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NAPHTHALENE ENDOPEROXIDES AS CHEMICAL SOURCES OF SINGLET OXYGEN IN
BIOLOGICAL SYSTEMS. Molecular oxygen, in the first excited state (singlet oxygenlO,), has a
substantial reactivity towards electron-rich organic molecules, such as biological targets, including
unsaturated fatty acids, proteins, RNA and DNA. Considering the complexity of biological systems
and the great variety of reactive species generated by photochemistry, efforts have been devoted
to develop suitable'O, generators based on the thermolysis of water soluble naphthalene endop-
eroxides. These compounds are chemically inert and have been employed as versatile sources of
10,. The synthesis is based on structural modifications in position 1,4 of dimethylnaphtalene, graft-
ing hydrophilic substituents. The correspondent endoperoxide can be generated using photochemi-
cal method, or molybdate-catalyzed disproportionation of hydrogen peroxide.

Keywords: singlet oxygen; naphthalene endoperoxides; biological systems.

INTRODUCAO excitado, ela pode decair emitindo luz. Existem dois tipos de
emissdes possiveis:
O oxigénio molecular tem estado fundamental tripIéI%‘)( (i) Emissdo Monomolecular

ou seja, seu nivel eletrdnico ocupado de mais alta energia é

constituido por dois orbitais degeneradtiqorbitais diferentes O, (1Ag)

com a mesma energia) ocupados por dois elétrons, sendo que

cada elétron fica em um orbitat e eles estdo com spin para- (i) Emissdo Bimolecular

lelos, constituindo assim um biradical, denotado i (Fig.

1). Esta caracteristica conferiria ao oxigénio uma alta reatividaO; (1Ag) + O (1Ag) 520 (329') +hv (A=634 e 703 nm)

de, entretanto sua reducdo direta por dois elétrons com spins

antiparalelos é proibida pela regra de conservacgéo de spin, tor- A emissdo monomolecular (i) pode ser detectada por um es-

nando-o relativamente inerte. pectrdmetro tendo como fotodetector um fotodiodo de Germanio.

O oxigénio no estado excitado pode apresentar-se em dud intensidade da emisséo € diretamente proporcional a concen-

formas 0'Ag e 0154, tendo o primeiro energia 22 kcal/mol tragéo do'0, e fornece uma medida da quantidade proddzida

acima do estado fundamental e vida-média aléad-4 us em A emissdo bimolecular (ii) pode ser monitorada por meio

H,0) e o segundo tem energia de 37,5 kcal/mol acima do esde uma fotomultiplicadora sensivel a regido do vermelho,

tado fundamental e vida-média muito menor, decaindo rapidatermoeletricamente resfriada, conectada a um sistema discrimi-

mente para o estadd, Considerando estas caracteristicas, anador e amplificaddr

tnica forma de oxigénio singlete que apresenta interesse em O 'O apresenta alta reatividade, oxida muitas fungdes orga-

sistema bioldgicos é a formdg, que serd denotado p&d,. nicas ricas em elétrons, como sulfetos, aminas e fendis. Sendo
assim, serdo importantes alvos biolégicos@p moléculas fun-
damentais como acidos graxos insaturados, proteinas € DNA

02 (32¢) + hv (A=1270 nm)

Estado Orbitais T* Energia (kcal/mol) A geracdo d€O, em meios bioldgicos pode ser feita por
enzimas como as peroxidases e oxigenases, reacdo de peroxido

125 AF _‘, 37,5 de hidrogénio com hipoclorito ou peroxinitiftoou termode-
composicio de dioxetan®d Tem sido mostrado que um dos

papéis de geracdo d®, em sistemas biol6gicos pode estar
225 implicado no mecanismo de defesa contra virus e bactérias por
]Ag H ' células responsaveis pela fagocitbse
Existem varias formas quimicas de gerar oxigénio singlete,
como a oxidacdo e desproporcionamento do anion superoxi-
~T~ ~T~ do'®1% a oxidacdo e desproporcionamento do peréxido de hi-
drogénio que pode ser feita pelo ion hipocldfitou pelo ion
molibidato'®, porém estes compostos s&o téxicos e fortemente
oxidantes. A fotosensibilizackbtambém é uma das possiveis
técnicas para geratO,, mas tem o incoveniente de gerar
subprodutos. Com objetivo de desenvolver geradore$Ode
compativeis com as condi¢cBes de meios bioldgicos (meio aquo-
Sendo o oxigénio singlete uma molécula no estado eletrénicgo, pH neutro, temperaturas moderadas), a decomposicéo tér-
mica de endoperoxidos tem se tornado uma ferramenta valiosa,
pois ndo gera subprodutos e ndo necessita de condi¢des drasti-
e-mail: pdmascio@ig.usp.br cas de trabalhio®16

%

Figura 1. Distribuicdo eletrbnica nos orbitais moleculares*) do
oxigénio no estado excitado singlet’@.‘{, 1Ag) e no estado funda-
mental triplete ).
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TERMOLISE DE ENDOPEROXIDOS DE ESTRATEGIA DE SINTESE DE DERIVADOS
DERIVADOS DE NAFTALENOS COMO NAFTALENICOS HIDROSOLUVEIS
FONTE DE OXIGENIO SINGLETE
L i o - Algumas caracteristicas importantes devem ser levadas em
A ligacdo reversivel de oxigénio a compostos aromaticosconsideragdo quando deseja-se modificar os substituintes no
policiclicos foi descoberta em 1926 por DufralSsé Ele  naftaleno: os substituintes do naftaleno devem ser insensiveis
também demonstrou que o oxigénio liberado estava num esgo 10, e ao fotosensibilizador ou as fontes quimicas'@e
tado “ativado”, mas a natureza precisa das espécies envolvhecessarias para preparar o endoperéxido correspondente.
das, isto é ddO,, foi estabelecida em 1972 por Wasserman  Além disso, a funcéo hidrofilica ndo deve desativar o oxigé-
e Larsen® usando o endoperéxido do 9,10-difenilantraceno. njg singlete como fazem grupos amino e fenol. O naftaleno em
Quando este endoperdxido € aquecido &C8@le se decom-  sj nao reage cortO,, e a ligagdo direta de grupos atraentes de
pde no composto de origem e oxigénio molecular, do quaklétrons no anel aromatico diminuiria sua reatividade, sendo
32% estd no estado singléle O endoperéxido do 1,4- assim, pelo menos um, ou preferencialmente dois, grupos doa-
dimetilnaftaleno (DMN) gerdO, a uma temperatura menor dores de elétrons devem estar presentes nas posicées 1,4 do anel
(37°C) com um rendimento maior (76%) para permitir a cicloadicdo [4+2] e estabilizar o endoperéxido.
Dessa maneira, derivados do DMN sollveis em agua podem A melhor posigéo para entrada de substituintes é a dos gru-
agir como geradores d&; apresentando muitas vantagens. pos metil do 1,4-dimetilnaftaleno, pois dessa forma ha uma
Eles reagem comO; a baixa temperatura (§G) gerando 0  separacéo adequada entre o grupo hidrofilico e o anel naftalé-
endoperoxido correspondente, sdo estaveis por meses quanfizo pela cadeia alquilica.
mantidos a 8% e liberam uma quantidade definida t@; A Figura 4 mostra uma rota de sintese simplesrgatif>-2’
quando aquecidos a 37 em sistemas biolégicos (Fig.2). e a Tabela 1 traz informacdes sobre solubilidade em agua e
constantes de velocidade de reagéo éomdos principais de-
rivados de naftaleno com substituintes hidrofilicos.

O@ %:c“ OO +10,(4) OHHMN

CH,0H

Figura 2. Termodecomposi¢édo de endoperéxido naftalénico e cicloa- COOC,H,

dicédo de’o; na posi¢cdo 1,4 do anel naftalénico substituido com gru- CHa 8 COOCHs
po hidrofilico (G). Bromagio OO Sintese maldnica

G derélise’

Os primeiros geradores d®, que possuiam as proprieda- DMN M3 CHyBr COOCH;
des descritas acima foram reporta%ﬂ’(?g e sao conhecidos GOOG,H,
como 3-(4-metilnaftil)propanoato de soédio (MNP) e 3,3'-(1,4- [Hidm“se bacica
naftilideno)dipropanoato de sdédio (NDP) (compostos 1 e 2, COONa COOH

sa, nem sempre esse processo ocorre nas proximidades do alvepp COOH
desejado. Neste caso, outras caracterisiticas devem estar presentes 5 coon
nos substituintes do naftaleno. Para este fim, uma segunda gera- OoNa cooH :

Fig.3). Os endoperoxidos correspondentes tem sido usados COOH
como fonte déO, para estudar a reatividade dessa espécie em COOH
alvos quimicos ou bioldgicos. OO Descarboxilagao

Apesar do fato destes compostos liberat®nem fase aquo- OO OO

¢do de geradores tem sido sintetizada. Eles carregam substituintes Esterificagdo

como sais quaternarios de am&Aieloreto de N,N,N-trimetil-N- 00CH, CONHCH,GHOHCHOH
2-(4-metilnaftil)etil aménio (MNEA, composto 3, Fig. 3), ou gru- '
pos hidrofilicos ndo-idnicé&2°como 1,4-dihidroximetil-naftaleno Amidiicaco

(HMN) e N,N'-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3'-(L,4-naftilideno) dipro- ) A X)) owen
panoato (DHPN) (compostos 4 e 5, Fig. 3) para que estas molé-

culas apresentem uma afinidade particular por nucleotideos, sitios

carregados negativamente ou alvos intra-celulares. COOCH, CONHCH,CHOHCH,OH

Figura 4. Estratégia de sintese para alguns derivados de naftaleno
OONa OONa or krlq*‘— hidrossoluveis.

OO OO OO Tabela 1. Principais propriedades fisico-quimicas de alguns
1

) derivados de naftaleno.
3

MNP NDP | COONa MNP NDP DHPN MNEA HMN
o ONH.GHCHOHGHOH Solubilidade ~ 1¢  >1 3.9x10* >1 0.95x10°
em agua (M)
OO OO 10° k. (M1shP 70 28 10 14 4
R OH s a) Concentracdo em mol/L a temperatura deC20
b) constante de velocidade de reacdQ ¢los derivados de
CONH-CH CHOHCH OH . .2l s - P’
: z naftaleno com’O, medidas por cinética rapida em agua
Figura 3. Derivados de naftaleno com substituintes hidrofilicos. deuterad*?8
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Para explicar as diferencas de reatividade entre esses coriabela 2. Termoélise de endoperdxidos de derivados de naftaleno
postos, dois fendbmenos devem ser considerados, a densidade eded agua a 3T.
trdnica no anel naftalénico e efeitos estéricos dos substituintes:

Os efeitos eletrénicos devem ser considerados quando 0s gru- MNPO, NDPO, DHPNO, MNEAO, HMNO,

pos hidrofilicos estdo muito préximos do anel naftalénico, poistsgy (Min)* 23 23 23 22 70
dessa maneira o efeito atraente de elétron causados pelos atontgs, (min)> 99 99 99 95 300
eletronegativos no MNEA e HMN tornam essas moléculas 5 e 170, (%)° 45 50 59 65 51

vezes menos reativas com®@, que o MNP, respectivamente. 3
Cadeias alquilicas mais longas (como no NDP e DHPN) au-

mentam a densidade eletr6nica no anel, mas seu efeito estéri

diminui sua reatividade quando comparados com o MNP.

Tempo necessario para decompor 50% dos endoperoxidos
0= In2/k

%

Tempo necessario para decompor 95% dos endoperéxidos
tose, = IN20/K

¢ Rendimento acumulativo d&, produzido na termdlise.

DANOS EM DNA PROMOVIDOS PELO OXIGENIO
SINGLETE

Com o objetivo de caracterizar a natureza molecular dos
danos em DNA e mutagOes em células de mamifero foi usado
10, gerado pela termodecomposicdo do NDPOA reativi-
dade do'O, em relagédo aos acidos nucleicos tem sido ampla-
mente discutidd®3*3%e quebras em fitas e sitios alcali-labeis
foram identificados em DNA exposto a diferentes fontes de
10,, incluindo NDPQ2¢ Sijtios de oxidacdo de guaninas
foram encontrados adjacentes as quebras fosfodi&gtean-
do modelos “in vitro”, tratados com NDBOfoi mostrado
gue DNA polimerases podiam parar de replicar fitas simples
de DNA que continham lesdes induzidas px°’38 Estas
lesdes em DNA sdo candidatas pré-mutagénicas “in vivo”, e
a mutagenicidade d&0, foi reportada em bactéritlse em
SINTESE DOS ENDOPEROXIDOS A PARTIR DOS células de mamiferd& Assim como NDP@ 'O, pode ser
DERIVADOS DE NAFTALENO gerado pela termodecomposicdo do DHRNGue liberalO,

sob incubacédo a 8T*.

mérias de'O, podem ser usadas para preparar endoperoxidogesoxiguanosina, levando a formagéo de diferentes produtos
em escala preparativa. O método fotoquimico convendidnal de reacéo (Figura 6): dois 4R* e 4S* diastereoisdmeros de 4-
30, + hy 1 hidroxi-8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (4-OH-8-oxod-
2 2 Guo) e a 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo)
. . . _gue uma vez produzida reage dez vezes mais rapido’©pm
Eo "’!e“’d? que emprega o despropo_rmonamento do perOXIQerando acido ciandrico, 2,2-diamino-4-[-(2-despxd-eritro-
do de hidrogénio catalisado pelo molibidéto pentafuranosil)amina]-5-(2H)-oxazolona (Oxazolona) e os

2H,0 + MOOZ ———> 2 KO + MoOZ + 10, distereisdbmeros 4R* e 4S* da 4-OH-8-oxod &t}

Figura 5. Estrutura tridimensional do NDP©Opara exemplificar o
efeito estérico do grupo substituinte na posigao 1,4 do anel naftalénico

(fotosensibilizador)
E——

Em ambos os casos o processo de oxidagcdo ocorre mais
rapidamente em solventes deuterados (ex. &gua deuterada), uma N »§ o
vez que o tempo de vida do oxigénio singlete é maior nesse " N)\N ' X
tipo de solvent¥. z

10, OR

A escolha do método depende das propriedades fisico-quimi- droz HN »>=0
cas do composto naftalénico. Para derivados de naftaleno com N, HZNJ\ X
substituintes carboxilados, como MNP e NDP (Figura 3), 0 méto- Py &’O - "\
do quimico é mais adequado, ja4 que o endoperdxido formado HAT N ot rorodsuo
pode ser recuperado por precipitacdo da forma &cida. Para outros l T
derivados, a fotooxidagdo deve ser usada na condi¢do que o foto- OH
sensibilizador possa ser eliminado no final do processo. Fotosen- " ‘oz H-N%’Bzo
sibilizadores mais usados s&o azul de metileno e rosa bengala. H/'L [0 — Hiq)\ N

A termolise do endoperoxido naftalénico (2NOG 2N + '\dR R
10, + %0;) segue cinética de primeira ordem com constante de 8-oxodGuo / l
velocidade k, a Tabela 2 traz valores sig, {tempo necessario i
para decompor 50% dos endoperoxidosye (tempo necesséa- B\IOXNHZ H o)\N/C
rio para decompor 95% dos endoperéxidos). Os dados mos- Sy NHy e
tram que os endoperéxidos liberam seu oxigénio molecular - R
dentro de 2h a 3T; este valor é conveniente quando se traba- Oxazolona 1
lha com testes biolégicos. HaN M2 g

Uma parte do oxigénio formado durante a termolise esta no D:.fkm.
estado excitado singlete e pode ser medido pela deteccdo do dR = 2desoxiribose o
endoperoxido do rubreno-2,3,8,9-tetracarboxilato de tetrapotas- I
sic®*32 De maneira geral, pode-se dizer que todos endoperdxi- Acido cianirico
dos derivados de naftaleno liberd@, com cerca de 50% de Figura 6. Principais produtos de oxidagdo da 2'-desoxiguanosina
rendimento (Tabela 2). (dGuo) gerados por oxigénio singlete.
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Quando o objetivo é estudar, por exemplo a interagdo do 17. Moureu, C.; Dufraisse; Dean, P. NC;R Acad. Scil926,

10, com membranas bioldgicas, o endoperéxido do DMN (Fi- 182, 1584.

gura 4) torna-se uma ferramenta mais adequada para esse tip@8. Dufraisse; Velluz, L.C R Acad. Sci1939 208 1822.

de ambiente apolt 19. Wasserman, B. H.; Larsen, D. L), Chem.Soc.Comm
1972 253.

CONCLUSAO 20. Aubry, J. M.; InMembrane Lipid OxidationYigo-Pelfrey,
C., Ed., CRC Press, Boca Raton, 1991, Vol 2, p 65.

Em funcdo das dificuldades envolvidas em oB@s livre 21. Mller, K.; Ziereis, K.;Arch.Pharm. (Weinheim1992

de outros contaminantes reativos, existe uma escassez de estu- 325, 219.

dos detalhados sobre os aspectos da bioquimic&0gdoO 22. Nieuwint, A. W. M.; Aubry, J. M.; Arwert, F.; Kortbeek,

objetivo deste trabalho foi apresentar uma ferramenta util para H.; Herzberg, S.; Joenje, HEree Rad. Res. Commun.

gerar 10, Os endoperdxidos de derivados de naftaleno sold- 1985 1, 1.

veis em agua cumprem este papel, pois suas propriedades fisi23. Matsuura, T.; Inoue, KFree Rad. Res. Commuh987,
co-quimicas sao adequadas para o uso como fonte quimica de 2, 327.

10, em meio bioldgico. 24. Pierlot, C.; Hajjam, S.; Barthélémy, C.; Aubry, J. M.;
Photochem. Photobiol. B996 36, 31.
AGRADECIMENTOS 25. Dewilde, A.; Pellieux, C.; Pierlot, C.;Wattré P.; Aubry, J.

M.; Biol. Chem.1998 379, 1377.
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paul®6. Marvel, C. S.; Wilson, B. D.J. Org. Chem1989 54, 726.
(FAPESP), Conselho Nacional para o Desenvolvimento Cienti- 27. Lock, G.; Walter, E.Chem. Ber1942 75B, 1158.

fico e Tecnologico (CNPq), Programa de Apoio aos Nucleos de 28. Aubry, J. M.; Mandard-Cazin, B.; Rougee, M.; Bensasson,

Exceléncia (PRONEX/FINEP). G.R.M. é bolsista da FAPESP. R. V.; J. Am. Chem. So0d.995 117, 9159.
29. Wasserman, B. H. I8inglet oxygenMurray, R. W., Ed.,
REFERENCIAS Academic Press, New York, 1979.
30. Aubry, J. M.; Cazin, B.; Duprat, FJ, Org. Chem1989
1. Frimer, A. A. InSinglet O2 CRC Press; Boca Raton, 54, 726.
1985, Vol. I, 1. 31. Kajiwara, T.; Kearns, D. RJ. Am. Chem. Socl973
2. Boveris, A.; Cadenas, E.; Chance, Bed. Proc.198] 95, 5886.
40, 195. 32. Aubry, J. M.; Rigaudy, J.; Nguyen, K. Q.; Photochem.
3. Sies, H.;Mut. Res 1993 299, 183. Photobiol. 1981, 33, 149.
4. Menck, C. F. M.; Di Mascio, P.; Agnez, L. F.; Ribeiro, 33. Di Mascio, P.; Wefers, H.; Do-Thi, H-P.; Lafleur, M. V.
D. T.; Oliveira, R. C.;Quim. Noval993 16, 328. M.; Sies, H.;Biochem. Biophys. Actal989 1007, 151.
5. Di Mascio, P.; Medeiros, M. H. G.; Bechara, E. J. H.; 34. Cadet, J.; Berger, M.; Douki, T.; Morin, B.; Raoul, S.;
Catalani, L. H.;Ciéncia e Cultural995 47, 297. Ravanat, J-L.; Spinelli, SBiol. Chem.1997 378 1275.
6. Di Mascio, P; Bechara, E. J. H.; Medeiros, M. H. G.; 35. Briviba, K.; Klotz, L. O.; Sies, H.Biol. Chem.1997,
Briviba, K.; Sies, H.;FEBS Lett 1994 355, 287. 378, 1259.
7. Briviba, K.; Saha-Méller, C. R.; Adam, W.; Sies, H.; 36.Blazek, E. R.; Peak, J. G.; Peak, M. Photochem.
Biochem. Mol. Biol. Int1996, 38 647. Photobiol. 1989 49, 606.
8. Cilento, G. InChemical and biological generation of  37.Piette, J.; Calberg-Bacq, C.M.; Lopez, M.; Van de Vorst,
excited statesAdam, W.; Cilento, G., Eds.; Academic A.; Biochem. Biophys. Actd984 781, 257.
Press; New York, 1982, p. 279. 38. Ribeiro, D. T.; Bourre, F.; Sarasin, A.; Di Mascio, P.;
9. Steinbeck, M. J.;Khan, A. U.; Karnovsky, M. J.;Biol. Menck, C. F. M.;Nucleic. Acids Resl992 20, 2465.
Chem 1993 268 15649. 39. Di Mascio, P.; Menck, C. F. M.; Nigro, R. G.; Sarasin,
10. Corey E. J.; Mehrotra M. M.; Khan A. UBiochem. A.; Sies, H.;Photochem. Photobiofl99Q 51, 293.
Biophys. Res. Commuih987, 145, 842. 40. Ribeiro, D. T.; Madzak, C.; Sarasin, A.; Di Mascio, P.;
11. Fridovich, I.; Handler, PJ. Biol. Chem1958 233,1581. Sies, H.;Photochem. Photobioll992 55, 39.
12. Held, A. M.; Halko, D. J.; Hurst J. KJ, Am. Chem. Soc. 41. Pierlot, C.; Aubry, J. M.; Briviba, K.; Sies, H.; Di Mascio,
1978 100, 5732. P.; Methods Enzymol000, 319, 3.
13. Aubry, J. M; Cazin, B.lnorg. Chem.1988 27, 2013. 42. Ravanat, J-L.; Cadet, J.; Araki, K.; Toma, H. E.;
14. Foote, C. S. InFree rad. biol, Pryor, W. A. Ed,; Medeiros, M. H. G.; Di Mascio, P.Photochem.
Academic Press, N. Y., 1986; vol. 2, p. 85. Photobiol 1998 68, 698.
15. Di Mascio, P.; Sies, HJ. Am. Chem. Socl989 111, 43. Sheu, C.; Foote, C. SI; Am. Chem. So995 117, 6439.
2909. 44. Di Mascio, P.; Catalani, L. H.; Bechara, E. J. Free
16. Sies, H.; Menck, C. F. MMut. Res.1992 275, 367. Rad. Med.1992 12, 471.

QUIMICA NOVA, 23(5) (2000) 689



