
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e/a
b
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¢
g
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Figura I11.3 Espectro de RMN de ">C (DEPT) do ANDP em DMSO-ds
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Anexo IV

3,3'-(1,4-Naftilideno)dipropanoato de sodio

Tabela IV.1 Constantes de acoplamento para o NDP.

H | tipo de sinal J (Hz)

a | duplo dublete | J, (orto) = 6,5; Jap (Meso) = 3,3
b | duplo dublete | Ju, (0rto) = 6,5; Jpa (Meso) = 3,3
d triplete Jge = 8,02
e triplete Jea = 8,02

e
N
1\.{)3 1.03 ?.)00 ?SS
WPWWT‘I'T_FT‘I_‘_[_[_T [T [T T T v v T [ Ty [T TP VPP [P R [Ty T vrTT
8.40 8.00 7.60 7.20 6.80 3.80 3.40 3.00 2.60 220

Deslocamento quimico (ppm)

Figura IV.1 Espectro de RMN de 'H do NDP em D;0.
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ela g

L . 1 | -
| ) ! ' |
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

Deslocamento quimico (ppm)

Figura IV.2 Espectro de RMN de ">C do NDP em D,0.
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O espectro de massas obtido em modo ESI" do produto apresenta um pico
mais inteniso e majoritario de valor 271 m/z, correspondendo a molécula de NDP
sem os dois atomos de sbédio e com um proéton, e um pico de valor 135 m/z,
correspondendo & molécula de NDP sem os dois atomos de sddio, logo

duplamente carregada.

[NDP-2Na+H}
NDP 271

O ONa

[NDP-2Na}>- OO

135 0% “ONa

_I\A I\AA,\'L. A
0 LERAR SAaAd AAMAS RGNS AGAT MAASE AMAALAGALS ARGAE RASAS SAAGE AASAE LAAS RASS] MMM LALA] MAAME SASAT MAGRS MAGAI AAAat Lo RASAL Middd MASas RaRt MidAd Mbdd MAMAL MAAM Mant sadad]

130 150 170 190 210 230 250 276

100 7

Abundancia Relativa (%)

m/z

Figura IV.3 Espectro de massas do NDP obtido no modo ESI-.
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Anexo V

3,3"-(1,4-Naftilideno)dipropanoato de etila

Tabela V.1 Constantes de acoplamento para o 3,3'-(1,4-naftilideno)

dipropanoato de efila.

H | tipo de sinal J (Hz)
~a | duplo dublete  Jy, (orto) = 6,6; Jap (Meso) = 3,3
b | duplo dublete | Jpa (0rto) = 6,6; Jus (Meso) = 3,3

d Triplete Jee = 7,9
e Triplete | Jea=7.9
f quarteto 1 Jig=7,1
g Triplete o Jgr=7,2

| L e

% Y Y
1.00 0.92‘17 ZTJO 2.02 308 3.08

LI | ¥ | T T T T l. T T T ‘ T l“il‘rrﬁil lilﬁlfl T [l 7 ¥ ' T T T T | T L f T | T T T

9 8 7 6 5 4 3 2 1

Deslocamento quimico (ppm)

Figura V.1 Espectro de RMN de 'H do NDPE em CDCl;.
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O espectro de massas obtido em modo ESI" (Figura V.2) apresenta um
pico mais intenso e majoritario de valor 329 m/z, correspondendo a molécula do
diéster com um proton, o segundo pico mais intenso de valor 351 m/z
corresponde a molécula do diéster com um atomo de sodio. Os sinais em m/z 346

e 367 correspondem aos adutos com amoénio e potassio respectivamente.

[M+H] [M+H]* = 329
329

100 0.0~
) [M+NH,]*
: e O
S 351’/
4
o
2
3 070
S 346 [M+K]*
Na]
< 367

L ﬁ‘sm
A A0 s s Brstotn somediie Adoadoant ]L\ L_A.A.M h‘m Ao ,.U\N el Al L.AA..ML_‘ e

PAARAM AL P Oy bty b et LMMEat danis naned satirdante danie Aednt Sacae aaadd Mesns dadns Maend anind Sedee Aaade daden sosad daaes tochs asad aaiad tonasaions aenng annne]

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
m/z

Figura V.2 Espectro de massas do NDPE obtido no modo ESI+.

A-11




Anexos

Anexo VI

N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida

Os hidrogénios que se encontram nos carbonos vicinais ao centro quiral,
nao sdo magneticamente equivalentes e seus acoplamentos foram verificados no

espectro feito em agua deuterada.

Tabela VI.1 Constantes de acoplamento do DHPN para analise em D,0.

H tipodesinal J (Hz)
“a | duplodublete 1 Ja (0rt0) = 6,5; Jay (Mes0) = 3,2
b | duplodublete | Jpm (010) = 6,5; Jps (MESO) = 3,2
d triplete ; Ju=73
e triplete J  Jea=T73 7
g1 duplodublete | Jgiga=11,9; hg1 =41
g2 duplodublete Jgzgt = 11,9; Jng2 = 6,3
iy duplo dublete =139 0w =68
iz | duplo dublete CJoin=139% 2 =54

* valores estimados em funcao de i1 de acordo com o que seria esperado.

** soma das integrais, pois 0s sinais se sobrepbem em 2,915 ppm

Como pode ser observado, os sinais menores de i, devem estar sob os
sinais de g». Esta hipotese é suportada pela observagao de que o valor da integral
referente a g, € um pouco maior que o esperado (cerca de 0,3 a mais), sendo que

este valor somado a integral (i1 +iz) resulta em 4,1 aproximadamente.
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-

c

/ / //j v //( /e

: . ! L

b i b \Jb 1
I\ B U Sy v m__JJ
\?39‘* [ N £ B 7?706 2030_33967\1;\1(7;622 o ?025
800 7.80 7.60 7.40 7.20  7.00/|{340 320 300 280 260

H,O

N 1§

B

mﬂmﬁmﬁmﬁmmm’!—mﬁmm’ﬁm—m
95 90858075 7065 6.0555045 4.0 35 3.025 20151005

Deslocamento quimico (ppm)

Figura VI.1 Espectro de RMN de "H do DHPN em D-0.

Para detecgdo dos hidrogénios dos heteroatomos foi feito um espectro com

a amostra dissolvida em DMSO-dg.

Tabela VI.2 Constantes de acoplamento para os protons dos heteroatomos do

DHPN para analise em DMSO-dg.

H tipo de sinal J (Hz)
- f  Tripete Jfg=57
'j - Dublete Jh=48
 k Triplete Jki=6,0

Em funcao das caracteristicas do espectro, o proton f parece ter a mesma

constante de acoplamento com g1 e g2 e 0 proton k parece ter a mesma constante

de acoplamento com iy e iz, pois em ambos os casos, um duplo dublete nao foi

observado.
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Esses valores de integrais sdo um pouco menores que o0s esperados,
porém isso pode ser explicado por uma possivel troca com a agua que apresenta

um sinal intenso em 3,3.

H,0
b f a 1k
PRI i st 500 480 460 440 420
I ’ / [
/ DMSO TMS
et d \ Y Ut" J...L.L......JL ML
V\/ 1109* l Y
102 .69 1.00 079975
(lil[lll_rl"lll('I_ll'r‘|"I\I[Tr'l_riillIT\l‘l‘l[Tl"r"'ﬁlll
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura VI.2 Espectro de RMN de "H do DHPN em DMSO-ds.
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"l " ok e N
=S e

! I [
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Deslocamento quimico (ppm)

Figura V1.3 Espectro de RMN de *C do DHPN em D,O0.
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O espectro de massas obtido em modo ESI® (Figura VI.3) apresenta um
pico mais intenso e majoritario de valor 419 m/z, correspondendo a molécula do
produto com um proton, o segundo pico mais intenso de valor 436 m/z

corresponde a molécula do DHPN com um ion amonio.

[DHPN+H]*
419

100 1

DHPN

. OH

0 N\)ﬁ
< OH
[
>
©
(3]
iz OO [DHPN+NH,J*
©
2 436
< OH
5
3 o) Nﬂ)
< H on
I e e — - LU R VNN N i vy ey iz

220 260 300 340 380 420 460 500 540 580

m/z

Figura VI.4 Espectro de massas do DHPN obtido no modo ESI+.
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Anexo Vil

8-Bromo-2’-desoxiguanosina

Como pode ser observado no cromatograma da figura VI.1A, no sélido
obtido pela filtragdo havia praticamente o produto esperado (8-BrdGuo) e o
material de partida (dGuo), sendo assim esse material foi usado na proxima etapa
sem prévia purificagao. Na figura VI.1B observa-se as diferengas nos espectros
de UV da dGuo e da 8-BrdGuo. O espectro de massas (Figura VI.1D) foi obtido
para as regides mostradas no cromatograma da figura VI.1C e mostra a presencga
de dois picos referentes aos diferentes isotopos "°Br e ®'Br incorporados na
molécula, cuja abundancia natural € aproximadamente 50% de cada um, e o
mesmo se observa para os fragmentos resultantes da quebra da ligacao N-
glicosidica e perda do agucar.

g 100 ]
3 ] C Monitoramneto do ion
N 200 1 A selecionado 346 m/z
< W
o 8-BrdGuo 0 o
b= 100
E 100 2 Monitoramneto do ion
© ~ selecionado 348 m/z
XS dGuo k o
c =0 T -~ ¥ o> \AGaas ne Pr—— T Tor————
<

©
£ o L ® 5 10 15 20 25

—
3 ' ' © Tempo (min)
< 0 10 20 30 o [M+H]* = 346/348

Tempo (min) «_E BHeH J . |
FH*
5 2[30 2;2 I D
dGuo 2100 D HNT N N [BHHH] = 230/232
2000 A 8-BrdGuo
B =

HO

OH
[M+H]"

| ) \3‘46 348
225 250 275 300 325 350 !\
§ A

- 0
Comprimento de onda (nm) 160 200 240 280 320 360 400 440
miz

o

Absorbancia relativa
>
(]

Figura VII.1 (A) Cromatograma para amostra do soélido obtido na
sintese da 8-BrdGuo. (B) Espectros de UV obtidos para os picos
indicados no cromatograma. (C) Cromatograma obtido selecionando o
ion com m/z=348 e 346 (8-BrdGuo) para analise no modo ESI+/MS. (D)

Espectro de massas no modo ESI+/MS referente a 8-BrdGuo.
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Anexo VI

8-Metoxi-2’-desoxiguanosina

Como pode ser observado no cromatograma da figura VIII.1A, no solido

obtido pela filtragdo havia praticamente o produto esperado (8-MeOdGuo) e

pequenas quantidades dos materiais inicialmente presentes na reagao (dGuo e 8-

BrdGuo). Na figura VIII.1B observa-se as diferenga nos espectros de UV da dGuo,

8-BrdGuo e 8-MeOdGuo. O espectro de massas (Figura VIil.1C) mostra um sinal

em m/z = 298 referente a molécula protonada e o respectivo fragmento em m/z =

182 referente a perda do agucar pela quebra da ligagdo N-glicosidica no processo

de ionizagao.

3
o
3
N i
w 400 A H&MeOdGuo
é .
g dGuo H
S J
P ;,
K ‘
Q \ 8BrdGuo
“_é’ o— A~ i
8 T T -
g 0 10 20 30
Tempo (min)
© 750 | dGuo
= ' 8 BrdGuo
g 500 |
‘g i \\ »~ 8-MeOdGuo
8 250 i
o} 3
8 01 B
< R T B T B
225 250 275 300 325 350

Comprimento de onda (nm)

Abundancia relativa (%)

o

100 7

[M+H]* = 298
i»o
[BH+H]* = 182
o
OH OH
[M+H]*
[BH+H]" 298
C 182
b — —— AL.LAA‘
50 100 150 200 250 300 350

m/z

Figura VIil.1 (A) Cromatograma obtido para amostra do produto

resultante da sintese da 8-MeOdGuo (B) Espectro de UV referente aos

picos indicados no cromatograma. (C) Espectro de massas no modo
ESi+ referente a 8-MeOdGuo.
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O espectro de RMN de préton em DMSO-dg (2,6 ppm) apresenta os
seguintes sinais: & (ppm) 6,45 (s, 2H, 2-NH,), 6,16 (t, 1H, J=6,5 Hz, 1’-H), 5,28 (d,
1H, J=4,2 Hz, 3'-OH), 4,97 (t, 1H, J=5,6 Hz, 5’-OH), 4,4 (m, 1H, 3’-H), 4,1 (s, 3H, -

OCHa), 3,84(m, 1H, 4-H), 3,55 (m, 2H, 5-Ha e Hb), 2,95 (m, 1H, 2"-Ha), 2,1 (m,
1H, 2"-Hb).
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Anexo IX

N -isobutiril-8-metoxi-2’-desoxiguanosina

Como pode ser observado no cromatograma da figura IX.1, no solido
obtido havia praticamente o produto esperado (N?-ibu-8-MeO-dGuo). E no

espectro de UV (Figura 1X.2) se observa um deslocamento do espectro para
comprimento de onda maior.

] 8-MeOdGuo
£ 400 NP-Ibu-8 MeOdGuo
<] ]
N \
i 300]
d J
® -
e 200]
«0 |
o ]
[} |
3 100]
< ]
O k — ‘".1 | T \L A_l T T —
0 5 10 15 20 25 30

Tempo {min)

Figura IX.1 Cromatogramas obtidos para amostra do produto obtido na
sintese da N2-ibu-8-MeOdGuo com detecgdo por espectrofotometria no

UV a 260 nm e comparagdo com o tempo de retengdo do material de
partida.

8-MeOdGuo

R . N2-ibu-8-MeOdGuo

Absorbancia (AU)

— B e S e e B e e e S L Bl e |

2‘00 220 240 260 280 300 320 340 360
Comprimento de onda (nm)

Figura IX.2 Espectro UV obtido para 8-MeOdGuo e NZ%*-ibu-8-
MeOdGuo.

A-20




Anexos

O espectro de massas no modo ESI+ com analisador por captura de ions
(Figura IX.3A) mostra a presenca do sinal referente ao ion molecular [M+H]" em
m/z = 368 e o fragmento resultante da quebra da ligagao N-glicosidica e perda do
agucar [BH+H]" em m/z = 252. O espectro de massas no modo ESI- com
analisador por captura de ions (Figura IX.3B) mostra a presencga do sinal referente
ao ion molecular em [M-H] m/z = 366, o fragmento em m/z = 351 resultante da
quebra da ligagao éter do grupo metoxi e o fragmento em m/z = 296 resultante da

quebra da ligagao amida do grupo isobutiril.

252.2

a [BH+H} [M-ibu-H}  296.1
?1 % 100 3 {M-MeO-H}
e [M+H]' = 368 - M-HF = 366 351.1
o [
5 LI
@ ki 3
R
2 50 50 'M—ibutZQG
% 3
OH
5 MeHY ™
< 368.0 | {M-MeO-HJ = 351 A
A i{ ! B k \ 366.1
0 e et B e A e ,LW
100 140 180 220 260 300 340 260 280 300 320 340 360

m/z
Figura IX.3 (A) Espectro de massas obtido no modo ESI+ com

fragmentagdo do ion selecionado no MS1. (B) Espectro de massas

obtido no modo ESI- com fragmentag&do do ion selecionado no MS1.

O espectro de RMN de proton em DMSO-dg (2,6 ppm) apresenta os
seguintes sinais: 6 (ppm) 9,66 (s, 1H, 1-NH), 9,15 (s, 1H, 2-NH), 6,25 (t, 1H, J=6,7
Hz, 1°-H), 5,32 (d, 1H, J=4,5 Hz, 3’-OH), 4,84 (t, 1H, J=5,5 Hz, 5-OH), 4,43 (m,
1H, 3-H), 4,12 (s, 3H, -OCHj3), 3,84(dt, 1H, 4’-H), 3,55 (m, 2H, 5-Ha e Hb), 3,17
(m, 1H, CH(CHj3),), 2,95 (m, 1H, 2-Ha), 2,1 (m, 1H, 2’-Hb), 1,25 (d, 6H, J=6,6Hz.
C(CH3)y).
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Anexo X

5’-O-(4,4’-dimetoxitritiI)-N2-isobutiril-8-metoxi-2’-desoxiguanosina

No cromatograma da fragdo obtida apo6s purificacdo na coluna de silica
(Figura X.1) havia praticamente o produto esperado (5-DMTr-N2-ibu-8-MeO-
dGuo). E o espectro de UV (Figura X.2) deixa de apresentar as bandas de

absorgdo bem definidas em fungdo da presencga do grupo ftritila.

]
350 ~ N2-isobutiril-5’-dimetoxitritil-
= 8-MeOdGuo
IS 300 4 N2-isobutiril- /
S 2501 8-MeOdGuo
"
< 200 /
s 1
2 150 ]
«0
_E p
S 100
O
< 50 ] J
ol . L
o —— N — e e e .
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura X.1 Cromatogramas obtidos para amostra da fragdo purificada
em coluna de silica da sintese da 5-DMTr-N-ibu-8-MeOdGuo com
detecgéo por espectrofotometria no UV a 260 nm e compara¢do com o

tempo de retengao do material de partida.

3'5?\1\‘ _— N2-|bu-8-MeOdGUO

% N 5"-DMTr-N2-ibu-8-MeOdGuo

Absorbéancia (AU)

T i T T T T T T T T T

200 220 240 260 280 300 320 340 360

Comprimento de onda (nm)

Figura X.2 Espectro UV obtido para N*-ibu-8-MeOdGuo e 5-DMTr-N*-
ibu-8-MeOdGuo.
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O espectro de massas no modo ESI+ com analisador por captura de ions
(Figura X.3A) mostra a presenga do sinal referente a molécula com ion sodio
(IM+Na]” em m/z = 692 e o fragmento resultante da perda do grupo tritila [M+Na-
DMTr" em m/z = 388 e o grupo tritila [DMTr]" em m/z = 303. O espectro de
massas no modo ESI- com analisador por captura de ions (Figura X.3B) mostra a
presenca do sinal referente ao ion molecular [M-H]" em m/z = 668, a molécula
com ion cloreto [M+CI|" em m/z = 704 e o fragmento resultante da perda do grupo
tritila [M-DMTr]- em m/z = 366.

388.2 [M-HF = 668
1007  M+Na-DMTY)" [M+Na]* = 692 100 o %6682 _
o FTW W /
p e o

YN

4 [M-D MTr} = 366
3033 3e6.11E 0TS «
. . o [M+CI}
50 2741 ‘ 5 M N:aé[;gATr] 50 {M-D MTI’]' 703.9
[ v e’ h
[M+Na}+

O e 6922

A \ o

Abundancia relativa (%)

] iR
T T T T T T

200 300 | 400 500 600 700
m/z
Figura X.1 (A) Espectro de massas obtido no modo ESI!+ com

fragmentagdo do ion selecionado no MS1. (B) Espectro de massas

obtido no modo ESI- com fragmentagéo do ion selecionado no MST.

O espectro de RMN de proton em DMSO-ds (2,6 ppm) apresenta os
seguintes sinais: & (ppm) 7,41-6,84 (m , 13H, aromaticos do grupo tritila), 9,15 (s,
1H, 2-NH), 6,3 (t, 1H, J=6,7 Hz, 1'-H), 5,32 (d, 1H, J=4,5 Hz, 3'-OH), 4,48 (m, 1H,
- 3-H), 4,08(dt, 1H, 4’-H), 3,96 (s, 3H, -OCH3), 3,81 (s, 6H, OCH3 do grupo tritila),
3,27 (m, 2H, 5’-Ha e Hb), 3,15 (m, 1H, CH(CHj3),), 2,82 (m, 1H, 2’-Ha), 2,1 (m, 1H,
2'-Hb), 1,25 (d, 6H, J=6,7Hz. C(CHs),).
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Anexo XI
3’-0-[(2-cianoetoxi)(diisopropilamino)fosfino]-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-N?-

isobutiril-8-metoxi-2’-desoxiguanosina

Observa-se no espectro de massas da figura XI.1, a presenca majoritaria

do sinal em m/z = 892 referente @ molécula com ion sodio e o sinal em m/z = 908

referente a molécula com ion potassio.

; 892.3 [M+Naj+ =892
1003 [M+Na]4 |

E o}

3 N CH

E o} HN)E[ /3
CYE |
& ] Hac\Hku /KN N}
&
E ; o) @] ’OICN
© ; H,C O \_p\_ CH;
C E 3 N~<
<0 3 O
© 3
2 50 3 893.2 HJCACHS s
o) 3
< 3 [M+K]+ o

908.4

850 80 89 900 910 920 930 940 950

mi/z

Figura XI.1 Espectro de massas obtido para o sinton da 8-MeOdGuo no modo

ESI+ no analisador por captura de ions.
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