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Divulgacao

SINGLET OXYGEN-MEDIATED PROTEIN OXIDATION: DAMAGE MECHANISMS, DETECTION TECHNIQUES AND
BIOLOGICAL IMPLICATIONS. Proteins are potential targets for singlet molecular oxygen ('O,) oxidation. Damages occur only
at tryptophan, tyrosine, histidine, methionine, and cysteine residues at physiological pH, generating oxidized compounds such as

hydroperoxides. Therefore, it is important to understand the mechanisms by which 'O,, hydroperoxides and other oxidized products

can trigger further damage. The improvement and development of new tools, such as clean sources of 'O, and isotopic labeling
approaches in association with HPLC/mass spectrometry detection will allow one to elucidate mechanistic features involving 'O,-

mediated protein oxidation.
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INTRODUCAO
Oxigénio singlete

O oxigénio molecular, no estado fundamental, possui dois elé-
trons com spins paralelos ocupando dois orbitais T de mesma ener-
gia, chamados de degenerados, caracterizando, portanto, um esta-
do triplete (3Zg'). Conseqlientemente, a redugdo direta do oxigénio
por dois elétrons € proibida pela regra de conservagdo do spin.
Uma forma mais reativa do oxigénio, conhecida como oxigénio
singlete, pode ser gerada por um acréscimo de energia. Nela, a
restri¢do da regra de conservacdo do spin € removida. Sendo as-
sim, o oxigénio singlete € muito mais oxidante que o oxigénio
molecular no seu estado fundamental. Existem dois estados singlete
do oxigénio: o primeiro estado excitado, ‘Ag, tem dois elétrons com
spins opostos no mesmo orbital, possui uma energia de 22,5 kcal
acima do estado fundamental e tempo de meia vida em solvente
aquoso de aproximadamente 10 s; o segundo estado excitado, ‘Zg',
tem um elétron em cada orbital © degenerado, com spins opostos,
e possui uma energia de 37,5 kcal acima do estado fundamental. O
estado 12g’ tem um tempo de vida muito curto (10! s) em meio
aquoso, sendo rapidamente desativado para o estado ]Ag. Portanto,
apenas o primeiro estado apresenta interesse em sistemas bioldgi-
cos e serd denotado por 'O, (Tabela 1) .

Por se tratar de uma espécie eletronicamente excitada, o 'O,
decai para o estado fundamental emitindo luz. A investigacdo
espectroscépica da luminescéncia vermelha que acompanha a de-
composic¢do de peroxido de hidrogénio (H,0,) na presenca de
hipoclorito (OCI') (Equagdo 1), realizada por Khan e Kasha? reve-
lou a existéncia de duas bandas de emissdo centradas em 634 e 703
nm, atribuidas ao decaimento para o estado fundamental do 'O,
gerado na reag@o.

*e-mail: pdmascio@iq.usp.br

Tabela 1. Distribui¢do eletrOnica nos orbitais moleculares (%) do
oxigénio no estado excitado singlete (‘Zg*, ‘Ag) e no estado funda-
mental triplete (°X))

Estado Orbitais m* Energia Tempo de
(kcal/mol) vida (s)

Do + + 375 107"

‘A, H 22,5 10°

DR + t

OClI'+H,0, - ClI' + HO + 'O, (D)

Atualmente, estd bem estabelecido que essas bandas
correspondem a transi¢do simultanea de duas moléculas de 'O, ao
estado fundamental triplete, também conhecida como emissdo
bimolecular (Equag@o 2). Esta emissdo pode ser monitorada por
meio de uma fotomultiplicadora sensivel a regido do vermelho do
espectro visivel, termoeletricamente resfriada, conectada a um sis-
tema discriminador e amplificador® .

Além do decaimento bimolecular do 102, também existe a tran-
sicdo monomolecular do 'O,, que ocorre na regido do infravermelho
préoximo (Equacdo 3). A luminescéncia desta transicdo pode ser
detectada por um espectrometro acoplado a um fotodetector cons-

Emissao bimolecular:
O, (‘Ag) +0, (‘Ag) —20, (3Zg') +hv (A = 634 ¢ 703 nm) 2)
Emissdo monomolecular:

O, (‘Ag) -0, (3Zg') + hv (A = 1270 nm) 3)
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tituido de um fotodiodo de germanio resfriado com nitrogénio li-
quido*. Recentemente, nosso laboratério desenvolveu um sistema
de detec¢do composto por uma fotomultiplicadora sensivel na re-
gido do infravermelho (800 a 1700 nm), que ¢ refrigerada a
-80 °C por meio de nitrogénio liquido. Este sistema estd conectado
a uma fonte de alta tensdo e a um monocromador capaz de varrer
as regides do ultravioleta, visivel e infravermelho. Para o infraver-
melho, utiliza-se uma grade capaz de varrer entre 800 e 2700 nm
(Figura 1). A intensidade da emissdo monomolecular € diretamen-
te proporcional a concentracdo do 'O, e, portanto, fornece uma
medida direta da quantidade produzida®.

fotomultiplicadoras

7 O\

infravermelho

visivel

germénio

Figura 1. Equipamento de deteccdo utilizado para medidas de emissdo de
luz no infravermelho e no visivel. O equipamento contém uma cdmara para
amostra e dois sistemas de detec¢do: o detector de germdnio e duas
fotomultiplicadoras acopladas a um monocromador

Fontes de 'O,

Em laboratério, o 'O, é geralmente gerado por reacdes de
fotossensibilizag@o. Nestas reagdes, sdo utilizadas moléculas co-
nhecidas como fotossensibilizadores (tais como azul de metileno e
rosa bengala)'. Quando estes fotossensibilizadores sdo irradiados
com luz ultravioleta ou visivel em determinados comprimentos de
onda, absorvem energia e passam a um estado excitado singlete
('S"). Este estado 'S* pode decair para o estado fundamental singlete
(°S) com emisséo de fluorescéncia, ou cruzar para um estado triplete
excitado (°S™) por inversdo espontanea do spin do elétron excitado.
Uma vez formado o 3S”, esta espécie pode participar em varias
reacOes: pode decair ao estado °S com emissdo de fosforescéncia,
ou reagir por mecanismos fotoquimicos do tipo I ou II. Na reacio
do tipo I, 0 *S” pode reagir com um substrato orginico ou uma
segunda molécula fotossensibilizadora, por transferéncia de elé-
trons ou hidrogénio. No tipo II, o fotossensibilizador 3S™ pode trans-
ferir energia para o oxigénio molecular, gerando °S e 'O,. Estes
processos podem ocorrer simultaneamente e a importincia de cada
um depende da molécula alvo, da eficiéncia da transferéncia de
energia do sensibilizador para o O,, do solvente e da concentragdo
de 0% (Figura 2).

O '0, pode ainda ser formado na termodecomposi¢do de
dioxetanos® ou endoperéxidos de compostos policiclicos aromati-
cos'®!!, na reagdo de H,0, com OCI ou peroxinitrito (ONOO")"**
(Figura 3).

A geragio de 'O, também tem sido evidenciada em meio bio-
l6gico por reagdes que envolvem enzimas como as peroxidases,
tais como lactoperoxidase'®, mieloperoxidase'®!”, cloroperoxidase'
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Figura 2. Representacdo esquemdtica dos mecanismos fotoquimicos do tipo
I e do tipo II. Abreviaturas: h': radia¢do incidente; hv’: emissdo de
Sfluorescéncia; hv’: emissdo de fosforescéncia; °S: fotossensibilizador no
estado fundamental; 'S*: fotossensibilizador no estado singlete excitado, *S*:

fotossensibilizador no estado triplete excitado; S°: radical dnion do
fotossensibilizador; S*: radical cdtion do fotossensibilizador; R: substrato
orgdnico; R: radical dnion do substrato orgdnico; R™*: radical cdtion do

substrato organico; ISC: cruzamento intersistemas
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Figura 3. Fontes, reacées e alvos do ' O2

e peroxidase de raiz forte'”. Também foram relatadas evidéncias da
geragdo de 'O, na fagocitose®, na reagdo de ozonio (O,) com
biomoléculas® e no processo de lipoperoxidagdo®?* (Figura 3). A
formagio de 'O, na lipoperoxidagdo ocorre principalmente por meio
do mecanismo discutido por Russell?, no qual radicais peroxila
interagem entre si, gerando um tetradxido intermedidrio que se
decompde gerando como produtos um dlcool, uma cetona e 'O,.

Alvos bioldgicos do 'O,

O '0, pode interagir com outras moléculas de duas maneiras:
através de reagdes quimicas ou transferindo sua energia de excita-
¢do para estas moléculas e retornando ao estado fundamental. O
tltimo processo € conhecido como supressio fisica do 'O, e pode
ser realizado por carotendides, bilirrubina, tocoferéis, fendis e
azida'.

Algumas reagdes quimicas do 'O, podem ser destacadas: adi-
¢30 a dienos conjugados (cicloadi¢do do tipo Diels-Alder, 2 + 4)
geralmente resultando na formagdo de endoperéxidos®; adigao 1,3
a uma dupla ligacdo, formando “ene” hidroperéxidos® e, com
alcenos substituidos por grupos contendo dtomos de nitrogénio ou
enxofre, formando 1,2-dioxetanos? (Figura 3). O lO2 pode ainda
reagir com compostos fendlicos para formar hidroperoxidienonas®
e com sulfetos, formando sulféxidos®. Muitos estudos in vitro t€m
demonstrado que o 'O, oxida biomoléculas incluindo lipidios, pro-
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teinas, aminoacidos, acidos nucléicos, carboidratos e tidis através
dos mecanismos acima citados. Cabe ressaltar, entretanto, que as
proteinas estdo presentes em altas concentragdes nos sistemas bio-
16gicos e as cadeias laterais de seus aminodcidos possuem cons-
tantes elevadas de desativacio total do 'O, (constante total de
desativagdo, k, ~107 M's")*?? quando comparadas a outras
biomoléculas, tais como, lipidios (k, ~10* M''s")* e bases do DNA
(k, ~10*- 10° M"'s™")* (Tabela 2). Desta forma, pode-se esperar que
as protefnas sejam alvos importantes para o 'O, *

Tabela 2. Constantes de desativagdo total (k) do 'O, com algumas
biomoléculas.

Composto k (10° M s7) Ref.
Triptofano 320 30
Histidina 46° 30
Tirosina 2-5° 30
Cisteina 50° 30
Meionina 13¢ 30
Acido linoleico 0,073 33
Colesterol 0,057° 33
Guanina 3,0¢ 34
Citosina 0,058¢ 34

* em dgua deuterada:etanol (1:1); ®em benzeno deuterado; ©

1,1,2-triclorotrifluoretano.
Aminodcidos e peptideos como alvos para o 'O,

A maioria das interagdes do 'O, com aminodcidos, peptideos e
proteinas ocorre via rotas quimicas e ndo através de supressio fisi-
ca, sendo que ambos os mecanismos concorrem significativamen-
te somente no caso do triptofano®. As constantes para a reagdo
quimica do 'O, com as cadeias laterais dos aminodcidos livres va-
riam dramaticamente, resultando em um dano seletivo a certos re-
siduos. Dos aminodcidos comuns, apenas triptofano, histidina,
tirosina, metionina, cisteina e cistina reagem significativamente
com 'O, em pH fisiolégico’ .

Reacdo com residuos de triptofano

A reagdo do 'O, com o triptofano produz um hidroperoxi-
pirroloindol isoldvel, entretanto, o precursor deste composto ainda
ndo foi identificado”. Postula-se que ele seja um dioxetano forma-
do com a dupla ligagdo dos carbonos C,— C, do anel inddlico, ou
ainda um hidroperéxido no carbono C,. A decomposigdo subse-
qiiente destes intermedidrios via quebra da ligagdo entre os carbo-
nos C,-C, origina N-formilquinurenina, 30-hidroperoxipirroloindol
e 3a-hidroxipirroloindol. A decomposi¢ido do 3o-hidroperoxipir-
roloindol e do 3o-hidroxipirroloindol também gera N-formilqui-
nurenina®*° (Esquema 1). Os produtos finais da oxidacdo - N-
formilquinurenina e quinurenina - t¢ém sido detectados tanto em
residuos livres do aminodcido quanto em residuos de triptofano de
peptidios e proteinas®. Cabe ressaltar que a oxidag@o do triptofano
em dipeptidios leva preferencialmente a formacdo do hidropero-
xipirroloindol e seu dlcool correspondente e, em menores quanti-
dades, quinurenina®'.

Reacdo com residuos de tirosina

Com o aminodcido livre, demonstrou-se a formacdo de 30.-
hidroxi-6-0x0-2,3,30.,6,7,70-hexaidro-1H-indol-2-acido carbo-
xilico (HOHICA) na reagdo com o 'O,. Acredita-se que este produ-
to seja gerado via um intermedidrio endoperdxido instdvel, pela
cicloadicdo [4 + 2] do 102. A subseqiiente abertura do anel forma
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Esquema 1. Proposta do mecanismo de reagao do 'O, com residuos de
triptofano. Adaptado das refs. 37-39

um hidroperéxido no carbono C,, o qual via uma reagio do tipo de
Michael sofre ciclizagdo, resultando em um peréxido ciclico. Tem
sido proposto que a decomposi¢do do endoperéxido também gera
3,4-diidroxifenilalanina (DOPA)** (Esquema 2).
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Esquema 2. Proposta do mecanismo de reag¢do do 'O, com residuos de
tirosina. DOPA: diidroxifenilalanina;, HOHICA: 3a-hidroxi-6-oxo-
2,3,3a,6,7,7a-hexaidro-1H-indol-2-dcido carboxilico. Adaptado da ref. 44

A reagdo do 'O, com residuos de tirosina em peptideos gera
como produto principal um hidroperéxido no carbono C,, que, em
baixas temperaturas, decai lentamente para seu dlcool correspon-
dente. A 37 °C e, particularmente, na presenca de luz UV ou fons
metdlicos este hidroperéxido pode dar origem a oxi-radicais, que
podem promover danos a outros alvos biolGgicos*.

Reagdo com residuos de histidina

A oxidacdo de histidina livre pelo 'O, parece envolver a forma-
¢do inicial de um ou mais endoperdxidos instdveis, através da 1,4
cicloadigdo do 'O, aos carbonos 2,4 e/ou 2,5 do anel imidazdlico.
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Recentemente, evidéncias desta formacdo foram obtidas quando
endoperéxidos de derivados imidazdlicos foram identificados em
temperaturas extremamente baixas®. Estes endoperdxidos sofrem
rearranjo para um hidroperéxido. A decomposicido deste hidro-
peroxido intermedidrio a um derivado carbonilado € seguida pela
adicdo de uma molécula de 4dgua, produzindo uma imidazolona
hidroxilada*. Os produtos finais desta oxidac¢do incluem derivados
do dcido aspdrtico, asparagina, uréia e outros produtos ainda ndo
o

identificados®’ (Esquema 3).
o
o) o
N - 0, N e /ou O/H
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N NH,+ N NH,+ N= NH,+
H O\"'
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Outros peroxidos de estrutura desconhecida
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asparagina
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Esquema 3. Proposta do mecanismo de reagdo do 'O, com residuos de
histidina. Adaptado das refs. 46 e 47

Reagdo com residuos de metionina

A fotooxidac@o de residuos de metionina € dependente do pH:
em pH < 6, propde-se que a oxidagdo ocorre via formagdo de uma
espécie zwitterionica, que reage com uma segunda molécula de
metionina resultando em duas moléculas de sulfoxido; com o au-
mento do pH, outras reacdes podem concorrer: em pH 2> 9 fons
hidréxido podem levar a uma substitui¢do no dtomo de enxofre da
espécie zwitterionica, resultando em um mol de perdéxido de hi-
drogénio para cada mol de sulféxido formado. Além dessas rea-
¢oes, quando 7 < pH < 12 também pode ser formado um intermedi-
ario ciclico estavel, chamado deidrometionina, e um mol de
peréxido de hidrogénio®>%.
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Esquema 4. Proposta do mecanismo de reag¢do do 'O, com residuos de
metionina em diferentes pHs. Adaptado das refs. 8 e 29

Reagdo com residuos de cisteina

Residuos de cistefna livres reagem rapidamente com o 'O,, pro-
duzindo o dissulfeto correspondente, de um modo ndo quantitati-
vo. Além disso, oxidcidos como o 4cido cistéico também podem
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ser formados em algumas condi¢des. Outros produtos precisam
ainda ser identificados. Em proteinas, espera-se que a razdo entre a
formagdo de dissulfeto e oxidcidos varie dependendo da estrutura
da proteina, devido as barreiras estérica e eletronica na formacao
do dimero®**.

Oxidacfio de proteinas pelo 'O,

Existem poucos trabalhos que estudam a oxidac@o de proteinas
por 'O, Um destes trabalhos envolveu as liga¢des cruzadas de
coldgeno, existentes naturalmente na pele. Neste estudo, foi demons-
trado que o 'O, oxida seletivamente os residuos de histidina deste
agregado protéico, podendo levar a destrui¢do do mesmo, com for-
magio de novas ligacdes cruzadas aberrantes e perturbacdo da fun-
¢éo do coldgeno na derme*. Em outro estudo, foi demonstrado que
0 '0, pode reagir com protefnas do cristalino do olho, resultando em
modificacdo estrutural que pode ser importante no desenvolvimento
de catarata®. Da mesma forma, peréxidos protéicos tém sido detec-
tados em células expostas ao 'O, gerado por fotossensibilizac@o.
Pesquisas evidenciaram que estes perdxidos t€ém remogdo reduzida
por enzimas celulares, tais como, catalase, peroxidase de raiz forte e
Cu/Zn superéxido dismutase, sendo que apenas tidis e dcido ascérbico
sdo efetivos em remové-los™. Estes peréxidos protéicos podem rea-
gir com outras biomoléculas, gerando um dano adicional. Por exem-
plo, ja foi demonstrado que perdéxidos protéicos foram capazes de
causar a inibi¢do de enzimas®*? e induzir danos a0 DNA>.

Propagacao do dano e conseqiiéncias bioldgicas da oxidacao
de proteinas

Os hidroperdxidos de proteinas gerados a partir do 'O, podem
sofrer decomposi¢do térmica ou catalisada por fons metdlicos, ge-
rando radicais peroxila’ (Equagdo 4)

ROOH + Fe** — ROO" + Fe** + H* 4)

Os hidroperdxidos de proteinas também podem sofrer reducéo
por um elétron, gerando radicais alcoxila (reagdo de Fenton)>*
(Equagdo 5)

ROOH + Fe** — RO + HO + Fe** 5)

Deste modo, a formag@o de per6xidos em uma proteina a par-
tir do 'O, pode resultar em danos subseqiientes a outras proteinas.
Estes danos incluem inativa¢do enzimdtica, como a que foi de-
monstrada quando caspases, cisteino-proteases que desempenham
um papel central na apoptose, foram expostas a hidroperdxidos
de triptofano e tirosina®. Outro exemplo de inativagdo enzimadtica
é o da enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Perdxidos
de proteinas demonstraram reagir com o grupo tiol do sitio ativo
desta enzima, inativando-a®'. Por sua vez, a oxidagdo da lisozima
pelo 'O, gerado por fotossensibilizagdo causou a inativagio par-
cial desta enzima®.

A remogdo de H O, das células pela catalase € de vital impor-
tancia, ja que este per6xido pode dar origem a espécies mais reativas,
tais como 'O, e radical hidroxila (‘OH). Vérios estudos mostraram
que a oxidagdo da catalase pelo 'O, gera espécies enzimdticas com
pontos isoelétricos mais dcidos®*. Esta oxidag@o foi detectada
inclusive em um estudo com a catalase em cultura de células hu-
manas®. A modificagéio parece ocorrer no grupo heme da enzima.
A presenca deste grupo heme modificado foi sugerida como
indicadora da geragdo de 'O, in vivo. Contrastando com as modifi-
cagdes causadas ao grupo heme da catalase, verificou-se que o 'O,
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promove a oxidacdo de residuos de metionina e tirosina do cito-
cromo c. O citocromo ¢ ¢ uma hemeproteina mitocondrial funda-
mental no processo respiratdrio. Esta hemeproteina também ¢ en-
volvida na cascata apoptdtica, pois a liberacdo do citocromo ¢
da mitocdndria para o citosol promove a ativagdo das caspases,
desencadeando a apoptose celular. Contudo, os efeitos desta oxi-
dacdo na apoptose celular ainda precisam ser detalhados®.

Outra conseqiiéncia da produgdo de perdxidos derivados de pro-
tefnas € a formac@o de ligagdes cruzadas e agregados protéicos, que
podem resultar de reacdes secunddrias independentes da producdo
continua de 'O,. Dentro deste contexto, cabe ressaltar a importancia
da formacdo de derivados oxidados do triptofano, em especial N-
formilquinurenina e quinurenina. E bem conhecido que o actimulo
gradual de quinureninas nos tecidos humanos pode resultar em um
aumento do dano por fotossensibilizagdo, ja que estes compostos
sdo agentes fotossensibilizantes eficientes. Este ponto € particular-
mente significante em 6rgdos humanos expostos a radiagdo solar*'.
Como exemplo, pode-se citar o cristalino do olho humano, que de-
sempenha um papel fundamental na visdo. O cristalino contém com-
postos de baixo peso molecular (formados principalmente de
quinureninas) que atuam como filtros intra-oculares, absorvendo a
luz UV na regido situada entre 300 — 400 nm, e prevenindo o dano
induzido a retina por esta luz. Muitos pesquisadores tém investigado
a possibilidade de estes filtros modificarem covalentemente o cris-
talino. Em pessoas jovens, as moléculas de filtros UV existem pri-
mariamente na forma livre. Entretanto, com o passar do tempo, o
nivel de quinureninas ligadas covalentemente as protefnas do crista-
lino do olho aumenta exponencialmente®'. Parker e colaboradores®
demonstraram que a fotoexposi¢do de agregados quinurenina-proteina
pode iniciar um dano oxidativo mediado pelo 'O, as proteinas do
cristalino do olho. Esta foto-oxidagdo resulta em formagdo de H,0,
e outros peroxidos protéicos. Também foi evidenciada a formagao
de produtos de oxidagdo de tirosina, tais como DOPA e ditirosina,
neste processo. Nao € claro o mecanismo pelo qual estes produtos
sdo formados, contudo, é possivel que estas reagdes ocorram via
decomposi¢do dos peréxidos iniciais a espécies reativas que, poste-
riormente, oxidariam residuos de tirosina.

Oxidantes em geral produzem modificagdes em proteinas levan-
do a perda de fun¢do e aumentando a taxa de degradacdo destas
protefnas oxidadas. A via do proteossomo ubiquitina-26S € o princi-
pal mecanismo pelo qual células eucariéticas marcam proteinas para
degradacao®. Uma oxida¢do moderada das proteinas aumenta sua
suscetibilidade a protedlise e as torna substrato para o proteossomo.
Contudo, protefnas severamente oxidadas parecem ser substratos de
dificil ubiquitina¢do, primeiro agregando-se e entdo formando liga-
¢oes cruzadas que as tornam altamente resistentes a protedlise. A
incapacidade de degradar proteinas extensivamente oxidadas pode
contribuir para o acimulo de agregados protéicos que ocorre em
algumas doengas e durante o processo de envelhecimento®.

Uma importante conseqiiéncia bioldgica da oxidagdo de proteinas
¢é a oxidacdo posterior do DNA pelos perdxidos formados. Perdxidos
de triptofano e tirosina gerados por fotossensibilizagdo com um agen-
te intercalante de DNA sdo capazes de cliva-lo em experimentos rea-
lizados com plasmidio®. A oxidagdo do DNA também jd foi demons-
trada com per6xidos de histonas gerados por radiacdo gama. Desta
forma, a geracdo inicial de perdéxidos nas protefnas nucleares, tais como
as histonas, pode promover um dano subseqiiente a0 DNA, incluindo
ligagdes cruzadas DNA-proteina e mutagdes®.

Estratégias para andlise e deteccio do 'O, e de moléculas por
ele oxidadas

Para avaliar possiveis danos a biomoléculas, causados pelo 'O,
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e por moléculas por ele oxidadas, faz-se necessdria a utilizagdo de
ferramentas analiticas, tais como seqiiestradores quimicos do 'O,,
termdlise de endoperéxidos como fonte de 'O, e marcagio isotépica
de produtos. Seqiiestradores quimicos de 'O, sdo moléculas que
reagem com o 'O, gerado e o produto pode entdo ser identificado.
Por ex., pode-se utilizar a reagdo de 'O, com o 9,10-difenilantraceno
(DPA)* ou com derivados de antraceno soliveis em dgua, como o
9,10-dietilantraceno disulfonato (EAS)"¥7 (Esquema 5). Ambas as
reacdes formam endoperdxidos estdveis, que podem ser detecta-
dos por HPLC ou outras técnicas. A termdlise de endoperdxidos €
outro exemplo importante, desenvolvido com o objetivo de se ob-
ter “fontes limpas” de 'O, compativeis com as condicdes presen-
tes em meios bioldgicos (meio aquoso, pH neutro, temperaturas
moderadas). Merece destaque a decomposi¢@o térmica de endo-
perdxidos hidrossoliveis de derivados de naftaleno, a qual ndo gera
subprodutos, ndo necessita de condicdes drdsticas de trabalho e
produz 'O, em uma velocidade e quantidade conhecidas®. Exem-
plos destes endoperdxidos incluem o endoperéxido do 3,3'-(1.,4-
naftilideno)dipropanoato de sédio (NDPO,) e o endoperéxido da
N,N’-di(2,3-diidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida
(DHPNO,)"% (Esquema 6). A utilizagdo do is6topo [**O] do oxi-
génio também € de particular interesse, jd que desta forma € possi-
vel demonstrar como o 'O, ou seus produtos de oxidagdo podem
reagir com alvos bioldgicos. Os produtos de oxidagdo que contém
o oxigénio marcado podem ser detectados usando-se métodos ade-
quados, tais como HPLC acoplado a espectrometria de massas.
Recentemente, a marcacdo isotépica de hidroperdxidos de
lipidios com ['®0] foi utilizada a fim de esclarecer o mecanismo da
geragdo de 'O, a partir destes hidroperdxidos. Neste mesmo traba-
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Esquema 5. Reagdo do 'O, com seus captadores. 9,10-difenilantraceno (DPA)
e 9,10-dietilantraceno disulfonato (EAS), gerando os respectivos
endoperdxidos (DPAO, e EASO,). Adaptado das refs. 11, 66 e 67
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Esquema 6. Liberagdo do 'O, pela termdlise do endoperdxido do 3,3"-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de sédio (NDPO,) e do endoperdéxido da N,N’-
di(2,3-diidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida (DHPNO,),
gerando os respectivos derivados de naftaleno (NDP e DHPN). Adaptado
das refs. 67-69
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lho, utilizou-se o DPA para seqiiestrar o [**('O,)] gerado. O
DPA™®O"0 detectado por HPLC acoplado ao espectrometro de
massas constituiu uma prova inequivoca da geragdo de 'O, a partir
de hidroperéxidos de lipidios®*’*’!, De modo similar, o
endoperéxido DHPNO, marcado com ['®O] 7 foi utilizado para
evidenciar que o 'O,, quando liberado em células, € capaz de oxi-
dar diretamente o DNA celular. A reagdo foi demonstrada através
da deteccdo de 8-oxo-7,8-diidro-2’-deoxiguanosina, um produto
de oxidagdo do DNA, isotopicamente marcado com ['*O] por HPLC
acoplado ao espectrometro de massas’.

Contrastando com pesquisas envolvendo lipidios e DNA, exis-
tem poucos estudos descrevendo as interagdes de 'O, com protei-
nas e as conseqiiéncias bioldgicas destas interacdes. As interagdes
de hidroper6xidos de proteinas previamente formados pela reacio
com 'O, e alvos biolégicos também precisam ser esclarecidas. As
estratégias de andlise e detecgdo de produtos estdveis, tais como as
acima descritas para lipidios e DNA, podem ser de grande utilida-
de na elucidag@o do destino celular de proteinas oxidadas.

O estudo do papel dos produtos de oxidagdo de proteinas pelo
'O, e outros oxidantes em sistemas bioldgicos pode levar a respos-
tas importantes sobre as implicagdes destas espécies nos processos
celulares, uma vez que jd comecam a surgir evidéncias da partici-
pagdo destas espécies na inducio de dano ao DNA e nos processos
de sinalizagdo celular.
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