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RESUMO
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O actimulo de danos oxidativos ao DNA vem sendo proposto como um dos responsdveis
pelo envelhecimento e por doencas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer.
Estudos de danos oxidativos vém sendo realizados com o objetivo de elucidar diversas
doengas como a predisposicfio ao céncer e 0s processos de envelhecimento, uma vez que a
formacio de radicais livres dentro das células, causa lesdes cuja natureza quimica ainda é
pouco conhecida. Este estudo permitiu o desenvolvimento de uma nova metodologia de
analise utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial com Ionizagdo Quimica a Pressfo Atmosférica (HPLC/APCI-MS/MS)

para identificagdo das lesdes oxidativas aoc DNA.

Foram adquiridos espectros de massas (APCI-MS e APCI-MS/MS) das bases oxidadas de
DNA para verificar os padrdes de fragmentaciio destas bases. Apds a realizagdo dos testes
de linearidade, estudos iniciais com sistemas mais simples, oligonucleotideos comerciais
foram realizados para testar a aplicabilidade da técnica de HPLC/APCI-MS/MS. Estudos
“in vive” com culturas de células [PC-12, feocromocitoma de rato (fibroblastos)], foram
realizados. Estas células foram irradiadas com Luz Fluorescente por 2, 4 ¢ 6 horas e
analisadas ap6s exposi¢iio. Nos observamos a formaciio de cinco das seis bases de DNA
oxidadas analisadas [8-OHGua, 4,6-Diamino-5-(formamido)-pirimidina (Fape-Ade),
5-Hidroxiuracila (5-OH-Uracila), 5-Hidroximetiluracila (5-OHMe-Uracila), Diidrotimina]
mostrando assim que a técnica desenvolvida é apropriada para este tipo de andlise,

recebendo bons niveis de detecco e sensibilidade.

Resumo

xii



ABSTRACT

xiif



Reactive oxygen species produce oxidized bases, deoxyribose lesions and DNA strand
breaks in mamrmnalian cells. Free radicals are produced in cells by cellular metabolism and
by exogenous agents. These species react with biomolecules in cells, including DNA. The
resulting damage to DNA, which is also called oxidative damage to DNA, is implicated in

mutagenesis, carcinogenesis, and aging.

We introduced a new methodology using Atmosphere Pressure Chemical Ionization (APCI)
and HPLC/tandem mass spectrometry (HPLC/APCI-MS/MS). This technique for the
measurement of modified nucleosides can simultaneously measure numerous products
{8-hydroxyguanine, dihydrothymine, 4,6-diamino-5-(formamido)pyrimidine, isobarbituric
acid (5-hydroxyuracil), 5-hydroxymethyluracil and thymine glycol), and provide positive
identification and accurate quantification for monitoring in MRM mode. The responses for
all damage bases and the four normal bases were highly linear with correlation coefficients
0.9950-0.9999 and detection limit in fmols. We applied the method for quantification and
identification of these bases in cultured PC-12 cells, a rat pheochromocytoma (fibroblasts)

cell line irradiated for 2, 4 and 6 hours following FL exposure.

Abstract
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“Viver em um ambiente carregado de oxigénio requer a evolugdo e estratégias
celulares eficazes de detectar e desintoxicar o organismo dos metabdlitos do
oxigénio molecular, que sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio. (...},
e a habilidade do organismo de responder ao esiresse oxidativo, estd conectada a

extensdo do envelhecimento e da vida,”

Esta frase foi extraida de um artigo publicado na conceituada revista Nature
(FINKEIL e HOLBROOK, 2000) mostrando o grande interesse da ciéncia na formacdo e
atuacio de radicais livres no organismo. O metabolismo normal ¢ estabelecido como uma
fonte endégena de espécies reativas de oxigémio (ERO’s), e sfo estes processos celulares
(normalmente ndio patogénicos) que elucidam os niveis dos danos oxidativos encontrados
nos tecidos normais. Os radicais livres sfo produzidos nas células através do metabolismo
celular ¢ de agentes exbégenos (HALLIWELIL e GUTTERIDGE, 2000). Cadeias de
transporte de elétrons de todos os processos liberam elétrons do oxigénio resultando na
formagdo de superoxidos (EVANS et al,, 1997). As atividades de certas enzimas geram
superdxidos ¢, via uma “explosfo”, ERO’s sfio hiberadas de células fagocitarias destinadas a
destruir células infectadas como virus ou bactérias, ainda que o tecido circunvizinho possa
também ser afetado. Os peroxissomas sfo capsulas do metabolismo oxidativo que
transportam estes produtos reativos, que de outra forma seriam prejudiciais as células
normais, embora sob determinadas circunstincias estes produtos também pudessem ser
liberados. As ERO’s também podem ser formadas através da radiacdo ionizante ou
ultravioleta. Um fator importante para o aumento de radicais livres € a radiaciio UVB, onde
recentemente foi demonstrado, que & exposicio subcutinea ao UVB aumenta
substancialmente o nivel de H2O,, ERO’s e da 8-Hidroxi-2’-deoxiguanosina (S-OHdG) na
epiderme de ratos. A exposicdo crbénica em baixas doses de UVB aumenta
substancialmente os niveis de 8-OHdG nfo somente na epiderme, mas também em 6rgios
internos como cérebro e figado com excec;'a".é do rim (WEI et al., 2002). A 8-OHdG € uma
das bases mais estudadas até o momento, sendo considerada um marcador biologico para o
estresse oxidativo. Os mecanismos de formagio de danos oxidativos ac DNA envolvem
reacOes de abstragic e adicfo de radicais livres na cadeia carbbnica do agtcar gue sfio
causados por radicais hidroxidos ("OH) ¢ adutos de hidrogénio nas bases heterociclicas do

DNA (DIZDAROGLU ET AL., 1995; BREEN ¢ MURPHY, 1995). Além disso, certos
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compostos quimicos exogenos podem sofrer um processo redox seguido de metabolismo
celular, com subseqiiente producfio de elétrons que podem ser transferidos para o oxigénio
molecular produzindo superdxido (O,"7). Apesar de sua origem, ERO’s podem interagir
com biomoléculas celulares, como o DNA, levando a modificacbes que podem ser

potencialmente danosas para as células.

Hstdo presentes ne organismo um conjunto de mecanismos de defesa
antioxidante os quais protegem o organismo do ataque destes radicais livres, entretanto,
quando ocorre um aumento exacerbado na formac#o de radicais livres estes reagem com as
biomoléculas e 0 DNA, formando os chamados danos oxidativos. Estes danos podem levar
a mutagénese, carcinogénese e envelhecimento precoce. Atualmente, estudos buscam
relagdes mais intimas entre a formagfo de radicais livres e doengas cada vez mais comuns
(OLINSKI ET AL., 2002), demonstrando uma grande necessidade do desenvolvimento de
técnicas novas € modernas de andlise das bases que sofrem modificagdes. Neste estudo
utilizamos a linhagem celular adrenal feocromocitoma de rato PC-12, uma linbagem
clonada imnicialmente de células tumorais de rato (WARREN e CHUTE, 1972), que podem

ser mantidas por muitos anos sem que ocorra alteragio de suas caracteristicas.

DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

A doenga de Alzheimer (DA), descrita inicialmente por Alois Alzheimer em
1907, caracteriza-se por alteragdes neurodegenerativas progressivas, perda de memoria e de
outras fungdes cognitivas. Estima-se que a DA afete de 1,5 a 2 milhdes de americanos ¢
que, pelo menos, 100.000 deles morrem a cada ano (PERRY e MARKOWITZ, 1992). No
Brasil estima-se que haja em torno de 1 mithio de doentes (CORREA, 1996). Por volta dos
65 anos a DA acomete de 5 a 10 % das pessoas; aos 80 anos, em tormo de 20% e aos 85
anos, em torno de 47%. A DA parece ser mais comum em mulheres e arianos, enquanto
que a deméncia vascular em homens negros americanos e japoneses (GOMES, 1995). Dado
o envelhecimento vertiginoso da populagio mundial, notadamente nos paises
desenvolvidos, a DA tem sido chamada de a "epidemia silenciosa”, "a doenca niimero 1 do
ano 2.000" e "a Peste Negra do século XXI" (Institut, 1587).

Introducio
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A DA caracteriza-se patologicamente pela atrofia cortical, perda neuronal
(DAVIES et al, 1987), proliferacio da glia, formacio acentuada de um emaranhado de
neurofibrila (PEARSON et al, 1985) e deposigio da proteina $-amildide nas placas
neuriticas (HARDY e ALLSOP, 1991). Inﬁrﬁeras sd0 as hipOteses que acercam da DA
(PERRY et al.,, 2000), mas nenhuma delas responde sozinha pela causa da doenga. A seguir
estdo citadas as principais hipoteses atualmente em destaque: genética; neuroquimica; viral;
imunolégica; microtubular; filotérmica; vascular e metabdlica; papel toxico do aluminio €
radicais livres; entre outras hipdteses (SINET, 1987). Os mecanismos responséveis pela
perda neuronal na doenéa de Alzheimer ainda permanecem desconhecidos e uma das
hipoteses € de que certas alteracdes celulares envolvidas no estresse oxidativo podem levar
a neurodegeneracdo (MARTINS et al., 1986; GSELL et al., 1995). Sugere-se que espécies
reativas de oxigénio podem estar envolvidas na producfio, agregaciio e na toxicidade da
B-amiléide (FRIEDLICH e BUTCHER, 1993) a qual seria atribuida o dano neuronal na
doenga de Alzheimer (NIXON e CATALDO, 1994).

Uma outra teoria sobre a etiologia do envelhecimento normal e da doenga de
Alzheimer se refere ao envolvimento do acimulo de danos ao DNA
((GAUBATZ e TAN, 1994) Os danos oxidativos a0 DNA ocorrem como uma conseqgiiéncia
da geracdio de espécies oxidantes tais como Anions superdxido (PETERSEN et al., 2000),
peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila, bem como subprodutos do metabolismo celular
normal (AMES e SHIGENAGA- %

Em sistemas bioldgicos, os oxidantes de maior importincia sdo os
intermedidrios de redugio do oxigénio molecular, formados em etapas de transferéncias

monoeletrdnicas, de acordo com ¢ Esquema abaixo:

+H20
0, *%»0; mé;-»tlzoz ~—+2HO" —» H,0 +1/20,

Os radicais dnion superdxido (07, hidroxila (HO"), ¢ o peréxido de hidrogénio
(H,0,) sdo conhecidos como ERO’s, em fungio de sua alta reatividade em relagfio ao

oxigénio em seu estado fundamental (. GREEN e HILL, 1984).
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Diversas alteragdes que aparecem nos tecidos na doenga de Alzheimer, tais
como cromatina condensada (LEWIS et al, 1981), ¢ também anormalidades nas
membranas (ZUBENKO "*® sio condizentes aos efeitos esperados em presenga dessas
ERQO’s. Para a manutencdo da integridade do genoma, as células possuem mecanismos de
defesa  antioxidantes e um  sistema eficiente de reparo de DNA
{(SATOH e LINDAHL, 1994). Existem hipéteses de que algumas doengas
neurodegenerativas podem estar relacionadas aos niveis elevados de danos oxidativos no
DNA, devido a um defeito no reparo do DNA ou uma diminui¢So na sua capacidade

antioxidante.

A doenga Xeroderma Pigmentosum (XPA) é um exemplo tipico onde ocorrem
alteraces nos mecanismos de reparo e que podem levar a processos neurodegenerativos
(LiNK et al, 1993). Existem especulagSes de que a deficiéncia de reparo nos adutos de
DNA produzidos nos neurdnios ndo divididos, bem como a persisténcia de tais lesdes
nestes pacientes, induz a uma viabilidade celular reduzida devido a inabilidade destas
céhulas de transcrever gens essenciais. No entanto, nfo estd claro se estes mesmos fatores
possuem um papel importante nos processos neurodegenerativos associados aos processos

de envelhecimento normal ou em outras doencas neurodegenerativas.

Foram realizados experimentos com células de pacientes com a doenga de
Alzheimer, com a finalidade de determinar se existe um defeito no processamento de reparo
de DNA das mesmas (SCUDIERO, 1986). Alguns estudos realizados com a doenga de
Alzheimer demonstraram uma diminuicBo na capacidade de reparo do DNA
(ANSON et al., 1998). A ocorréncia deste defeito no processo de reparo pode ter um papel
importante na neurodegeneragdo, uma caracteristica comum observada nestes pacientes.
Nestes experimentos foram medidas as velocidades do reparo de DNA em gens especificos
em células de pacientes com doenga de Alzheimer, nfio se observando diferencas tanto na
velocidade de remog¢fio dos dimeros de pirimidina induzidos por radiagio UV, nem nos
danos induzidos por agentes alquilantes, quando comparadas com células de individuos
normais (ANSON et al, 1998). No entanto, células de pacientes com doenga de Alzheimer
possuem uma resposta anormal frente & radiagfo ionizante, bem como com agentes

alguilantes simples. E possivel que as lesbes introduzidas por estes agentes tais como, as
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lesdes oxidativas nfo sdo eficientemente reparadas pas células de Alzheimer
(BRADLEY, 1987). O reparo no genoma total nas células de Alzheimer vem sendo medido
frente a uma resposta a acdo de agentes alquilantes simples e pela radiagdo ionizante, com
resultados bastante conflitantes dependendo do tipo de agente utilizado ¢ do método de

analise da atividade de reparo do DNA (JONES et al.,1989; PARSHAD et al., 1996).

Foi observado que a luz fluorescente (LF) induziu quebra de cromatina em
células de pacientes com doenca de Alzheimer enquanto que em células de pacientes
normais ndo foram observadas alteragdes em resposta a esta irradiaciio
(SATOH et al., 1993). Embora a sensibilidade das células frente a radiacio fluorescente
tenha sido bem documentada (LIPINSKI et al., 1999), e também que estas irradia¢des tem
comprovado seu uso para analise detalhada de diversas doencas, a presenca de danos ao
DNA foi apresentada, mostrando algumas das lesdes produzidas pela exposicio & luz
fluorescente. No entanto, os efeitos da exposicio 4 luz fluorescente sio inibidos pela adi¢do
de seqiiestradores de radicais livres, e que danos oxidativos provocados por estes radicais
sdo responséaveis pelo aumento da quebra de cromatina nas células de Alzheimer. Embora
tenha sido realizada uma medida direta no processo de reparo do DNA, foi demonstrada a
possibilidade de deficiéncia no reparo das lesdes oxidativas induzidas pela luz fluorescente
nas células de pacientes com doenca de Alzheimer (SATOH et al., 1993). Muitas das bases
lesadas produzidas através de agentes oxidantes estdio identificadas e suas estruturas podem
ser observadas na Figura 1 (LIPINSKI et al., 1999).

Estudos preliminares realizados pela exposigiio das células de “Alzheimer” 2
radiacfo fluorescente indicaram que diversas lesSes oxidativas se formaram no DNA, tais
cOmo: 5-Hidroximetiluraciia, 5-Hidroxi-5-metilidantoina, S-Hidroxiuracila,
5-Hidroxicitosina, 8-Hidroxiadenina, 8-Hidroxiguanina (8-OHGua) entre outras, podem

estar presentes apds exposicéo das células a luz fluorescente.
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Figura 1 - Estruturas das bases lesadas por agentes oxidantes descritas na literatura.
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MECANISMOS DE DANOS OXIDATIVOS A0 DNA

Alguns mecanismos, que levam a formac¢io de danos oxidativos as bases de

DNA purinicas e pirimidinicas, podem ser observados nas Figuras 2-5.

Das espécies reativas de oxigénio, o mais reativo € o radical hidroxila ("OH)
que reage com 0 DNA pela adigdo na dupla ligacdo das bases do DNA e pela abstragdo de
um atomo de H do grupo metila da Timina e em cada uma das ligagdes de C-H da
2'-deoxiribose (Figura 2) (SONNTAG, 1987). A adi¢fo na dupla ligagio na posigio C5-C6
das pirimidinas conduzem aos radicais adutos C5-OH e C6-OH, e a abstragéio do dtomo de
H da Timina, resultando em um radical alilico. Adutos radicalares diferem em suas
propriedades redox, com adutos radicalares do C5-OH sendo reduzidos, e adutos

radicalares do C6-OH sendo oxidados (STEENKEN, 1987).

Os radicais pirimidinicos fornecem inumeros produtos por uma grande
variedade de mecanismos. Radicais sfio oxidados ou reduzidos dependendo das suas
propriedades, ambientes redox e associagbes reativas (STEENKEN, 1987). Os tipos e
rendimentos dos produtos dependem da auséncia ou da presenga do oxigénio entre outras
condigbes. Na auséncia de oxigénio, a oxidag@io de um aduto radicalar C5-OH ¢ seguida
pela adico de OH (ou adicfio de 4gua seguida de desprotonaciio, Figura 2 e 3), levando a
formag@o de Timina Glicol ou Citosina glicol (TEQULE, 1987, DIZDAROGLU, 1992;
BREEN ¢ MURPHY, 1995). O radical alilico fornece a 5-OHMe-Uracila (Figura2). O
radical C5-OH-6 peroxila € formado pela adigiio de oxigénio ao aduto radicalar C5-OH.
Este radical, C5-OH-6 peroxila (no caso da Timina), elimina 0,", seguida de reacfio com
dgua (adicdo de OH') que fornece Timina e de maneira semelhante a Citosina glicol.
Reacbes de oxigénio com radicais alflicos conduzem a formagio de 5-OHMe-Uracila e
5-formiluracila. Radicais peroxila da Timina sfo reduzidos, seguidos de protonacio
formando hidroperéxidos, os quais se decompde ¢ fornecem Timina Glicol
5-OHMe-Uracila,  S-formiluracila e  5-hidroxi-5-metilidantoina  (Figura  2)
(WAGNER et al.,, 1994).

Produtos da Citosina podem ser desaminados ou desidratados. Citosina glicol
desaminadas formam uracila glicol ¢ 5-Hidroxiuracila (Figura 3) (DIZDAROGLU et al.,
1986; DIZDAROGLU et al., 1993; WAGNER, 1994). Entretanto, Citosina glicol, uracila
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glicol, 5-hidroxicitosina e S-Hidroxiuracila foram detectadas em Citosina y-irradiada,
indicando que todas estes compostos podem estar simultaneamente presentes em danos ao
DNA. Na auséncia de oxigénio, adutos radicalares C5-OH podem ser reduzidos, seguidos
pela protonagdo formando 5-hidroxi-6-hidropirimidina. A 5-hidroxi-6-hidrocitosina ¢
prontamente desaminada em 3,6-diidroxiuracila. Similarmente, adutos radicalares C6-OH
das pirimidinas podem formar a 6-hidroxi-5-hidropirimidina. Estes produtos sdo
tipicamente formados em condigdes andxicas porque o oxigénio inibe sua formacdo pela
reatividade com o aduto OH radicalar. No entanto, pirimidina glicol ¢ 5-OHMe-Uracila so
formados sobre ambas as condigdes, na presenca ¢ auséncia de oxigénio. Reagles
adicionais dos radicais C5-OH-6-peroxila e C6-OH-5-peroxila da Citosina resultam na
formacgo da 4-amino-5-hidroxi-2,6(1H,5 H)-pirimidinadiona e
4-amino-6-hidroxi-2,5(1 H,6 H)-pirimidinadiona,  respectivamente. A  detec¢do da
4-amino-6-hidroxi-2,5(1 H,6H)-pirimidinadiona e acido isodialirico no DNA sugerem que
ambos os compostos podem estar presentes ao mesmo tempo no DNA. O oxigénio pode
ainda oxidar o &cido dialirico formando alloxan (DIZDAROGLU, 1993b;
DIZDAROGLU et al., 2000).

Radicais hidroxilas adicionados nas posicdes do C2, C4 e C8 das purinas geram
adutos OH radicalares. No caso da Adenina, dois adutos OH s@o formados: C3-OH ¢
C8-OH radicalares (VIEIRA e STEENKEN, 1990). Adutos C2-OH e C4-OH radicalares
das purinas desidratam-se ¢ sdo convertidos por oxidagdo a um radical purina, o qual pode
ser reduzidc ou protonado para reconstituir a2 purina (Figura 4)
(O’NEILL e CHAPMAN, 1985). O aduto C2-OH radicalar possui propriedades oxidativas,
visto que os adutos C4-OH e C8-OH radicalares sfo primeiramente reduzidos. Por outro
lado, diferentes estruturas mesoméricas destes radicais podem ser oxidadas ou reduzidas,

ym fendmeno chamado de “redox ambivalente™.

O cation radicalar Guanina (G™) ¢ formado pela eliminacio de OH do aduto
radicalar C4-OH da Guanina e pode ser desprotonado, dependendo do pH. O cdtion
radicalar desidratado pode levar a formagfo de um aduto C8-OH radicalar e entdo a
8-Hidroxiguanina (8-Oxoguanina, 8-OHGua) por oxidagio (Figura 5); entretanto, este pode
reagir com a 2’-deoxiribose no DNA pela abstragfio de H causando a quebra da fita do
DNA (MELVIN, 1996).
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ANALISE DOS DANOS OXIDATIVOS AO DNA

Uma técnica muito utilizada na identificacfio e quantificagfio de danos ao DNA
¢ a de cromatografia gasosa por dilui¢fio isotopica acoplada a espectrometria de massas
{(GC/IDMS) (DIZDAROGLU, 1994). Outros métodos utilizados para a analise de bases
modificadas estdo descritos na literatura, onde emprega técmicas de LC-MS que sfo
métodos extremamente trabalhosos. A quantificacio das bases de DNA oxidadas por
GC/IDMS, por exemplo, é de dificil manipulagio uma vez que utiliza aliquotas de uma
base com marcagio isotopica (2’-deoxiguanosina-"’Ns). A 2’-deoxiguanosina-""Ns &
‘analoga das bases do DNA, sendo adicionada nas amostras analisadas e utilizada como
padrdio interno. As amostras de DNA sfo previamente hidrolisadas, liofilizadas e
posteriormente derivatizadas para a identificacfio das bases, tornando este procedimento
bastante trabalhoso e de alto custo (SERRANO et al., 1996). Em resumo, os métodos que
vem sendo utilizados até o momento sdo muito trabalhosos, de custo elevado, ou nfo

conduzem a resultados altamente confiaveis, devido 4 formac#o de artefatos.

Recentes avangos em instrumentacéio ¢ o desenvolvimento de técnicas novas e
revolucionarias revitalizaram acentuadamente a Espectrometria de Massas (MS), que hoje
se constitui em uma das mais abrangentes técnicas instrumentais na ciéncia, com amplas
aplicacOes em diversos campos da quimica, biologia, ciéncias médicas e tecnologicas. Com
seus novos horizontes ¢ amplas perspectivas de desenvolvimento, a MS vem se
consolidando como uma ferramenta exiremamente versatil e essencial na cifncia. A
espectrometria de massas tem exercido papel de grande destaque, desde pesquisas aplicadas

até as mais fundamentais, com crescente aplicagfo.

Recentermnente, a cromatografia liguida de alta eficiéneia acoplada a
espectrometria de massas seqiiencial (LC/MS/MS) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC/MS) emergiram como técnicas novas
para a medida de bases modificadas no DNA. O método de LC/MS/MS foi usado
primeiramente para a medida de 8-hidroxi-Z'-deoxiguanosina (8-OH-dGua), que
posteriormente  foi  aplicado  para  diversos  outras  bases  modificados
(SERRANO et al,, 1996; RAVANAT et al, 1998; HUA et al., 2000; FRELON et al., 2000;
PODMORE et al., 2000; WEIMANN et al, 2001). Neste projeto de pesquisa, estamos
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utilizando a técnica de HPLC/APCI-MS/MS para analise dos produtos de oxidacio do
DNA: 8-OHGua, Diudrotimina, Fape-Ade, 4cido isobarbitirico (5-OH-Uracila),

5-Hidroximetiluracila (5-OHMe-Uracila) e Timina Glicol, mostrados na Figura 6.

O
9 NH->
HN N HN ﬁ\;ﬁ
A\ H NZ
/L on H f
N /L
H:NT N N 0" N H Yy NH;
8-OHGua Diidrotimina Fape-Ade
o Q
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HO OM
NH HN E i | OH
N/l%o }\ H o N
HO" /N o N H o H
Timina Glicol S-Hidroxiuracila 5-Hidroximetiluracila

Figura 6 - Bases oxidadas de DNA utilizadas para o desenvolvimento do método.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS
Técenica de APCI

APCI (Tonizacdo Quimica a Pressfio Atmosférica) (SADOUN et al,, 1993) é um
método de ionizagHo a pressdo atmosférica que utiliza uma descarga corona. As moléculas
do solvente sdo inicialmente ionizadas, € uma reacio ion molécula entre os jons do solvente
e as moléculas da amostra levam a produgdo das moléculas protonadas/desprotonadas. O
Esquema geral de¢ uma fonte de ionizagSo quimica a pressio atmosférica pode ser

observado na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema da fonte de APCI (Jonizagio Quimica a Pressdo Atmosférica).

Inicialmente uma solugfio contendo a amostra de interesse (M) e um solvente
(8) € introduzida dentro de um vaporizador, constituido por um tubo capilar de aco
inoxid4vel. Na saida deste tubo, o liquido € nebulizado dentro de uma camara, onde recebe
uma descarga corona, que gera os ions no solvente e induz a uma variedade de reaces
entre os ions do solvente e as moléculas da amostra. As gotas do liquido nebulizado
apresentam uma razéo area superficial/raio muito grande, o que favorece a evaporacido do
solvente, ¢ em conseqiiéncia disto aumenta a densidade de carga. No entanto, a repulsio
eletrostdtica entre as cargas também aumenta, atingindo a tensfo superficial, e os ions
comecam a se ejetar das gotas. Isto pode ocorrer com o ion isolado ou associado a uma

molécula de solvente, formando um cluster (Figura 8).3
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Figura 8 - Nebulizagdo da amostra e vaporizagio do solvente.

Para favorecer este processo de evaporagio do solvente, os fons atravessam um
fluxo de gds secante, geralmente o nitrogénio (Figura 9), que em seguida sdo introduzidos
dentro do espectrometro de massas por meio de uma regifio de pressdo intermedidria entre

dois eletrodos cOnicos com orificios muito estreitos (NIWA, 1995).

Gas de secagem

skirmeme skimmsr

Figura 9 - Passagem dos ions formados pelo fluxo de gas secante.

Os espectros de massa produzidos através de APCI por injecdio direta, em geral,
apresentam pouca fragmentacSio se comparados aos espectros obtidos com as outras

técnicas de ionizagfo, mas tem a vantagem de apresentar um abundante sinal da molécula
protonada MH".
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Desenvolver uma nova metodologia baseada na espectrometria de massas com
ionizaclo por APCI acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/APCI-MS ¢
HPLC/APCI-MS/MS) para a identificacio e caracterizacio de bases purinicas e
pirimidinicas, tanto intactas bem como para as lesadas presentes no DNA, através do
padrio de fragmentacdo de cada uma delas, com posterior montagem de uma biblioteca de
espectros de massas de DNA intactos e lesados. Obtendo-se estes dados preliminares
através da técnica desenvolvida poderemos analisar outros danos ao DNA tanto na

avaliagio de células nfio tratadas bem como de células tratadas com diferentes agentes

oxidantes.
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EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Espectrdmetro de massas Q-trap” (Applied Biosystens), utilizando-se a técnica
de APCI (Ioniza¢8io Quimica a Pressdo Atmosférica). Ultra-som T14 (THORNTON),
Liéﬁlizador, speedvac, HPLC - Allience modelo 2695 (Waters®). Coluna 4.6X250 mm
XTerra RPis (50im}) e pré-coluna 4.6X15 mm (50m) adquirida da Waters®. 8-OHGua
(Cayman Chem.), Diidrotimina, 4,6-Diamino-5-(formamido)-pirimidina (Fape-Ade), 4cido
isobarbiturico (5-Hidroxiuracila, 5-OH-Uracila), 5-Hidroximetiluracila (5-OHMe-Uracila)
(Acros), acetonitrila (CH3CN), Guanina, Adenina, Timina, Citosina, hidréxido de aménia

25% e acetato de aménio (Merk). Timina Glicol (sintetizada).

Oligonucleotideos, 5°-CAT TTC CAA TCA ACT AAT GCT-3’, - 50.2 nmols -
massa molecular, 6656.2 g/mol (oligo01) e 5°-CTG CAT TCT GAC TTT CAG TAA-3, -
54.6 nmols - massa molecular, 6711.2g/mol (oligo02) (invitrogen). Todos os compostos e

solventes sdo de alto grau de pureza.
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PREPARACAO DAS SOLUCOES

Fase Movel: H,O:CH;CN (90:10, v/v): Em um frasco de 1000 mL
adicionou-se 900 mL de agua deionizada com 2,5 mM de acetato de amobnio (NH;OAc) e
100 mlL de acetonitrila. Posteriormente adicionou-se a este frasco contendo a mistura de
acetonitrila : H>O (2,5 mM NH,OAc), hidroxido de aménic 25% para ajuste do pH (8.0).
Apés a homogeneizacio, a solugio foi entfo desgaseificada com ultra-som durante 1 hora
sob agitacio. Esta fase mével previamente tratada foi utilizada para a separagfio das bases e

de seus derivados.

Solucfio das bases: As bases comerciais foram preparadas pesando-se 0.001 g
(Guanina, Citosina, Timina ¢ Adenina 8-OHGua, Diidrotimina, Fape-Ade, 5-OH-Uracila,
5-OHMe-Uracila) de cada base e dissolvidas em 5 mL de 4gua deionizada e desgaseificada.

Solu¢io equimolar das bases: as amostras das bases comerciais livres foram
preparadas na concentragdo equimolar de 0,09 mM em fase movel H,O:CH.CN
(90:10, v/v; pH 8.0).

Oligonucleotideos: os oligonucleotideos foram preparados nas seguintes

concentracdes:

- Oligo 01 - 50.2 nmols —~ 1 mL de &gua deionizada foi adicionada para
resuspender os oligonucleotideos. Posteriormente, aliquotas de 100 pL
foram colocadas em frascos de 1,5 mlL. Estas aliguotas foram secas em

speedvac e armazenadas a temperatura de — 20 °C até sua utilizacio.

- Oligo 02 - 54.6 nmols - 1 mL de 4gua deionizada foi adicionada para
resuspender os oligonucleotideos. Posteriormente, aliquotas de 100 ulL
foram colocadas em frascos de 1,5 mL Estas aliquotas foram secas em

speedvac e armazenadas a temperatura de — 20 °C até sua utilizacfo.

Preparacio do Acido Férmico 60 %: Para a preparacio do 4cido foérmico a
60%, 50 mL de 4gua deionizada foi sonicada por 1 hora sob agitacio. Posteriormente esta

quantidade de 4gua deionizada foi transferida para um balio e selado com um septo de
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borracha. Nitrogénio gasoso foi purgado por 1 hora e posteriormente congelado em
nitrogénio liquido sob agitagfio € alto vacuo para que todo o oxigénio fosse extraido. Nesta
etapa todos os procedimentos foram realizados em triplicata para que ocorresse a
desgaseificac@o completa da H,O deionizada. Apos este procedimento de desgaseificagiio, 4
ml da 4gua desgaseificada foi transferida para um frasco selado com septo de borracha
onde foi adicionado 6 mL de 4cido formico o qual recebeu 0 mesmo procedimento de

desgaseificagéo.

HIDROLISE ACIDA

Aliquotas das amostras de oligonucleotideo (oligo 01; 100 uL: 5.02 nmol ou
oligo 02; 100 uL; 5.46 nmol) foram hidrolisadas com 0,5 mL do 4cide formico a 60%, em
um tubo & vacuo. Apds a adigio do reagente o tubo foi selado e mantido a uma temperatura
de 140 °C durante 30 minutos. O produto hidrolisado foi transferido para frascos
(eppendorf) de 1,5 mL previamente esterilizados, acondicionados em nitrogénio liquido e
liofilizados por um periodo de 18 horas. Esta hidrolise acida total cliva as ligagBes
peptidicas entre a base e o agticar, liberando somente as bases de DNA livres intactas bem
como modificadas. A hidrdlise realizada com &cido férmico 60% (v/v) é uma reagdio

bastante branda evitando o aumento das lesdes ao DNA (artefatos de técnica).

CULTURA DE CELULAS

Células PC-12 cresceram em DMEM suplementado com 5% de soro fetal
bovino, 10% de soro de cavalo inativado, 100 unidades/mL de penicilina, e 100 pg/mL de
estreptomicina em uma densidade média de 3.3 x 10* cels/em® a 37 °C em atmosfera
modificada contendo 5% CO,. Os experimentos foram realizados de 48-96 horas ap6s as
células serem semeadas. As células foram transferidas para discos de cultura e incubadas a
37°C em atmosfera modificada contendo 5% CO, em DMEM livre de soro, contendo
L-glutamina ¢ antibidticos, por 2, 4 e 6 horas com exposigdo 2 luz fluorescente com uma

intensidade de 10 W/m®. As células foram expostas & luz fluorescente em discos de cultura
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de tecido, o qual protege eficazmente 0 meio dos raios UVA ¢ UVB. Células utilizadas
como controle foram incubadas em meio livre de soro durante o tempo total de tratamento
(6 h) na auséncia dos raios UVA ¢ UVB. As células foram coletadas por centrifugaciio a
300 g. O DNA foi extraido através da técnica de extracdo de tampédo salino modificada
como previamente descrito (SCUDIERO et al., 1986). A viabilidade das células apos 2, 4 ¢
6 h de exposi¢do & luz fluorescente foi determinada pela exclusio do azul de tripan. Os
estudos de viabilidade celular, tanto das células expostas a luz fluorescente bem como as

ndo expostas apresentaram um valor maior que 75%.
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SINTESE DA TIMINA GLICOL A PARTIR DA TIMINA

Timina Glicol foi sintetizada a partir da oxidagfio da Timina com KMnQ, de
acordo com o metodo de Hayatsu (IIDA e HAYATSU, 1970) (Figura 10). 8,0 mmols de
Timina foram completamente dissolvidos em 300 mL de 4gua aquecida entre 30-60°C. A
solugdo foi entdo resfriada em dgua gelada entre 5 a 10 °C, e o pH foi ajustado para 8,6
usando solucio aquosa de NH; (5% ~ ImL). Adicionou-se a seguir 150 mL de KMnO,
(0,07M) a solucfo de Timina {(pH final 9,3). Apds 5 minutos, H;SO; (4cido sulfuroso)
saturado foi adicionado, gotejando-se lentamente até que o MnO; fosse totalmente
precipitado e a cor purpura desaparecesse (pH 2,3). Ap0s esta etapa a solugdo foi

imediatamente alcalinizada com solugfio aquosa de NHs (5%, ~ 12 mL) até atingir pH 8.6.

Esta solug8o, apés filtrada, foi evaporada em um rotaevaporador (40-50 °C) até
um volume de aproximadamente 5,0 mL. Adicionou-se 500 mlL de acetonitrila & mistura
produzindo sob agitagdo um precipitado branco. O precipitado foi filirado e concentrado
entre 5 e 10 mL utilizando novamente o evaporador rotatério (40-50°C). O volume restante
foi resfriado em banho de gelo, e o produto final recristalizado. Obteve-se um rendimento

de 63% de acordo com o método de IIDA e HAYATSU (1970).

H,C
S KMI}O4

g =
Massa Exata: 157,88
N o Massa Molecular: 158,03

H

CsHgN2O; CsHgN,0,

Massi;‘éoﬁmﬂaﬁ Massa Molecular: 160,13

Figura 10 - Esquema da reacio de sintese da cis-Timina Glicol a partir da Timina.
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Para confirmacio do produto formado e obten¢fio do espectro de massas de
APCI-MS e APCI-MS/MS, foi preparada uma soluciio de 0,09 mM de Timina Glicol e
injetada no equipamento com auxilio de uma bomba de seringa. O espectro de
APCI-MS/MS pode ser observado na Figura 11, o qual mostra o fon de m/z 161 da Timina
Glicol protonada ¢ seus fragmentos principais através de esxperimentos de CID
(Dissociaciio Induzida por Colis3o) de m/z 72 e 101, 115 e 143, caracteristico da Timina
Glicol, o fragmento escolhido para o monitoramento em MRM foi o de m/z 72. O gas de

colisfo utilizado para a realizac8o dos testes de APCI-MS/MS foi o nitrogénio.
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Figura 11 - Espectro de APCI-MS/MS da solucgo de Timina Glicol (0,09 mM).

Foram realizados testes com as bases de DNA intactas e lesadas na
concentragic 0,09 mM através da técnica de APCI/MS, onde foram observados os fons das
moléculas protonadas caracteristicos para cada base intacta e lesada, sendo que dois deles

(Diidrotimina ¢ 5-OH-Uracila) possuiam massas nominais iguais (m/z 129). Testes
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utilizando-se APCI-MS/MS foram realizados para que se pudessem diferenciar as diversas
bases intactas ¢ lesadas através de seus fragmentos caracteristicos. O gas de colisio
utilizado para a realizagdo dos testes de APCI-MS/MS foi o nitrogénio. Foram observados
os fragmentos caracteristicos de cada base testada - intactas: Guanina, Citosina, Timina e
Adenina - lesadas: 8-OHGua , Diidrotimina, Fape-Ade, 5-OH-Uracila
(4cido isobarbitdrico), 5-OHMe-Uracila. Na Figura 12 podemos observar um jon de relagéio
massas carga (m/z) de 152, apresentando fragmentos de CID em m/Zz 135 e 110
caracteristico da Guanina; na Figura 13 podemos observar um fon de m/z 112 e o fragmento
mais intenso de CID em m/z 95 caracteristico da Citosina; na Figura 14 observa-se o fon
molecular de m/z 127 e fragmentos em CID de 110 m/z caracteristico da Timina e na Figura
15 a molécula protonada de m/z 136 e fragmento principal em CID de m/z 119,

caracteristico da Adenina.
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Figura 12 - Especiro de massas em APCI-MS/MS da Guanina protonada de #/z 152 e seus

fragmentos caracteristicos.
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Figura 13 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da Citosina protonada de m/z 112 e seus

fragmentos caracteristicos.

Timina
100 c 11,2
80 o
. i e
\N// \
80
g o 0
=
2 so TN
@ 842 L
% ~
5 80 TR
o
g 1082 H
£ 40 i 127.2
| s
30 é
20
10 i
5.2
; VY o i
8 Frrrfrfrererrerreree e S L% MW e
50 80 70 90 100 110 120 130

miz
Figura 14 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da Timina protonada de m/z 127 e seus

fragmentos caracteristicos.
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Figura 15 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da Adenina protonada de m/z 136 e seus

fragmentos caracteristicos.

As bases lesadas adquiridas comercialmente foram testadas por experimentos
de APCI/MS e APCI-MS/MS mostrando fons caracteristicos como podem ser observados a

seguir.

A 8-OHGua apresenta o fon da molécula protonada em m/z 168, e fragmento
caracteristico principal de CID de m/z 140 entre outros (Figm;a 16). A Diidrotimina
apresentou fon caracteristico em m/z 129 e seu fragmento mais intenso de CID em m/z 86
(Figura 17); na Figura 18 observa-se o ion de m/z 143 e seus fragmentos de CID, sendo seu
fragmento principal o fon de m/z 125 caracteristico da 5-OHMe-Uracila, a 5-OH-Uracila
apresentou seu ion da molécula protonada de m/z 129 observado na Figura 19 e seus
fragmentos caracteristicos de CID, sendo o principal fragmento o ion de m/’z 56; a
Fape-Ade apresentada na Figura 20, com o ion da molécula protonada de m/z 154 e seus

fragmentos caracteristicos, sendo o ion principal o de m/z 126,
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Figura 16 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da 8-OHGua protonada de m/z 168 e

seus fragmentos caracteristicos.
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Figura 17 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da Diidrotimina protonada de m/z 129

seus fragmentos caracteristicos
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Figura 18 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da 5-OHMe-Uracila de m/z 143 e seus

fragmentos caracteristicos.
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| Figura 19 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da 5-OH-Uracila protonada de m/z 129 ¢

seus fragmentos caracteristicos.
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Figura 20 - Espectro de massas em APCI-MS/MS da Fape-Ade protonada de m/z 154 e

seus fragmentos caracteristicos.

TEMPOS DE RETENCAOQ

Inicialmente foram realizados testes para a identificagfo do tempo de retengiio
(TR) de cada base separadamente, utilizando-se para isso solu¢des na concentragéo de 0,09
mM de cada base. Utilizou-se para os testes de HPLC/APCI-MS/MS uma coluna 4.6X250
mm (XTerra RPiz 50m) acoplado 2 uma pré-coluna. A fase movel isocratica consiste de
CH3CN:H20 (10:90 — v/v), 2,5 mM acetato de aménio e pH 8,0 ajustado com hidréxido de
ambnio 25%, com fluxo de 0,250 mL/min e inje¢@io de 10 TL de cada base, utilizando-se o

modo de MRM (Muitiple Reaction Monitoring) para a aquisi¢o dos dados.

Apés realizados estes testes, uma solucio equimolar (0,09 mM) de cada base
foi preparada ¢ injetada sem qualquer alteracBo no método. Este teste foi realizado para que
se pudesse observar os tempos de retengdes dos compostos analisados, bem como a
comparagic destes dados com os obtidos anteriormente nas injegdes realizadas
separadamente. Podemos observar na Figura 21 o perfil do cromatograma das 10 bases

(intactas e lesadas) injetadas ac mesmo tempo.
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Cromatograma das bases intactas e lesadas analisadas; Adenina (15.5 min),
Timina (14.9 min) Citosina (12.0 min), Guanina (12.8 min), Diidrotimina
{14.9 min), Fape-Ade (11.8 min), 8-0HGua (11.5 min), 5-Hidroximetiluracila
{11.7 mun), Timina Glicol (11.7 min} e 5-OH-Uracila {14.9 min).

Na Tabela 1 podemos observar os fons das moléculas protonadas (Q1) e seus

fragmentos observados (Q3) das bases analisadas, seus tempos de retencfio e¢ as 4reas

calculadas.
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Tabela 1 - Tempos de retengio dos compostos de acordo com o ion da molécula protonada
selecionado em Q1, seus fragmentos caracteristicos selecionados em Q3 e area
encontradas utilizando Coluna 4.6X250 mm XTerra RPys (Sum) e pré-coluna
4.6X15 mm (50m), fase mével CH;CN:H,O (10:90-v/v pH 8.0), fluxo de
0.250 mL/min (solu¢fio equimolar das Bases - 0.09 mM).

Composto Q1 Q3 TR {min.} Area {counts}
Adenina 136 119 15.5 1.4x107
Timina 127 110 14.9 2.1x10°
Citosina 112 95 12.0 9.1x10°
Guanina 152 135 12.8 5.9x10°
Diidrotimina 129 86 14.9 2.3x10°
Fape-Ade 154 126 1.8 1.5x107
8-OHGua 168 140 11.5 1.1x10°
5-OHMe-Uracila 143 125 11.7 1.5x10°
5-OH-Uracila 129 56 14.9 6.4x10*
Timina Glicol 161 72 11.7 2.3x10*

Ap0Os a obtengiio destes dados, optou-se por realizar as andlises pela édrea
calculada obtida de cada base, sendo construido posteriormente curvas analiticas para
observar se o método proposto era realmente factivel de ser utilizado para a analise

simultinea das bases de DNA. Estes dados estfo mostrados a seguir.

LINEARIDADE

Apos 2 escotha do método de analise (HPLC/APCI-MS/MS), e da escolha do
fragmento caracteristico para a analise das bases lesadas ¢ intactas (Tabela 2), foi iniciada a
ctapa de comstrugio de curvas analiticas. Este teste foi realizado para se verificar a

linearidade do método proposto. Para a obtencdo das curvas de calibragiio preparou-se
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solucdes equimolares das bases de acordo com a Tabela 2. As amostras formam injetadas
uma a uma, com um intervalo de injecfo de 10 minutos, para que ocorresse uma limpeza do

sistema.

Tabela 2 - ConcentracGes molares dos padrdes injetados para a construgio da curva

analitica

Std )1 Std 02 Std 03 Std04  Std 05 Std 06 Sid07  Sid08

Concentragio.

225nuM  450nM  900nM 4.5 oM 90M 22,50M 450M  0.09mM
{(mnolar)

% S¢d = Standard (padrao)

Correlacionando os dados obtidos pelo método desenvolvido em nosso
laboratorio das varias diluicGes preparadas com as areas obtidas em “counts” foram
construidas curvas analiticas que nos mostram um coeficiente de correlacfo obtido entre
= 0,9987 a r*=0,9999. Pode-se observar que o sistema de escolha para a andlise mostrou
um resultado bastante linear, levando-se em consideracfio a complexidade da amostra
analisada, bem como o monitoramento de 10 compostos simultaneamente. As Figuras de

22 a 27 mostram as curvas analiticas obtidas das 6 bases lesadas analisadas

simultaneamente.
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Figura 22 - Curva analitica obtida através das diluicbes preparadas X area obtida da
Diidrotimina (m/z 129> m/z 86).
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Figura 23 - Curva analitica obtida através das dilui¢des preparadas X 4rea obtida da
5-OH-Uracila (m/z 129 m/z 56).
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Figura 27 - Curva analitica obtida através das diluigbes preparadas X 4rea obtida da
Timina Glicol (m/z 161— m/z 72).
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Todas as 10 bases testadas obtiveram Otimos limites de deteccdio, realizando
injegSes de padrdes equimolares cada vez mais baixas até que seus sinais monitorados néo
pudessem mais ser detectadas: ~50 fmol para Diidrotimina, Fape-Ade e 8-OHGua; e ~4.5

nmol para 5-OHMe-Uracila, Timina Glicol e 5-OH-Uracila, que sdo de maior interesse.

HIDROLISE ACIDA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

Com a finalidade de testar o método desenvolvido, ¢ se a hidrolise acida
utilizada seria eficiente para a andlise das bases de DNA intactas ¢ lesadas, foram
preparadas amostras em triplicata dos oligos 01 e 02 (oligo 01 - 5°-CAT TTC CAA TCA
ACT AAT GCT-3’, oligo 02 5°-CTG CAT TCT GAC TTT CAG TAA-3’) com a hidrolise
cida conforme descrito anteriormente. Apds o procedimento de hidrélise dcida os produtos
foram resuspendidos em 1007 L de fase movel e injetadas (10 OL) no equipamento Q-trap®

(Applied Biosystens), utilizando-se a técnica de HPL.C/APCI-MS/MS desenvolvida.

Os sinais obtidos revelaram que a hidrdlise 4cida foi eficiente, uma vez que as
bases intactas foram liberadas, com pouca formacio de artefatos. As bases lesadas

encontradas  foram: 5-OHMe-Uracila (mZz 143—> m/~z 125) e Fape-Ade
(m/z 154—> m/z 126), como podemos observar na Tabela 4. Este dado pode ser melhor

visualizado no Grafico 1 para o Oligo 01. Pequenas alteragdes nas concentragbes de
algumas das bases foram observadas, este fato pode ser racionalizado devido & presenca de
residuo de 4cido formico ainda presente na amostra mesmo apos 18 horas de Lofilizagdo.
Testes de adicdo de padrio também foram realizados e estdio mostrados na Tabela 5 ¢
podem sermethor visulaizados no Grafice 2, demostrando que todos os compostos podem

ser analizados ap6s a hidrélise 4cida.
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Tabela 4 - Concentragdes encontradas das bases intactas e lesadas de DNA do oligo 01 e

02 testado.
%4
Adenina  Timina Citosing Guaning Diidrotiming  Fape-Ade 8-OHGua  5-OHMe-Uracila  5-OH-Uracila G
136/119  127/110 1125 152/135 129/86 154/126 168/140 143/125 129/56 161/72
% Concentracio {mM)
91-1 0.478 (.0323 0.119 0.0627 0 0.000416 0 4.00059% 0 0
01-2 0.520 0.0516 0.163 60772 0 0.000350 0 4.000782 0 0
013 0354 0.0456 0.153 0.0380 0 0.000326 4] (4.000475 0 9
Oligo
02 1 0438 0.0767 0161 0.0385 0 y 0 0.000499 6 &
922 0421 (.0873 0.190 0.0393 0 0 0 0.000423 G 0
023 0477 00261 0.0831 060104 0 10 0 0.000439 ¢ 0
6,E-04

5,E-04
4,E-04-
3,E-044
2,E-04-

1,E-04 -

0,E+00

S5-DHMe-Uracif

Grafico 1 - Grafico de colunas das bases intactas e lesadas de DNA do oligo 01

encontradas apds a hidrolise acida.
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Tabela 5 - Concentragbes encontradas das bases intactas e lesadas de DNA do oligo 01

testado com adigfio de padrio em concentragdo de 45 uM - std 07 (Tabela 2).

%
Adenina  Timina Citosina Guanina Diidrotiming Fape-Ade 8-OHGua 5-OHMe-Uracila 5-Of-Uracila TG
136/119  12WI10 112/95  152/135 129/86 154/126  168/140 143/125 129756 161/72
Conceatragio {(mM)
Oligo01-1p 0.767 0.179 0.265 0.197 0.113 0.107 0.60196 0.0339 0.103 0.0127
Oligo0l-2p  0.561 0.124 0.230 0.160 0.0997 0.0977 0.00337 0.0315 0.0991 0.0180
Oligo01-3p (843 0.195 0.297 0.214 0.129 0.118 0.00254 0.0349 0.130 0.0109

8,0E-04
7,0E-04
6,0E-04
5,0E-04
4,0E-04
3,0E-04 . _ ,
2,0E-04 P e s
1,0E-04 |l e

0,0E+00

Grafico 2 - Grafico de colunas das bases intactas e lesadas de DNA do oligo 01

encontradas apés a hidrélise acida e adi¢fio de padrio.
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FORMACAQ DAS LESOES OXIDATIVAS NAS BASES DE DNA APOS
EXPOSICAO A LUZ FLUORESCENTE

As células PC-12 foram expostas a luz fluorescente (LF) a 10 W/m’ por 2,4 e 6
h em meio livre de soro {(n=3). Induc8o das lesGes oxidativas nas bases de DNA em células
PC-12 foram medidas e analisadas pelo método de HPLC/APCI-MS/MS desenvolvido. Os
niveis endogenos da 8-OHGua, Fape-Ade, 5-OH-Uracila, 5-OHMe-Uracila, Diidrotimina ¢
Timina Glicol foram analisados apds a exposicio LF. Células utilizadas como controle
foram incubadas em meio livre de soro durante o tempo total de tratamento (6 h) na
auséncia dos raios UVA e UVB. Destas seis lesdes oxidativas 8-OHGua, Fape-Ade,
5-OH-Uracila, 5-OHMe-Uracila, ¢ Timina Glicol foram induzidas pela exposigio & luz
fluorescente, como mostrado nas Figuras de 28 A-E, mais detalhes da quantificacio podem
ser observados ¢ analisados na Tabela 6. Todos os dados foram realizados em triplicata
(n=3), extraidos suas médias ¢ desvios padrSes. Os niveis de 5-OH-Uracila e Timina
Glicol, apresentaram um aumento de aproximadamente 3 vezes nas 2 primeiras horas da
exposicio a luz fluorescente, enquanto os niveis de Fape-Ade exibiram um aumento de
aproximadamente 2 vezes apds 4 h de exposi¢io comparados com o controle. Podemos
observar que um importante marcador para lesdes oxidativas, a 8-OHGua apresentou um
aumento significativo de aproximadamente 3 vezes nas primeiras 2 h, € 7 vezes maior nas 6
h seguintes. A 5-OHMe-Uracila, somente pdde ser analisada apés 6hs mostrando um
aumento de aproximadamente 3 vezes aps a exposi¢io. A formacio de Diidrotimina nio

foi detectada nas amostras controle ¢ apés 2, 4 e 6 h.
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Figure 28 - Formacfo das lesbes oxidativas ne DNA em células apés 2, 4 € 6h de
exposi¢do a LF. Os dados representam a média de triplicatas {expostas e
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Tabela 6 - Freqliéncia das lesOes oxidativas encontradas em células PC-12 (n=3)

quantificadas pelo método de HPLC/APCI-MS/MS desenvolvido.

m/z  Diidrotimina Fape-Ade 8-OHGuz S5-OHMe-Uracila 5-OH-Uracila TG
154/126 168/140 143/125 129/56 161/72
Concentragio mvi
Controle média 6,48x10°  347x107 3,34x107 9,57x10° . 2,39x10*
PP 1,56x10°  1,48x107 1,56x10% 8.44x107° 1,75%10%
2 h média 4.89x10° 1,11 x16° 0 7.84x107 8.06x107
DP 8,50x107  1,15x107° 0 8,58x10° 7.25x107
4h média 9,31x10°  1,49x10° 0 9,23x10™ 8,49x10™*
DP 6,45x10°  3,56x10° 0 1,33x10™ 6,62x10°
6h média 1,01x107  2.34x10° 1,60x107 9,65x10™ 9 72x10%
DP 5,77x107  1,91x10% 1,04x10° 1,67x10™ 2,86x10™
DP = desvio padriio
TG = Timina Glicol
Resultodos ¢ Discussies
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Nés desenvolvemos um nove método para quantificag@o de bases de DNA e
para produtos de sua interagfo com o oxigénio reativo, espécies radicalares e a exposicfio &
Luz Fluorescente (LF). Para isso utilizamos a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas Seqiiencial (HPLC/APCI-MS/MS) através do modo
de monitoramento de MRM. As células utilizadas nestes experimentos foram células
PC-12, feocromocitoma adrenal de rato (fibroblastos) irradiadas por 2, 4 ¢ 6 horas com LF.
As lesfes oxidativas encontradas no DNA destas células foram: Fape-Ade, 8-OHGua,
5-OHMe-Uracila, 5-OH-Uracila ¢ Timina Glicol. O método descrito é sensivel, rapido e
ndo necessita de derivatizacio das bases a serem analisadas, evitando assim a formacéo de
artefatos de técnica (CADET et al,, 1997). Este método se mostrou vidvel para estudos da
indugdo de lesdes ao DNA nas células estudadas, bem como podem ser realizados em
outras linhagens celulares. Outros tipos de lesdes oxidativas também poder3o ser analisados
por este método. As mutacdes (WEI et al., 2002) e os sitios sensiveis a endonucleases t€m
sido amplamente estudados e detectados apds exposigio & luz visivel
(PFLAUM et al., 1994). Os efeitos prejudiciais da luz visivel em culturas de células sdo
conhecidos hda muitos anos (FINKEL ¢ HOLBROOK, 2000), sugerindo que esta radiagfo
pode promover modificagSes no DNA (EVANS et al,, 1997). Entretanto, este € o primeiro
trabalho que estuda as lesbes oxidativas formadas em células da linhagem PC-12 expostas a
LF. O método desenvolvido apresentou boa linearidade (% = 0.9987-0.9999) ¢ limites de
quantificagdo entre ~50 fmol e ~4.5 nmol, podendo ser aplicado também para o

monitoramento de outras lesBes oxidativas nas bases de DNA.
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