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RESUMO

Scalfo, A.C. Geracdo de oxigénio molecular singlete: termolise de
endoperoxidos naftalénicos e reacdo de hidroperéxidos lipidicos com ion
nitronio. 2014. 178p. Tese (Doutorado) - Programa de Pdés-Graduagdo em
Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.
Oxigénio molecular singlete [Oz(lAg)]: uma espécie excitada, desempenha um
papel importante em sistemas quimicos e biolégicos. E um poderoso eletrofilo,
gue reage com moléculas ricas em elétrons através de cicloadi¢des [2+2], [4+2] e
reacbes tipo ene. Acidos graxos poliinsaturados, proteinas e DNA s&do alvos
vulneraveis para o ataque de 02(1Ag). Os endoperéxidos de derivados de
naftaleno sdo muito Uteis e versateis como fontes limpas de Oz(lAg), uma vez que
sdo quase quimicamente inertes. Por outro lado, o desenvolvimento de novas
fontes de 02(1Ag) ainda é uma tarefa desafiadora. Os derivados de naftaleno séo
capazes de armazenar 02(1Ag) por reacao de cicloadiacdo [4+2] e libera-lo em
temperaturas amenas, 0 que 0s torna muito adequados para uso em estudos
bioldgicos. A sintese destes compostos esta baseada em modificacbes nos
substituintes ligados nas posi¢cdes 1 e 4 da estrutura do naftaleno. Na primeira
parte deste trabalho, a sintese de trés endoperéxidos derivados do naftaleno
sollveis em agua foi realizada. DHPNO, e NDPO, foram preparados de acordo
com métodos similares descritos na literatura. A sintese de um novo
endoperoxido dicatibnico derivado do naftaleno (NBTEO,) foi desenvolvida,
contendo dois grupos de cloreto de aménio quaternario nas posi¢des 1,4 do anel
aromatico. O intermediario chave na sintese dos trés endoperéxidos é o BBMN, o
qual foi preparado a partir da bromacéo radicalar do 1,4-dimetilnaftaleno. Nossos

resultados tém indicado que este composto dicatibnico pode ser uma fonte

quimica de Oz(lAg) em potencial, e pode ser explorado em estudos com



mitocondrias, onde o papel biologico de Oz(lAg) € investigado. A segunda parte
deste trabalho foi dedicada a investigar a geragéo de Oz(lAg) através das reacdes
entre hidroperéxidos de lipideos (acido oleico, linoleico e colesterol),
hidroperoxidos organicos (cumeno e t-butila), bem como perdxido de hidrogénio
com NO,", utilizando o composto NO,BF,. Evidéncias da geragdo de Oz(lAg)
foram obtidas através de medidas de emissdo de luz na regido do infravermelho
proximo, no comprimento de onda de 1270 nm. Além disso, a prova inequivoca da
presenca de O(*Ay) foi demonstrada através da caracterizagdo espectral direta
da emissdo de luz no infravermelho proximo. O uso de azida de sédio como
captador fisico de Oz(lAg), juntamente com as medidas da quimiluminescéncia,
contribuiram para identificar a geracdo desta espécie na reacdo entre
hidroperoxidos de lipideos e NO,BF,. Embora seja uma abordagem quimica,
nossos resultados adicionaram informagdes importantes sobre a peroxidacao
lipidica, principalmente quando espécies reativas de nitrogénio estdo envolvidas.
O 02(1Ag) poderia ser gerado como um subproduto da peroxidacédo lipidica em
condicBes onde espécies reativas de nitrogénio interagem com hidroperéxidos
lipidicos. Isto pode contribuir para um melhor entendimento deste evento

complexo com implicag@es fisiol6gicas ou fisiopatologicas.

Palavras-chave: oxigénio molecular singlete, endoperéxidos do naftaleno,

hidroperoxidos de lipideos, ion nitrénio, emisséo de luz, peroxidagao.



ABSTRACT

Scalfo, A.C. Generation of singlet molecular oxygen: thermolysis of
naphthalene endoperoxides and reaction of lipid hydroperoxides with
nitronium ion. 2014.178p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Singlet molecular oxygen [02(1Ag)], an excited species, plays an important role in
chemical and biological systems. It is a powerfull electrophile, reacting with
electron rich molecules through [2+2] cycloadditions, [4+2] cycloadditions and ene
reactions. Polyunsaturated fatty acids, proteins and DNA are vulnerable targets for
Oz(lAg) reaction. Naphthalene derivatives endoperoxides are very useful and
versatile as a clean source of 02(1Ag), once they are almost chemically inert. On
the other hand, developing new sources of Oz(lAg) are still a challenging task.
Naphthalene derivatives are able to trap Oz(lAg) by [4+2] cycloaddition and release
it in mild temperatures, which make them very suitable for biological studies. The
synthesis of these compounds is based on modifications in substituents bonded in
1,4 positions of nafhthalene backbone. In the first part of present work, the
synthesis of three water soluble naphthalene derivatives endoperoxides was
performed. DHPNO,, NDPO, were prepared according to similar methods
described in the literature. A new di-cationic naphthalene derivative endoperoxide
(NBTEO;) synthesis was developed, containing two quaternary ammonium
chloride groups in 1,4-positions of aromatic ring. The key intermediate: for the
synthesis of the three endoperoxides is the compound BBMN, which was prepared
from radicalar bromination of 1,4-dimethylnaphthalene. Our results have indicated
that this di-cationic compound can be a potential chemical source of O,(*Ay) and
may be explored in mitochondrial studies where 02(1Ag) biological role is

investigated. The second part of this work is dedicated to the investigation of

generation of O, (1Ag) through reaction of lipid hydroperoxides (oleic acid, linoleic



acids and cholesterol), organic hydroperoxides (cumene and t-butyl), as well as
hydrogen peroxide with NO,", using the compound NO,BF,. Evidences of
generation of 02(1Ag) were obtained recording the monomol light emission
measurement in near infrared region at wavelength of 1270 nm. Moreover, the
proof of the presence of 02(1Ag) was unequivocally demonstrated by the direct
spectral characterization of near-infrared light emission. The use of sodium azide
as a physical quencher of Oz(lAg), associated to chemiluminescence
measurements, contributed to identify the generation of this species in the reaction
of lipid hydroperoxides and NO;BF,. Although, it is a chemical approach, our
results add important information about lipid peroxidation, mainly when reactive
species of nitrogen are involved. 02(1Ag) might be generate as a byproduct of lipid
peroxidation, in conditions where reactive nitrogen species interact with lipid
hydroperoxides. This might contribute to a better understand of this complex event

and physiological or physiopathological implications.

Keywords: singlet molecular oxygen, naphthalene endoperoxide, lipid

hydroperoxides, nitronium ion, light emission, peroxidation.
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AANO, acido araquidénico nitrado

ADP 9,10-antraceno dipropanoato de sodio

AM azul de metileno

ANDP acido 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropandico

APCI ionizacao quimica a pressado atmosférica

ATP adenosina trifosfato

BBMN 1,4-bis(bromometil)naftaleno

Br* radical bromo

t-BuOOH hidroperdxido de t-butila

t-BuOO® radical t-butila

ChOOH hidroperoxidos do colesterol

cr radical cloro

COX ciclooxigenase

CuOOH hidroperdxido de cumeno

CuOO* radical cumil

DHPN N,N-(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida

DHPNO; endoperoéxido de N,N’-(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-
naftilideno)dipropanamida

DMF dimetilformamida

DMN 1,4-dimetilnaftaleno

DMNO; endoperoxido de 1,4-dimetilnaftaleno

DMSO dimetilsulfoxido

D,O oxido de deutério/ agua deuterada

DPA 9,10-difenilantraceno

EAS sulfato mono-2[(10-sulfoxi-etil)-antracen-9-il] ester de sédio)

ER espécies reativas

ERB espécies reativas de bromo

ERC espécies reativas de cloro

ERN espécies reativas de nitrogénio

ERO espécies reativas de oxigénio

ESR electron spin resonance

EtsN trietilamina



EtOH
EtOAC
Et,O
EtsN

ESI

FMN
GSH
GSSG
GPx
HO,*
HMN
HPLC

L°
LAOOH
LOOH
LO®
LOO*
LOX
MeCN
Mel
MeOH
MeO'Na"
Me2SO4
mMiniSOG
MNEA
MNP
MS
NaNs
NBTE
NBTEO,

NDDA
NDDE
NDP

etanol

acetato de etila

éter dimetilico

trietilamina

lonizagao por eletrospray

flavina mononucleotideo
Gama-L-glutamil-L-cisteinil-L-glicina (glutationa reduzida)
glutationa dissulfeto

glutationa peroxidase

radical hidroperoxila

1,4-dihidroximetil-naftaleno

high performance liquid chromatography

radical lipidico

hidroperdxidos do acido linoleico

hidroperoxidos de lipideos

radical hidroxila lipidico

radical peroxila lipidico

lipoxigenases

acetonitrila

iodo metano

metanol

metdxido de sodio

dimetilsulfato

mini singlet oxygen generator

cloreto de N,N,N-trimetil-N-2-(4-metilnaftil)etil aménio
3-(4-metilnaftil)propanoato de sédio

espectrometria de massas

azida de sodio

2,2'-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio)
endoperoxido de 2,2'-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-
trimetil etanaminio)

2,2’-(naftalen-1,4-dil) diacetonitrila
2,2’-(naftalen-1,4-dil)dietanamina

3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sédio



NDPE 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de etila

NDPO, endoperdéxido de 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sodio
NO* oxido nitrico

NO,* diéxido de nitrogénio

NOS Oxido nitrico sintases (do inglés)

0, anion superoxido

OAOOH hidroperoxidos do acido oleico

*OH radical hidroxila

ONOO peroxinitrito

PGHS prostaglandinas endoperéxido H sintase

PGG; prostaglandina G,

PGH, prostaglandina endoperoéxido H;

PLA fosfolipase A

PLC fosfolipase C

PKC proteina quinase C

POX atividade catalitica peroxidase da enzima PGHS
RO* radical hidroxila

ROO* radical peroxila

ROOH hidroperoxidos

SOD superoéxido dismutase

ta temperatura ambiente

T™MS tetrametilsilano

TxA2 tromboxano A;

TxB, tromboxano B;

uv ultravioleta

A comprimento de onda

hv luz

€ coeficiente de absortividade molar

m/z relacdo massa carga

02(329') oxigénio molecular no estado triplete (estado fundamental)
02(12g+) oxigénio molecular no estado singlete

Oz(lAg) oxigénio molecular no estado singlete



sl

aguecimento

constante de acoplamento
duplo dubleto

multipleto

quarteto

singleto

singleto largo

tripleto



Lista de Figuras

Figura 1.1. Representagcdo da cadeia de transporte de elétrons e
formacgao do anion

Figura 1.2. Representacdo da reducdo sequencial do oxigénio a
adgua e a acao das defesas enziméticas contra algumas das espécies
geradas. SOD — superoxido dismutase, GPx — glutationa peroxidase
(Adaptado de Fridovich, 1978).

Figura 1.3. Resumo das vias principais para formacao de ER. NOS —
oxido nitrico sintetase, SOD - superéxido dismutase, MPO -
mieloperoxidase, CAT — catalase, GPx — glutationa peroxidase, M —

metais de transicédo (Adaptado de Kalyanamaran, 2013).

Figura 1.4. Distribuicdo eletrbnica do oxigénio nos orbitais atbmicos

e molecular.

Figura 1.5. Exemplos de hidroperéxidos alilicos obtidos a partir da
reacdo de olefinas com hidrogénio alilico com *0O.. (A) Reacdo com
2,3-dimetil-2-buteno, fornecendo 2,3-dimetil-1-buteno-3-
hidroperoxido. (B) Reacdo com 1,2,3,4,5,6,7,8-octaidronaftaleno,
fornecendo 1,2,3,4,4a,5,6,7,8-octaidronaftaleno-4a-hidroperéxido (C)
Reagdo com 2-metil-2-penteno, fornecendo 2-metil-1-penteno-3-

hidroperoxido e 2-metil-3-penteno-2-hidroperdxido.

Figura 1.6. Exemplo de reacéo de cicloadicdo [2 + 2] entre 'O, e
olefinas para formagdo de dioxetano. O composto (E)-1,2-
dietoxietano reage com '0O,,gerando o intermediario 3,4-dietoxi-1,2-
dioxetano, o qual se decompde termicamente fornecendo formiato de

etila.

Figura 1.7. Exemplo de reacéo de cicloadicéo [4 + 2]. Reacdo do 'O,
com 1,4-dimetilnaftaleno (DMN), gerando o endoperoxido 1,4-
dimetilnaftaleno (DMNO,).

30

31

32

33

36

37

38



Figura 1.8. Estrutura dos captadores quimicos do O, derivados do
antraceno. DPA (9,10-difenilantraceno), ADP (9,10-antraceno
dipropanoato de soédio) e EAS (sulfato mono-2[(10-sulfoxi-etil)-

antracen-9-il] ester de sédio).

Figura 1.9. Métodos diretos e indiretos utilizados para deteccéo de
1
O..

Figura 1.10. Mecanismos tipo | e tipo Il da fotossensibilizacdo (S=

substrato, FS= fotossensibilizador, ISC= cruzamento intersistemas).

Figura 1.11. Derivados naftalénicos com substituintes hidrofilicos.
MNP  (3-(4-metilnaftil)propanoato de sodio), NDP (3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de sodio), MNEA (cloreto de N,N,N-trimetil-
N-2-(4-metilnaftil)etii amdénio), HMN (1,4-dihidroximetil-naftaleno),e
DHPN N,N’-(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida.

Figura 1.12. Representacdo geral das etapas da peroxidacao

lipidica.

Figura 1.13. Estruturas de alguns aldeidos formados pela oxidacao

de acidos graxos insaturados (adaptado de Salvayre et al., 2008)

Figura 1.14. Esquema do mecanismo de Russell (1957).

Figura 1.15. Biossintese de prostanoides derivados do acido
araquidénico. Mecanismo de catalise da ciclooxigenase (COX) com
formacao de PGG, e peroxidase com formagédo de PGH, (Adaptado
de Schneider et al., 2007 e Smith et al., 2000).

Figura 1.16. Mecanismo de catalise de lipoxigenases. (adaptado de
Brash, 1999).

40

41

46

51

55

56

57

60

61



Figura 1.17. Oxidacdo do acido linoleico mediada por NO;'
(adaptado de Cadet e Di Mascio, 2006).

Figura 1.18. A administragdo de AANO;, a plaquetas humanas
ativadas inibiu a enzima PGHS-1, além de diminuir a agregacéao
plaquetéaria. A estimulacdo de plaguetas ativa a fosfolipase C (PLC),
com liberac&o de diacilglicerol e Ca?*. A fosfolipase A (PLA) promove
a liberacdo do &cido araquidénico dos fosfolipideos da membrana,
gue entdo na via de PGHS-1 forma prostaglandina endoperéoxido H»
(PGHy), que por sua vez é transformada no pro-agregante
tromboxano A, (TxA;) pela enzima tromboxano A, sintase (TxAz). O
diacilglicerol ativa a PKC, levando a ativacdo de uma cascata
enzimatica até agregacao plaquetaria. (Adaptado de Trostchansky et
al., 2013).

Figura 3.1. Representacdo esquematica do sistema reacional para
preparacédo de DHPN®0..

Figura 3.2. Representacdo esquematica de uma reacdo de

fotossensibilizagéo.

Figura 4.1. Preparacdo dos endoperoxidos derivados do naftaleno
DHPNO; e NDPO..

Figura 4.2. Espectro de ESI*-MS do DHPNO; (A) e de DHPN'®0,
(B).

Figura 4.3. (A) Emissao de luz em A= 1270 nm gerado pela termdlise
de DHPNO, a 37°C. (B) Espectro de emissdo de 'O, liberado pela
termolise de DHPNO; a 37°C (25 mM em D0).

Figura 4.4. Preparagdo dos endoperoxidos derivados do naftaleno

NDPO;.

63

65

79

87

95

97

98

98



Figura 4.5. Espectro de ESI/MS do endoperoxido NDPO,,
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de luz do DMNO:; foi obtido pela termdlise de uma solugcdo 10 mM de
DMNO; em CHCI3/MeOH (4:1; viv) a 37°C.
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Figura 4.26. Espectro de emissdo de luz no infravermelho para as
reacoes entre (A) H,O, e os hidroperdxidos de (B) CuOOH e (C) t-
BuOOH com NO,BF,4. Os espectros foram obtidos a partir da reacao
de 3 mL de uma solucdo 10 mM de H,O, e dos hidroperoxidos
organicos em CHCI3/MeOH (4:1; v/iv) com NO,BF,. (D) O espectro de
emissao de luz do DMNO; foi obtido pela termdlise de uma solucéo
10 mM de DMNO; em CHCI3/MeOH (4:1; viv) a 37°C.

Figura 4.27. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reacfes entre
os hidroperéxidos de (A) acido oleico, (B) &cido linoleico, (C) ChOOH
e NO,BF; em meio acidificado. Reagbes controle (a) CHCl;/MeOH
(4:1; viv) e NO,BF;, (b) L/CHCI3/MeOH/NO2,BF,4, (€)
LOOH/CHCI:/MeOH sem NO,BF, foram realizadas, em meio
acidificado. Preparou-se 3 mL de uma solucdo 10 mM dos
hidroperoxidos e/ou lipideos em CHCI3/MeOH (4:1, v/v), com adicao
de 1 pL de HCI concentrado (concentracao final de 4,1 mM) para as

reacoes.

Figura 4.28. Espectro de emissao de luz no infravermelho para as

reacoes entre os hidroperoxidos de lipideos (A) OAOOH, (B)

117

118

119

120

121



LAOOH, (C) ChOOH e NO;BF, em meio acidificado. Os espectros
foram obtidos a partir da reagdo de 3 mL de uma solugéo 10 mM dos
hidroperoxidos em CHCI3/MeOH (4:1, v/v), contendo 1 pL de HCI
concentrado (concentracdo final de 4,1 mM ) com NO.BF,4. (D) O
espectro de emissédo de luz do DMNO, foi obtido pela termdlise de
uma solugéo 10 mM de DMNO,; em CHCI3/MeOH (4:1, v/v) a 37°C.

Figura 4.29. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reacgdes entre
(A) H20,, (B) CuOOH, (C) t-BuOOH e NO,BF,4. Reacdes controle (a)
CHCI3/MeOH (4:1, viv) e NO,BF4 (b) H,0O, e/ou ROOH/CHCI3;/MeOH
sem NO,BF, foram realizadas em meio acidificado. Empregou-se 3
mL de uma solucdo 10 mM de H,O, e dos hidroperoxidos em
CHCI3/MeOH (4:1, v/v) com adicdo de 1 puL de HCI concentrado

(concentracéao final de 4,1 mM) para as reacdes.

Figura 4.30. Espectro de emissdo de luz no infravermelho para as
reacoes entre (A) H,O, e os hidroperoxidos de (B)CuOOH e (C) t-
BuOOH, em meio acidificado, com NO,BF;. Os espectros foram
obtidos a partir da reacdo de 3 mL de uma solugcédo 10 mM de H,0; e
dos hidroperéxidos organicos em CHCI3/MeOH (4:1; v/v), contendo 1
uL de HCI concentrado, com NO,BF,. O espectro de emissao de luz
do DMNO; foi obtido pela termdlise de uma solucdo 10 mM de
DMNO; em CHCI3/MeOH (4:1; viv).

Figura 4.31. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reac0es entre
os hidroperéxidos de lipideos (A) OAOOH, (B) LAOOH e NO;BF,.
Para verificar o efeito de supressdo de NaNs, preparou-se 3 mL de
uma solugdo 10 mM dos hidroperdxidos em MeOH e reagiu-se com
NO2BF, (a) na presenca de NaN;3 e (b) sem NaN;. Para OAOOH
foram injetados 200 pL de uma solugdo 25 mM de NaN3
(concentracgao final de 1,56 mM) e para LAOOH foram injetados 500

pL de uma solucdo 25 mM de NaN3 (concentragao final de 3,57 mM).

Figura 4.32. Emisséo de luz em A= 1270 nm para as reacgéo entre 0s

122

123

124

125



hidroperdxidos de lipideos ChOOH e NO,BF,. Para verificar o efeito
de supresséo produzido por NaNs, preparou-se 3 mL de uma solucéo
10 mM de ChOOH em CHCI3/MeOH (4:1, v/v) e reagiu-se com
NO,BF, (a) na presenca de 500 puL de uma solucdo 25mM de NaN3
(concentracgao total 3,57 mM) e (b) sem NaNs.

Figura 4.33. Andlise por ESI/MS da reacdo de OAOOH e NO,BF,.
(A) cromatograma do monitoramento do ion de m/z 359, (B) espectro
de massa de m/z 50-500, (C) espectro de fragmentacdo do ion m/z

359 (representado para o isomero 9-OAOOH).

Figura 5.1. Preparacdo dos endoperéxidos derivados do naftaleno.
As reacfes partem do composto comercial 1,4-dimetilnaftaleno e tem
um intermediario, o BBMN (em vermelho), comum a sintese do
DHPNO, (em verde), NDPO, (em roxo) e NBTEO, (em azul).
Diretamente do DMN se obtém o endoperéxido derivado DMNO, (em

laranja).

Figura 5.2. Mecanismo proposto para formacdo de 'O, gerado na

reacao entre os hidroperéxidos de lipideos e NO,BF,.

Figura 5.3. Mecanismo proposto para formacédo do produto nitrado
de m/z 359 (representado para o isdbmero 9-OAOOH).

Figura 5.4. Mecanismo proposto para geracdo de 'O, na reacdo
entre os hidroperéxidos terciarios e NO,BF,; (exemplificado para t-
BuOOH).

Figura 5.5. Formag&o do super eletréfilo NO," (Adaptado de Klump,
2009).

Figura 5.6. Propostas para formacéo de 'O, gerado na reagéo entre

os hidroperéxidos e NO,BF, em meio acidificado.
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1 - Introducéo

1.1 — Aspecto Geral sobre Espécies Reativas

Espécies “reativas” de oxigénio (ERO) é um termo coletivo, que engloba
espécies radicalares e nado radicalares derivadas do oxigénio molecular (O,).
Estas espécies possuem diferentes propriedades quanto a sua reatividade, tempo
de vida e capacidade de difusdo. Como exemplo de espécies radicalares
podemos citar o anion superéxido (O,"), o radical hidroxila ("OH), o radical
alcoxila (RQO®), o radical peroxila (ROO®), e como espécies ndo radicalares, o
peréxido de hidrogénio (H,O,) e 0zb6nio (O3). A disseminacdo do termo espécies
‘reativas” (ER) representa uma expansdo, uma vez que este inclui espécies
reativas de nitrogénio (ERN), de cloro (ERC) e bromo (ERB). Dentre as ERN
podemos citar trés principais: 6xido nitrico NO*, diéxido de nitrogénio (NO,") e
peroxinitrito (ONOQO’). Exemplos de ERC sé&o o acido hipocloroso (HOCI) e radical
cloro (CI') e de ERB sédo acido hipobromoso (HOBr) e radical bromo (Br®)
(Halliwell, 2006, Halliwell e Gutteridge, 2007).

Durante o curso da evolucdo, a producdo de energia foi eficientemente
aumentada com emprego de O, como aceptor final pela cadeia de transporte de
elétrons na mitocondria. A escolha do O, reside em suas caracteristicas
eletrbnicas, com dois elétrons desemparelhados de mesmo spin em orbitais
moleculares de mesma energia, as quais contribuem para que esta molécula seja
cineticamente inerte e, portanto adequada para exercer o papel de aceptor de
elétrons (Naqui et al., 1986). Entretanto, apesar do seu papel contundente na
producdo de energia a partir da oxidacao de nutrientes, uma parcela deste O,

transforma-se em ERO, que por sua vez reagem com biomoléculas e provocam
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diversas modificacfes. Desse modo, o metabolismo aerdbico leva a formacéo de
ERO e a prépria evolucdo tratou de produzir mecanismos de defesa, que sao
capazes de manter ERO em niveis basais, e reparar as modificacbes celulares
causados por estas espécies (Ji, 1999, Halliwell e Gutteridge, 2007). Por outro
lado, ha outras condicdes fisiologicas, além da producdo de energia, tais como a
fagocitose, a acdo de enzimas oxidases e sinalizacédo celular que contribuem para
a producéo de tais espécies e que nao possuem um papel deletério (Valko et al.,
2007, Winterbourn, 2008).

A mitocéndria é o local de maior producéo de radicais livres, uma vez que
na cadeia de transporte de elétrons O, é reduzido a agua pela transferéncia
sequencial de quatro elétrons, através de complexos enziméticos. Assim, na
cadeia ha uma alternancia de reacdes de oxidacdo e reducdo dos seus
componentes, 0 que possibilita um “vazamento” de elétrons, o qual pode ocorrer
nos complexos Il e lll (Figura 1.1). A reacdo de um elétron diretamente com
oxigénio molecular, produz o anion superéxido O,". Estima-se que 1-2% do
oxigénio consumido pela mitocdndria seja convertido em O,* (Cadenas e Davies,
2000, Turrens, 2003, Valko et al., 2007). Esta espécie, embora ndo seja muito
reativa frente a muitas biomoléculas, pode reagir rapidamente com outros radicais

como NO® e produzir ONOO', uma espécie altamente oxidante (reacdo 1).

O, + NO" —» ONOO (reagéo 1)
Em pH muito baixo encontra-se como radical hidroperoxila (HO;"), que é
mais redutor que O," com potencial padréo de reducao (E*’) de -0,46V e - 0,33 V,

respectivamente (reagao 2).

O, + H* HO, (reacso 2)
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Espaco
H* H* H* H* Mitocéndrial
Intermembranas

1Comp|exo |

+ + +++++ +++ A+ HEE F 4

9 ’».
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t‘. : g; i% Interna
_/ - N “ Com Iexo ”l I 4 _ _ _ _ ATPJ] sintase
NADH
H* 0O, H+ H,0 / \
ATP ., ATP
0, (32 ) /7 Succmato Fumarato ‘:.02 ( - g) + Pi
"7 2 H* .- Matriz
O2 _17 02 Mitocéndrial

H,0,+ O,

Figura 1.1. Representacdo da cadeia de transporte de elétrons e formacéo do

anion O,"".

O O, pode sofrer dismutacdo rapida e espontanea, em solugédo aquosa,
catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD), produzindo peroxido de
hidrogénio (H,0,). Por sua vez, o H,O, € um oxidante e redutor fraco e pouco
reativo, podendo ser reduzido a agua pelas enzimas catalase ou glutationa
peroxidase. Entretanto, na presenca de metais de transicdo como Fe®*, ocorre a
formacgdo do "OH via reacao de Fenton (reacao 3) (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Este radical € extremamente reativo, apresentando um tempo de meia vida de 10
9

s in vivo, reagindo com varias biomoléculas como proteinas, lipidios,

carboidratos e DNA (Ashan et al., 2003, Valko et al., 2007).
H,O, +Fe?* — » OH®*+OH +Fe3* (reacgéo 3)
A Figura 1.2 mostra a representacao da reducdo sequencial do oxigénio a

agua e a acao de defesas enzimaticas.
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le” le” +2H* le le +H*
(o] A"’ 02_ A“’ H,0, %" OH_A‘> H,O

H,0

o— SoD

Catalase
2H202 ——— ZHZO + 02

GP
H,0, + 2GSH sy 2H,0 + GSSG

Figura 1.2. Representacdo da reducédo sequencial do oxigénio a 4gua e a acéo
das defesas enzimaticas contra algumas das espécies geradas. SOD -
superoxido dismutase, GPx — glutationa peroxidase (Adaptado de Fridovich,
1978).

Também desempenham papel importante em sistemas biolégicos ERN. O
NO°* foi a primeira espécie gasosa descoberta que é produzida endogenamente, e
atua como sinalizadora celular. Esta espécie é gerada por enzimas denominadas
oxido nitrico sintases (NOS) a partir do amino&cido L-arginina, que € convertido a
NO® e L-citrulina. Em sistemas biol6gicos, o NO® pode interagir com outras
espécies, levando a formacdo de derivados mais reativos. Além de produzir
ONOO' pela reacdo com O,"", ele reage com oxigénio molecular gerando o NO,°,
e a combinacéo deste radical com NO® produz o triéxido de dinitrogénio (N2Os3),
(reacbes 4 e 5, respectivamente), este ultimo € um agente nitrosante de
proteinas, e tende a hidrolisar em meio aquoso a nitrito NO,™ (reacao 6) (Fukuto et
al., 2000, Pryor et al., 2006).
2NO" + O, — 2NO, (reac&o 4)
NO;, +NO — NyOg (reac&o 5)
N,O + Hyo — 2NO, + 2H" (reag&o 6)
Outra ER relevante é o HOCI produzida por células fagocitarias, a partir da

reacdo entre H,O, e ions cloreto (CI'), catalisada pela enzima mieloperoxidase
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(MPO) (reacdo 7). Esta espécie ndo radicalar, se decompde rapidamente em Cl,
gasoso e agua (reacao 8), principalmente em pH baixo. O HOCI é muito reativo e
capaz de oxidar muitas biomoléculas de forma direta ou indireta (Halliwell e

Gutteridge, 2007).
MPO N
H,0, +CIF — > HOCI +OH (reacéo 7)

HOCI + H* + CIF —> Cl, +H,0 (reacao 8)

Na Figura 1.3 se encontram resumidamente as vias para a formacédo de

ER.

L-arginina

MitocOndria
NADPH oxidase
Xantina oxidase
Citocromo P450

NOS

NO* + L-citrulina

/ lsoo
o
: CAT
NO,* ONOO H,0, ™ - h,0
(o
NO* Fe?* (reagdo de Fenton)
WO l
N,O, HoCl > +OH
H,0 J PUFA (LH)

NO, L°
o, C > LH
NO* .
LOONO «——— 100
Loo* / \
M

10,+LOH + 1O LOOH —— LOO*/LO*

Figura 1.3. Resumo das vias principais para formacdo de ER. NOS — oxido nitrico
sintase, SOD - superoxido dismutase, MPO — mieloperoxidase, CAT — catalase,
GPx — glutationa peroxidase, M — metais de transicdo, LH — lipideo, L* — radical

lipidico, LOQO® - radical peroxila lipidico. (Adaptado de Kalyanamaran, 2013).
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1.2 — Oxigénio Molecular Singlete

O oxigénio molecular apresenta uma estrutura eletrbnica peculiar,
conferindo o seu paramagnetismo (Figura 1.4). No estado fundamental o O,
contém dois elétrons desemparelhados e com spins paralelos, ocupando orbitais
degenerados n (orbitais diferentes com a mesma energia), constituindo um
estado triplete (329'). Estes dois elétrons apresentam, portanto, um mesmo
namero quantico de spin, e assim, se 0 oxigénio tentar oxidar um atomo ou
molécula aceitando um par de elétrons, o mesmo devera apresentar spins
paralelos para preencher os orbitais ©. Em geral, os elétrons em um orbital
atdmico ou molecular apresentam spins antiparalelos, em acordo com o principio
de exclusdo de Pauli. Portanto, a reducéo direta do O, por dois elétrons com spins
antiparalelos é proibida. Esta restricdo de spin faz com que o O, aceite apenas
um elétron de cada vez, sendo mais reativo com radicais livres e moléculas
excitadas no estado triplete que com outras moléculas organicas (Halliwell e

Gutteridge, 2007, Cadenas, 1989, Di Mascio et al., 1995).

Molecular
Atémico QG* Atdmico
1 n
®o® /YD N\ ®od

2px  2py 2pz @ @ 2px  2py 2pz
®°

Figura 1.4. Distribuicdo eletrdnica do oxigénio nos orbitais atdmicos e molecular.

Para retirada desta restricdo de spin é necessario que ocorra absorcao de

energia pelo oxigénio molecular, o que pode levar a uma alteracao na distribuicao
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eletrbnica por meio da inversdo do spin do elétron. O oxigénio eletronicamente
excitado pode apresentar-se em dois estados distintos o 'Aq e 'Z,*, ambas com
capacidade de oxidagdo aumentada em relacdo ao oxigénio molecular. O primeiro
estado (1Ag) tem uma energia de 22 kcal/mol acima do estado fundamental e uma
vida-média alta em torno de 2-4 ps em H,O. Ja o estado 129+, possui uma energia
de 37,5 kcal/mol acima do estado fundamental e vida média muito menor,
decaindo rapidamente para o estado 1Ag (Tabela 1). Ap6s estas consideracoes,
podemos dizer de modo geral, que a forma relevante em sistema bioldgico é a

forma 'Aq que sera denotada no texto como *O,.

Tabela 1. Distribuicdo eletrdnica nos orbitais moleculares 7z* do oxigénio
molecular no estado excitado singlete (129+ e lAg) e no estado fundamental triplete

53y

Estado Orbitais ©t * Energia (kcal / mol) Tempo de vida (s)
1y +  + 375 1011
1A H _ 22,5 106

3% +  +

O tempo de vida do 'O, é menor em solucéo (na ordem de us), que em
fase gasosa (45 min a presséo zero), em razdo da sua desativacao por colisao
com as moléculas do solvente. Além disso, o seu tempo de vida difere
consideravelmente em funcdo do solvente utilizado. Isto se deve ao fato de que a
energia de excitacdo eletronica proveniente do 'O, é transformada em energia

vibracional do O, e do solvente (Schmidt e Afshari, 1992), contribuindo para este
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processo, solventes que tém ligagdes C-H e O-H. Na Tabela 2 (Wilkinson et al.,

1995), sdo listados o tempo de vida do 'O, em alguns solventes.

Tabela 2. Tempo de vida do O, em diferentes solventes (Wilkinson et al.,1995).

Solvente Tempo de vida (us)
Agua 4,2

Metanol 11

Etanol 13

Tolueno 27

Benzeno 30

Hexano 31

Acetonitrila 71

Cloroférmio 230

Tetracloreto de carbono 87000

A substituicdo de atomos de hidrogénio por atomos de deutério aumenta o
tempo de vida do 'O, ja que o 4tomo de deutério impde uma restri¢do vibracional,
diminuindo a eficiéncia de transferéncia de energia do 'O, para o solvente
(Monroe, 1985). Esse efeito foi observado pela primeira vez por Kearns que
verificou um aumento no tempo de vida do 'O, em &agua deuterada (Kajiwara e
Kearns, 1973).

Outra caracteristica peculiar do 'O, é sua capacidade de difusdo por
distancias apreciaveis. Em um estudo com uso de células humanas incubadas
com dois tipos diferentes de fotossensibilizadores, com propriedades
espectroscopicas distintas e capazes de gerar 'O, foi observado que a distancia

de difusdo do 'O, estava em torno de 10 a 20 nm (Moan e Berg, 1991).
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1.2.1 - Reacdes do Oxigénio Singlete

Uma vez que 'O, tem carater eletrofilico, ele reage com compostos
insaturados levando a formacdo de hidroperdxidos alilicos, dioxetanos e
endoperoxidos.

A formacéao de hidroperoxidos alilicos ocorre via reacao do tipo ene. Nesta
reacdo, o 'O, reage com uma olefina contendo hidrogénio alilico, promovendo o

deslocamento da ligacéo dupla (reacéo 9).

=

O
+ (”) _ . ‘ | (reacéo 9)
0O 0]
H H
Alguns exemplos deste tipo de reacdo sdo apresentados na Figura 1.5

(Kearns, 1971).

OOH
1
_ O,
(A)
2,3-dimetil-2-buteno 2,3-dimetil-1-buteno-3-hidroperoxido
OOH
1
_%
(B)
1,2,3,4,5,6,7,8-octaidronaftaleno 1,2,3,4,4a,5,6,7,8-octaidronaftaleno-4a-hidroperdxido
OOH OOH
1
© >1 % H * h
—_—
2-metil-2-penteno 2-metil-1-penteno-3-hidroperéxido  2-metil-3-penteno-2-hidroperoxido

Figura 1.5. Exemplos de hidroperéxidos alilicos obtidos a partir da reagédo de
olefinas com hidrogénio alilico com '0,. (A) Reacdo com 2,3-dimetil-2-buteno,
fornecendo 2,3-dimetil-1-buteno-3-hidroperoxido. (B) Reacdo com 1,2,3,4,5,6,7,8-
octaidronaftaleno, fornecendo 1,2,3,4,4a,5,6,7,8-octaidronaftaleno-4a-
hidroperoxido (C) Reacdo com 2-metil-2-penteno  fornecendo 2-metil-1-penteno-3-

hidroperoxido e 2-metil-3-penteno-2-hidroperoxido.
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Compostos olefinicos sem hidrogénio alilico podem reagir com 'O, e
resultar numa cicloadicdo [2+2], produzindo dioxetanos. Estes compostos séo
moderadamente instaveis e podem sofrer decomposicdo, gerando duas
carbonilas, uma em estado triplete excitado, a qual pode ser verificada pela

emissao de luz no visivel (Bartlett e Landis, 1979) (reacéo 10).

R; Rj Oo—0O O* O
0, || A +
> Ry | | R4 > R R (reacéo 10)
R2 R4 R R R]_ R2 3 4

Na Figura 1.6 encontram-se alguns exemplos da cicloadicdo [2+2] (Bartlett

e Schaap, 1970).

OEt —
1 0 H O
0, A 5
— EtOune- —=OEt _—
EtO o H Ifl EtO
(E)-1,2-dietoxieteno 3,4-dietoxi-1,2-dioxetano formiato de etila

Figura 1.6. Exemplo de reacdo de cicloadicdo [2 + 2] entre 'O, e olefinas para
formacéo de dioxetano. O composto (E)-1,2-dietoxietano reage com *O,,gerando
o intermediario 3,4-dietoxi-1,2-dioxetano, o qual se decompfe termicamente

fornecendo formiato de etila.

0 10, pode se comportar como um diendfilo na cicloadigéo [4 +2] ou reacéo
de Diels-Alder e se adicionar a dienos, produzindo endoperoxidos. A estabilidade
destes compostos é bem variada, pois depende da estrutura do substrato (Gilbert

e Baggott, 1991) (reacéo 11).
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=
+ ﬁ _ = Cﬁ) (reacéo 11)
. O ©

A formacao de endoperodxidos derivados do naftaleno utilizados como uma
fonte limpa de O, ocorre por meio desta reacdo. Na Figura 1.7 é apresentada a
reacdo do 1,4-dimetilnaftaleno (DMN) com 'O, a qual leva a formacdo do

endoperoxido correspondente DMNO..

DMN DMNO,

Figura 1.7. Exemplo de reacéo de cicloadicdo [4 + 2]. Reacdo do 'O, com 1,4-

dimetilnaftaleno (DMN), gerando o endoperéxido 1,4-dimetilnaftaleno (DMNO,).

1.2.2 - Métodos de Deteccdo do Oxigénio Molecular Singlete

Como o 'O, é uma espécie excitada, este pode decair para o estado
fundamental com emisséo de luz. Este decaimento pode ocorrer de duas formas
conhecidas como decaimento bimolecular e monomolecular. Assim, o decaimento
bimolecular ocorre através da transicdo simultanea de duas moléculas de 'O
para o estado fundamental, com bandas de emisséo intensa em 634 nm e 703 nm

(reacdo 12) (Khan e Kasha, 1963).
02(*Ag) + 02(*Ag) = 02(°%y) + 02(3Zy) + hv (A = 703nm) (reacdo 12)

A emissao bimolecular pode ser monitorado por uma fotomultiplicadora

sensivel na regido do vermelho, termoeletricamente resfriada e conectada a um
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sistema discriminador e amplificador (Boveris et al., 1981), sendo a intensidade da
emiss&o proporcional ao quadrado da concentracdo de 'O, (Kanofsky, 1989).

O decaimento monomolecular envolve apenas uma molécula de oxigénio,
sendo acompanhado por uma emissao de luz no infravermelho préximo, centrada

em 1270 nm (reacdo 13) (Browne e Ogryzlo, 1964).
0,(*Ag)—> 0:(%y) +hv (A =1270nm) (reag&o 13)

O decaimento monomolecular pode ser observado através de um
espectrometro, contendo um fotodiodo de germanio como detector. A intensidade
de emissdo é diretamente proporcional & concentracdo do 'O, (Khan, 1981).

Outra maneira de detectar o O, é por meio de captadores quimicos, que
reagem com ‘O,, fornecendo produtos especificos e estaveis que podem ser
detectados mesmo em baixa concentracao.

Os derivados do antraceno sdo os captadores mais utilizados, pois
fornecem endoperéxidos estaveis a temperatura ambiente através de reacdes de
cicloadicéo [4 + 2] com o 'O,. Estes endoperéxidos necessitam de temperaturas
relativamente altas, acima de 100°C, para sua decomposicao (Aubry et al., 2003).
Na Figura 1.8 sdo apresentados as estruturas do DPA (9,10-difenilantraceno),
ADP (9,10-antraceno dipropanoato de sédio) e EAS (sulfato mono-2[(10-sulfoxi-
etil)-antracen-9-il] ester de sodio) como captadores quimicos. A utilizacdo da
captacdo quimica conjuntamente com oxigénio marcado isotopicamente 180,
torna-se uma ferramenta importante na deteccéo de 'O,, com alta especificidade,
guando associada a técnicas analiticas e espectroscopicas sensiveis, como a
cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectroscopia de massas

(HPLC-MS)(Miyamoto et al, 2003a, Uemi et al., 2011).
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0] ONa
O 0SO5
O 0SO5°

o ONa
DPA ADP EAS

Figura 1.8. Estrutura dos captadores quimicos do 'O, derivados do antraceno.
DPA (9,10-difenilantraceno), ADP (9,10-antraceno dipropanoato de sodio) e EAS
(sulfato mono-2[(10-sulfoxi-etil)-antracen-9-il] ester de sédio).

O uso de solventes deuterados para deteccdo de 'O, é amplamente
empregado, uma vez que seu tempo de vida é maior nesses tipos de solventes,
conforme anteriormente mencionado. Embora, o efeito do solvente deuterado seja
util para verificar a presenca de *0,, ha restricdes em relacéo & presenca do anion
0,"", pois o tempo de vida desta espécie também é aumentado em solventes
deuterados (Bielski e Saito,1971).

O emprego de supressores fisicos representa outra maneira de identificar a
formacdo de 'O,. A supressao fisica ocorre com desativacdo do 'O, ao estado
fundamental, ndo havendo formacdo de produtos e nem consumo de oxigénio.
Este processo pode ocorrer através de dois tipos de mecanismos: transferéncia
de carga ou de energia.

No mecanismo de supressao fisica por transferéncia de carga ha formacgéo
de um complexo de transferéncia de carga entre 'O, e supressor Q, que se
decompde e libera O, no estado fundamental triplete (reacdo 14). Entre os

compostos que atuam como supressores por transferéncia de carga, podemos
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citar azida, iodeto, aminas secundarias e terciarias, 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano,

fendis (Di Mascio et al., 1995; Lissi et al.,1993).

10,+Q = [0,7Q" |' = [077Q P 20,+Q (reagdo 14)

No mecanismo de supressao fisica por transferéncia de energia, o

supressor Q absorve energia do 'O, sendo levado ao estado excitado triplete *Q*

(reacdo 15 e 16). Os carotendides que apresentam mais de nove ligagBes duplas

atuam por este mecanismo em uma velocidade préxima ao limite da difusdo (10*°

M*s™) (Di Mascio et al., 1989).

102+Q —_— 02+3Q*

3Qx — Q* + calor

(reacdo 15)

(reacéo 16)

Na Figura 1.9, estdo resumidas os principais métodos de deteccéo de O,

Métodos .
— K — Luminescéncia
Diretos
1 | Captagao
C)2 ( Ag) Quimica
. | Métodos Supressdo
Indiretos Fisica
Efeito do
Solvente F—
Deuterado

Emissao de luz monomolecular
A= 1270 nm

Emissdo de luz bimolecular
A= 634 e703 nm

Derivados antracénicos + 180, +
HPLC/MS

NaN;, poliaminas, carotenéides

D,0, % vida de O, (*A,) 15-18x
maior que H,0

Figura 1.9. Métodos diretos e indiretos utilizados para deteccéo de 1O,.
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1.2.3 — Fontes de Oxigénio Molecular Singlete

O 10, possui um importante papel em sistemas biolégicos por sua natureza
eletrofilica e capacidade oxidante, reagindo com compostos insaturados e atomos
com alta densidade eletronica, incluindo entre estes, bases de DNA, aminoacidos
e lipideos. As possiveis fontes bioldgicas de 'O, incluem a reacdo de
fotossensibilizacdo mediada por fotossensibilizadores enddgenos como as
porfirinas (Girotti e Kriska, 2004), o processo de fagocitose na reacdo de H,O; e
CI', que envolve a participagcdo da mieloperoxidase (Kanosky et al., 1984), e a
formacdo de 'O, durante a peroxidacdo lipidica pelo mecanismo de Russell
(1957).

Em sistemas quimicos o 'O, pode ser gerado através de reacbes de
fotossensibilizacdo (Foote, 1968), decomposicdo térmica de endoperoxidos
policiclicos arométicos (Pierlot et al., 2000; Aubry et al, 2003),
desproporcionamento do H,O, com ion hipoclorito (CIO") (Khan e Kasha, 1963,
Held et al., 1978) ou fon molibdato (MoO,%) (Aubry et al., 1989), entre outros. Na

Tabela 3 s&o apresentadas algumas fontes quimicas e biolégicas de 'O,
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1.2.3.1 — Oxidacéao e Desproporcionamento do Perdxido de Hidrogénio

A geracdo de 'O, foi observado na reacéo entre H,O, e CIO’, através da
emisséo de luz proveniente do decaimento dimolecular de 'O, (Kasha em 1963,
Held et al., 1978), sendo deste entdo um método muito utilizado para producéo
desta espécie em sistemas quimicos (reacao 17).

H,0, +CIO0 ——— H,0 +ClI'+ 0, (reacdo 17)

O desproporcionamento de H,O, por fons MoO,* ocorre em solucdes

basicas, fornecendo 'O, quantitativamente, através da formacdo do ion

intermediario diperoximolibdato (MoOg”) (reacdes 18 e 19, respectivamente).

2H,0, + MoO,Z === 2H,0 + MoOg* (reacdo 18)

MoOg” — M00,2 + 10, (reacédo 19)
Estes métodos, entretanto, ndo sdo muito adequados para 0 uso em
sistemas biolégicos, uma vez podem levar a reacdes secundarias, produzindo
produtos de maior toxicidade e ndo podem ser utilizadas com substratos que

reagem com H;,0s..

1.2.3.2 — Fotossensibilizacao

A fotossensibilizagdo é um método amplamente utilizado para geracéo de
'0, em sistemas quimicos e biolégicos. Este método é muito vantajoso, pois é
suave, limpo, controlavel e altamente especifico para introdugédo de oxigénio em
moléculas organicas (Foote, 1968, Kochevar e Redmond, 2000). Na
fotossensibilizacdo sdo necessarios O, molecular, luz em um comprimento de
onda apropriado e um composto fotossensibilizador com capacidade de absorver

energia e transferi-la para o0 oxigénio atingir seu estado excitado singlete

(Kochevar e Redmond, 2000, DeRosa e Crutchley, 2002).
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Inicialmente, na fotossensibilizacdo ha excitacdo eletrbnica do
fotossensibilizador ao estado singlete (FS**) pela absorcéo de fétons de luz,
sendo este levado ao estado excitado triplete (FS**), na maioria dos casos, por
um processo conhecido como cruzamento intersistemas. Existem dois destinos
possiveis para o FS**. No mecanismo tipo | ha transferéncia de energia, elétrons
ou de prétons entre 0 FS** e o substrato (S). Esse processo leva a formacéo de
radicais que podem reagir com o0 O,, resultando em produtos oxidados. No
mecanismo tipo Il ocorre transferéncia de energia do FS** para o O, gerando 10,
(Figura 1.10). Esses mecanismos podem ocorrer simultaneamente e a razao entre
eles é altamente influenciada pelo sensibilizador, substrato e concentracdo de

oxigénio (Foote, 1991).

FS
O, +hv
S0,% S*+FS T ?
transferéncia de energia \
S* + FS™ < [S+FS%| w—— FS%* —ip FS:O,(A,)
transferéncia de elétron Tipo | Tipo Il
S
S + FS / T|sc
transferéncia de hidrogénio
FSl* SOZ
FS + hv

Figura 1.10. Mecanismos tipo | e tipo Il da fotossensibilizagdo. (S= substrato,

FS= fotossensibilizador, ISC= cruzamento intersistemas, SO, substrato oxidado).

Os fotossensibilizadores devem ter como caracteristicas desejaveis um alto
coeficiente de absorcdo na faixa espectral de excitacéo de luz, um estado triplete

de energia apropriada, que permita a transferéncia de energia eficientemente para
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0 oxigénio molecular no estado fundamental, um alto rendimento quantico e um
tempo de vida longo do estado triplete, uma vez que a eficiéncia do
fotossensibilizador esta relacionada com suas propriedades no estado triplete
excitado, além de ser foto-estavel (DeRosa e Crutchley, 2002). Entre os
fotossensibilizadores mais utilizados estdo o azul de metileno, a rosa bengala e
derivados da porfirina que apresentam bandas de absorcdo de luz na regido do
visivel (Tabela 4).

Recentemente, proteinas modificadas por engenharia genética tém sido
estudadas quanto sua aplicacdo como fotossensibilizadores na geracdo de 'O,.
Estes fotossensibilizadores sdo mais seletivos em relacédo a seus alvos, e podem
propiciar o estudo de funcBes celulares localmente, de forma mais especifica,
embora ainda sejam ferramentas raramente disponiveis (Qi et al, 2012). Dentre
estas proteinas, destaca-se a miniSOG (mini singlet oxygen generator), uma
flavoproteina fluorescente verde, contendo 106 aminoacidos, proveniente da
fototropina 2. Seu pequeno tamanho agrega um diferencial, sendo muito
conveniente para fusdo com outras proteinas. Quando irradiada com luz azul,
miniSOG é capaz de gerar 'O, em quantidade suficiente para oxidar o composto

diaminobenzidina (Shu et al., 2011) e para provocar ablacéo celular de neurdnios
em Caenorhabditis elegans (Qi et al., 2012). O rendimento quantico de 'O, (D,)
para miniSOG é de 0,47+0,05, muito semelhante ao da flavina mononucleotideo

(FMN) cujo valor ®, é de 0,51 (Shu et al., 2011).
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Tabela 4. Exemplos de fotossensibilizadores e seus parametros fotofisicos

(Kochevar et al, 2000).

Fotossensibilizador Faixa de Rendimento Solvente
absorcéo quéntico de
(nm) ‘0,
450-580 0,76 Agua,
Metanol
Rosa bengala
N
Q m
550-700 0,52 Agua
/ ] ]
\N st N/ Metanol
(ol
Azul de metileno
(@)
Z < 400 0,95 Solventes
organicos
Fenalenona
Ph
Ph Ph
300-650 0,62 Solventes
organicos
Ph
Porfirina

meso-tetrafenil
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A geracdo de 'O, pode ocorrer por fotossensibilizacdo em determinadas
patologias, como por exemplo, nas porfirias cutaneas, que estao relacionadas a
defeitos na biossintese do heme. Com o acumulo de porfirinas na pele, a
exposicdo & luz leva a producdo excessiva de 'O, e outras espécies reativas,

resultando em ulcerac¢des na pele (Halliwell e Gutteridge, 2007).

1.2.3.3 - Endoperéxidos Como Fonte de 'O,

A termolise de endoperéxidos de compostos aromaticos como antraceno,
derivados do naftaleno, rubreno, podem liberar oxigénio, geralmente em sua
forma excitada singlete (Aubry, 2003). A primeira observacéo de que 'O, reagia
com compostos policiclicos aromaticos, formando endoperdxidos, e que estes
compostos liberavam “oxigénio em estado ativado” foi feita utilizando-se o rubreno
(Moureu et al, 1926), mas a natureza das espécies envolvidas (*O,) somente foi
elucida em 1972 por Waserman e Larsen, empregando o endoperdéxido do 9,10-
difenilantraceno (DPAOQ,).

Endoperoxidos de derivados naftalénicos podem ser uma 6tima fonte de
'0,, principalmente em estudos realizados em sistemas biolégicos, destacando-se
por sua capacidade em liberar 'O, ao serem moderadamente aquecidos. Além
disso, os endoperoxidos naftalénicos podem apresentar propriedades hidrofilicas
e lipofilicas diferenciadas, e assim serem capazes de atingir diferentes alvos
celulares (Martinez et al., 2000a).

O primeiro derivado naftalénico sintetizado foi o 3-(4-metilnaftil)propanoato
de sodio (MNP). Embora seu endoperéxido correspondente fosse capaz de gerar
'0, em meio aquoso e a temperatura ambiente, sua solubilidade n&o era

significativa (102 M em pH 7,5), uma vez que continha apenas um grupo
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hidrofilico como substituinte (Saito et al.,1981 e 1983). A introdu¢do de um
segundo grupo carboxila levou a formagcdo do composto 3,3'-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de sédio (NDP), e aumentou a solubilidade em agua do
endoperoxido correspondente (maior que 1,0 M) (Nieuwint et al.,1985).
Entretanto, estudos utilizando os endoperoxidos do MNP e NDP indicaram que
estes compostos anidnicos ndo foram capazes de liberar 'O, nas proximidades do
alvo desejado, mesmo gerando-o em fase aquosa (Di Mascio et al., 1990, Ribeiro
et al., 1995, Dewilde et al., 1996, Nakano et al., 1998).

Novos compostos derivados do naftaleno foram sintetizados (Pierlot et al.,
1996 e 2000, Dewilde et al., 1998). O diferencial em tais compostos era a
presenca de substituintes como sais quaternarios de amoénio, cloreto de N,N,N-
trimetil-N-2-(4-metilnaftil)etii amoénio (MNEA) ou grupamentos hidrofilicos né&o
idnicos, como 1,4-dihidroximetil-naftaleno (HMN) e N,N’-(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-
(1,4-naftilideno)dipropanamida (DHPN). Estes substituintes propiciaram aos
endoperoxidos certa afinidade por polinucleotideos, sitios carregados
negativamente e alvos intracelulares.

O naftaleno ndo reage com 'O, mas a presenca de grupos doadores de
elétrons nas posicdes 1 e 4 do anel naftalénico aumentam sua densidade
eletrénica, contribuindo para o aumento da reatividade em relacdo ao 'O, de
natureza eletrofilica. Substituintes que podem aumentar a hidrofilicidade da
molécula como alcool (-OH), sais de &cido carboxilico (-COO™ Na‘), sulfonato
(SO* Na"), cloreto de aménio quaternarios (-N(R);*Cl), podem diminuir a
reatividade do anel, e ndo devem ser ligadas diretamente a ele. Entretanto, a
separacdo destas funcbes organicas pode ser feita por um ou dois grupos

doadores de elétrons nas posicdes 1,4 do naftaleno, que funcionam como
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espacadores. Outra caracteristica importante para 0s substituintes do anel
naftalénico é que eles devem ser inertes ao 'O, e as fontes utilizadas para
geracdo desta espécie (Aubry et al., 1996, Pierlot et al.l, 2000, Martinez et al.
2000a). Na Figura 1.11 sao apresentadas as estruturas dos derivados

naftalénicos dos compostos mencionados.

ONa ONa +
N.ClI"
‘\
OO O ‘ ‘ O OO
O
MNP ONa MNEA
NDP
IT OH
OH N
OO OO O )
O OH
OH N
HMN o OH
DHPN

Figura 1.11. Derivados naftalénicos com substituintes hidrofilicos. MNP (3-(4-
metilnaftil)propanoato de sédio), NDP (3,3~(1,4-naftilideno)dipropanoato de
sédio), MNEA (cloreto de N,N,N-trimetil-N-2-(4-metilnaftil)etil aménio), HMN (1,4-
dihidroximetil-naftaleno),e DHPN N,N*-(2,3-dihidroxipropil)-3,3*-(1,4-
naftilideno)dipropanamida.
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Na sintese de endoperoxidos de derivados naftalénicos sdo empregadas
duas fontes primarias de 'O,, o desproporcionamento do H,O, catalisado por
molibidato (MoO4*) (Aubry et al, 1989), e reacdes de fotossensibilizacdo a baixa
temperatura (Pierlot et al., 2000). Para escolha do método a ser aplicado, deve-se
considerar as propriedades fisico-quimicas do composto naftalénico. Para
compostos que apresentam substituintes carboxilados, como o MNDP e NDP, o
desproporcionamento de H,O, catalisado por molibdato € mais indicado, ja que o
endoperoxido pode ser recuperado por precipitacdo da forma acida. A reacdo de
fotossensibilizacdo € mais empregada, levando-se em conta a remocdo do
fotossensibilizador no final do processo. O uso de solventes deuterados (D,0O e
CDCls), contribui para diminuir o tempo reacional, ja que o tempo de vida do 0, é
maior em tais solventes.

A termdlise do endoperéxido naftalénico apresenta uma cinética de
primeira ordem, com constate de velocidade k. A Tabela 6 apresenta os valores
de tsou € tgsy, (tempo necessario para decompor 50% e tempo para decompor
95% dos endoperoxidos, respectivamente). De modo geral, pode-se afirmar que
os endoperdxidos derivados do naftaleno liberam 'O, com cerca de 50% de

rendimento (Pierlot et al., 1996 e 2000).
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Tabela 5. Termolise de endoperoxidos de derivados naftalénicos (Martinez et al.,
2000a).

R, R,
1
O,
A
R Ro

(a) R4=-(CH,),COONa R,=-CHj
b) R4= -(CH,),COONa Ry= R,
¢) Ry=-(CH2);N(CH3) 3" CI' Ry= -CHg
d) R4= -CH,OH R,= R4

)

(
(
(
(€) Ry= -(CH,),CONHCH,CHOHCH,OH R,= R,

MNPO, @ NDPO,®  MNEAO,® HMNO,®  DHPNO,®

ts00 (MiN)? 23 23 22 70 23
toses (Min)® 99 99 95 300 99
10, (%)° 45 50 65 51 59

? Tempo necessario para decompor 50% dos endoperéxidos t sq, = IN2/k. ° Tempo necessario para
decompor 95% dos endoperéxidos t s, = IN20/k. © Rendimento acumulativo de 'o, produzido na
termolise.

1.3 - Peroxidacéo Lipidica

A peroxidagdo lipidica € um evento complexo que leva a formacédo de
varios produtos com acao biol6gica, com atuacao tanto em processos patoldgicos
quanto fisiolégicos. Os &acidos graxos poliinsaturados sao 0s principais
componentes da membrana celular e podem facilmente sofrer oxidacdo. Essa
suscetibilidade de oxidacdo pode ser explicada pela presenca de hidrogénios
alilicos na estrutura quimica dos acidos graxos poliinsaturados, que podem ser
abstraidos por espécies ERO e/ou ERN.

Os hidroperoxidos de lipideos (LOOH) sdo os produtos primarios da

peroxidacao lipidica (Esterbauer, 1993; Frankel, 1991, Hogg e Kalyanaraman,
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1999) e por serem mais polares modificam a estrutura e funcdo das membranas.
Os LOOH apresentam potencial acdo deletéria para as células, sendo assim,
estas possuem um sistema de defesa proprio que incluem enzimas da familia da
glutationa peroxidase (GPx) e fosfolipases (Ursini et a.l, 1991; van Kujik et
al.,1987). Em situagBes normais a maioria dos LOOH formados na célula séo
detoxificados, mas em situacdes que o estresse oxidativo prevalece, os LOOH
podem se acumular e participar de rea¢des secundarias. Grande parte dos efeitos
deletérios de LOOH é resultante da sua decomposicédo, a qual leva a formacéo de
radicais livres e compostos secundarios e terciarios de maior reatividade e
toxicidade (Esterbauer et a.l, 1991; Gardner, 1989).

Diversas condicdes patolégicas como aterogénesis, lesées de isquemia de
reperfusdo e carcinogénese induzida por UV, tem sido relacionados com a
peroxidacdo lipidica (Girotti, 1998). Entretanto, mais recentemente foram
atribuidos papéis biologicos diversos aos produtos da peroxidacdo lipidica, os
quais podem atuar in vivo como mensageiros da sinalizagéo celular, reguladores
da expresséo génica e fatores de transcricdo nuclear (Niki, 2009).

A formacéo dos LOOH pode ocorrer de trés formas distintas: 1) através da
oxidacdo mediada por espécies radicalares, 2) por meio de reacdes oxidativas
nao radicalares e 3) atraves de reacfes mediadas por enzimas (Niki, 2009).

A peroxidacéo lipidica mediada por espécies reativas radicalares ocorre
por reacOes em cadeia, sendo composta de trés etapas: iniciagdo, propagacao e
terminacdo (Porter, 1986 e 1995; Frankel, 1991; Esterbauer, 1993). Na primeira
etapa, ha o ataque a bicamada lipidica por qualquer espécie suficientemente

reativa para abstrair um atomo de hidrogénio bis-alilico de um acido graxo
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insaturado (LH), gerando um radical lipidico (L*) centrado no atomo de carbono,
que é estabilizado por ressonancia, formando um radical dieno conjugado.

Em condicBes aerdbicas, L* reage rapidamente com o oxigénio (k= 3 x 10°
M?s-!, Hasegawa e Patterson, 1978), produzindo o radical peroxila (LOO"). Este,
por sua vez, é capaz de abstrair um hidrogénio de lipideos vizinhos, gerando
outro radical lipidico (L*) e assim iniciando a etapa de propagacdo. A etapa de
abstracdo de hidrogénio por LOO® é lenta (k= 10 M's™), permitindo que
antioxidantes, que funcionem como doadores de hidrogénio, como a vitamina E
possam reagir com LOO® (k= 8 x 10* M*s™), interrompendo a reacdo em cadeia,
com formacao de um hidroperéxido lipidico (LOOH) (Buettner, 1993).

Metais de transicdo, como ferro ou cobre, podem catalisar a etapa de
propagacao, pois estes promovem a quebra de hidroperoxidos lipidicos, gerando
radicais alcoxila (LO®) e peroxila (LOO®) (Halliwell e Gutteridge, 2007). Em geral, a
formacgéo de LOO® é promovida por metais no estado de oxidagédo mais alto, como
o Fe**, enquanto a reac&o com metais no estado de oxidacdo mais baixo, como o

e”*, promovem a formacao de LO® (Figura 1.12).

Iniciagéio Propagagéio
l ¢
X*  XH o Fe?* Fe**+ HO
N A e - LOO% LooH— A LootLo’

4
4
4

Aldeidos % Terminagdo
Cetonas

Epoxidos

Figura 1.12. Representacao geral das etapas da peroxidacao lipidica.
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Na etapa de terminacdo ocorrem reacbes de combinacdo entre radicais
(LOO® e/lou LO®), gerando dimeros e polimeros, reacdes intramoleculares,
formando peroxidos ciclicos, endoperoxidos, epoxidos e reacbes de
fragmentacdo, levando a formacdo de aldeidos, cetonas e outros produtos
secundarios de cadeia mais curta (Esterbauer, 1993). Esses produtos
secundérios sdo mais estaveis que os radicais livres que iniciaram o processo e
os radicais lipidicos formados durante a fase de propagagdo, e
consequentemente, podem atingir pontos distantes do local em que foram
formados. Na Figura 1.13 sdo apresentadas as estruturas de alguns aldeidos

formados pela oxidacdo de &cidos graxos insaturados.

Aldeidos Saturados

H

e}
formaldeido acetaldeido propanal hexanal

Aldeidos Insaturados Dicarbonilicos

N (\o ﬁ(\o T

acroleina . .
. . malondialdeido
glioxal metilglioxal (MDA)

4-Hidroxi-2-alquenais

MMO WO

4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE)

Figura 1.13. Estruturas de alguns aldeidos formados pela oxidacdo de &cidos

graxos insaturados (adaptado de Salvayre et al., 2008)
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A peroxidacdo lipidica também promove a formacdo de 'O, em sistemas
bioldgicos através do mecanismo de Russell (1957). Neste mecanismo, radicais
peroxila (ROQO®), reagem entre si gerando um intermediario tetraéxido linear
(ROOOOR), que se decompde via um mecanismo ciclico, formando uma cetona,
um &lcool e oxigénio molecular (Figura 1.14). De acordo com a regra de
conservagao de spin de Wigner, foi proposto que esta reacdo gera Oxigénio
molecular no estado singlete ou carbonila triplete (Howard e Ingold, 1968; Kellog,
1969). Estudos posteriores sugeriram que a espécie predominantemente formada
nesta reacéo era o 'O, e que o rendimento de carbonila triplete era 1000 a 10.000
vezes menor (Mendenhall, 1991). Mais recentemente, estudos empregando
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida de alta performance
com hidroperoxidos de &cido linoleico, marcados isotopicamente com oxigénio 18
(LA'®O'™0H), e o captador quimico DPA, evidenciaram a formacdo de 'O,

¥10,]). A geracdo desta espécie foi confirmada pela deteccdo da

marcado (
emissdo monomolecular do *O; na regido do infravermelho proximo (Near-IR) e
aquisicdo de espectros de emissdo de luz. Além disso, foram encontrados os
produtos &lcool e cetona marcados isotopicamente com *20,, indicando o

envolvimento do mecanismo de Russell na geracédo de’O, (Miyamoto et al, 2003

a e b, 2005).
_ _ R, O Ry OH
Ry /_\Q\ \’/ + \( + Op (1Ag)
J (o R, Ry
Rl\C/OO' Re 4y '/(5\
R, H H/(f_Rl TSR, O* R; OH
+ + 35 -
I e
- - R R2
ROO" ROOOOR R=0 R—OH 0,

Figura 1.14. Esquema do mecanismo de Russell (1957).
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O 'O, também pode promover a peroxidacao lipidica por um mecanismo
ndo radicalar. Por exemplo, o 'O, oxida os lipideos insaturados principalmente
através de reacles tipo ene, fornecendo hidroperoxidos com concomitante
migracdo da ligacdo dupla, e reacdes secundarias como a cicloadicdo [4 + 2],
produzindo 1,4- endoperoéxidos e cicloadicdo [2 + 2], produzindo dioxetanos, que
se decompdem produzindo compostos carbonilicos e luminescéncia (Di Mascio et
al., 1992). Portanto, oxidacéo do acido linoleico pelo 'O, fornece os isémeros 9,
10, 12 e 13 LAOOH, enquanto a peroxidacdo mediada por radicais livres fornece
apenas os isébmeros 9 e 13-LAOOH (Terao e Matsushita, 1977, Minami et al.,
2008). O numero de isbmeros dos hidroperéxidos produzidos pela peroxidacdo
lipidica depende do numero de ligacdes duplas (n) presentes no acido
poliinsaturado, sendo igual a 2n-2. Assim, por exemplo, a peroxidacdo do acido
linoleico (18:2), que possui duas ligacdes duplas, gera dois isdbmeros, o acido
linolénico (18:3) com trés ligacdes duplas gera 4 isbmeros e acido araquiddnico
(20:4) com quatro ligacbes duplas gera seis isdmeros de hidroperéxidos
(Esterbauer, 1993).

A producado de LOOH por via enzimatica € mediada pela acdo de enzimas
como lipoxigenases (LOX) e prostaglandinas endoperéxido H sintase (PGHS),
que levam a producdo de eicosandides (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), os quais por sua vez desempenham o papel de mediadores da
inflamacéo.

O acido araquidonico é o principal alvo para acao das enzimas PGHS-1 e
PGHS-2 (seus nomes genéricos COX 1 e 2, respectivamente), que exibem duas
atividades cataliticas distintas. Uma delas € responsavel pela insercdo de duas

moléculas de O, (atividade ciclooxigenase, COX), levando a formacao do primeiro
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intermediario da via de formacao de prostandides, a prostaglandina G, (PGG,), e
a outra atividade catalitica € peroxidasica (POX), responsavel pela reducao por
dois elétrons do grupo 15-hidroperoxila de PGG,, levando a formacdo de
prostaglandina H, (PGH,) (Figura 1.15). Estas reacfGes ocorrem em locais
distintos, mas estdo conectados funcional e estruturalmente. Deste modo, a
reacdo de reducdo ocorre no sitio ativo do grupo heme, localizado proximo a
superficie da proteina. Ja as reacdes de bis-oxigenac¢do ocorrem em um canal
hidrofébico no centro da proteina e é dependente de perdxido, requerendo que o
grupo heme de POX sofra uma oxidag¢ado por dois elétrons (Landino et al., 1997.
Smith et al. 2000).

Em relacdo ao mecanismo para formacdo de PGG,, primeiramente ha
retirada do atomo de hidrogénio bis-alilico pro-S no carbono 13 do acido
araquidénico, considerado o passo limitante da reacéo. Entdo, ha formacao de um
radical araquidonila, que sofre um rearranjo e ha introducdo de O, no carbono 11,
com formacdo de um radical hidroperoxila. Este radical sofre uma ciclizacédo,
formando um endoperoxido e um radical no carbono 8. Apds uma nova ciclizagéo,
€ obtido um anel de cinco membros e um radical centrado no carbono 15, que
sofre adicdo de uma molécula de O, e reintroducdo do hidrogénio abstraindo

inicialmente, formando um hidroperéxido (Smith et al., 2011).
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Fosfolipideos

Fosfolipase Azl

acido araquidénico
abstracdo de H em C13
adicdo de O, em C11
COX ‘0—
L O reducao por 2
P X elétrons
[Prostaciclinas] (Tromboxano AZJ

[Prostaglandinas]

Figura 1.15. Biossintese de prostanodides derivados do &acido araquiddnico.
Mecanismo de catélise da ciclooxigenase (COX) com formacdo de PGG, e
peroxidase com formacao de PGH, (Adaptado de Schneider et al., 2007 e Smith
et al., 2000).
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LOX promovem a oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados a seus
respectivos hidroperoxidos. Trata-se de proteinas ndo-heme, que contém ferro em
seu centro catalitico, em estado reduzido Fe?* na forma inativa da enzima, sendo
necessaria para ativacdo da forma catalitica a oxidacéo para Fe**. No mecanismo
de catalise de LOX, ocorre abstracdo estereosseletiva de um hidrogénio de um
grupo metilénico bis-alilico do acido graxo, com consequente formacdo de um
radical centrado no carbono (L°). O radical reage com o oxigénio molecular,
produzindo um radical peroxila (LOQO®), o qual é reduzido para anion peroxila

LOO", formando Fe®*. O anion recebe um préton formando o hidroperéxido

(LOOH) como produto final (Brash, 1999, Kuhn e Borchert, 2002). Na Figura 1.16

esta representado o mecanismo catalitico de LOX.

TN

Fe3* Fe?*
(ativa) (inativa)

LOOH —= U LOO

Figura 1.16. Mecanismo de catalise de lipoxigenases (adaptado de Brash, 1999).

O,

1.3.1 - Oxido Nitrico e Peroxidac&o Lipidica

O NO® é um gas incolor a temperatura e pressao ambientes, que é
produzido endogenamente por enzimas denominadas Oxido nitrico sintetases
(NOS) a partir do aminoéacido L-arginina. Esta espécie tem um carater lipofilico, e
possuindo alta solubilidade em solventes nao polares. A temperatura e pressao
ambientes, NO® ndo tende a dimerizacdo, encontrando-se como uma espécie
radicalar monomérica, capaz de reagir com outras espécies radicalares

facilmente. Em sistemas bioldgicos, formacdo de ONOO™ se da pela reacéo entre
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NO®e O,". A reacdo de NO® com O, gera NO;*, que por sua vez pode reagir com
NO* produzindo N,Oj3 (Fukuto et al., 2000, Pryor et al., 2006).

Diferentemente de outras espécies, o NO® ndo é suficientemente reativo
para iniciar a peroxidacao lipidica, por abstragcdo de um atomo de hidrogénio, ou
se adicionar a ligacdes duplas. Além disso, NO® inibe a formacao de espécies
iniciadoras da reacdo em cadeia, alterando a reatividade dos metais que servem
como catalisadores para formacao de tais espécies (Fukuto et al., 2000). O NO°
pode ainda atuar como um terminador da reacdo em cadeia, por captar radicais
LOQ?®, levando a formacgéo de produtos nitrados (LOONO). Uma vez produzidos,
ha dois destinos possiveis para estes produtos nitrados, os quais podem sofrer
rearranjo interno para formacdo de produtos mais estaveis (LONO;), ou
decompor-se em radicais LO® e NO,* (O’Donnell et al., 1997).

A atuacdo do NO® como pré-oxidante na peroxidacao lipidica se da de
modo indireto, por meio de seus derivados ONOO™ e NO,* (Hogg e Kalyanaraman,
1999, Pryor et al., 2006). ONOO" pode oxidar acidos graxos em microambientes
sem a presenca de metais. Assim, quando a concentragdo local de NO® ndo
ultrapassa a concentracdo de O,", a peroxidacao lipidica é estimulada via ONOO"
, mas se ha um aumento na concentracdo de NO®, ha predominancia do efeito
inibitério pela captagdo de radicais LOO® (Rubbo et al., 1994). Estudos realizados
sobre a reacdo entre NO, e olefinas, além de acidos graxos insaturados,
indicaram que ha formacdo de um radical nitroalquila (LNO,®) pela adicdo
irreversivel de NO;* a ligacao dupla, o que é favorecido pela alta concentracdo de
NO,". (Pryor e Lightsey, 1981, Pryor et al., 1982). Este radical pode reagir com

NO;’ ou Oy, se presente. A abstracdo de hidrogénio de L(NO), e de LNO;’ pode
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levar a formacdo LNO, (Figura 1.17 b) e radicais alquila (Figura 1.17 c),
respectivamente, e acido nitroso (HNO,). A reacdo deste radical alquila com O,
produz LOO® (Figura 1.17, c e d). Além da formacao de lipideos nitrados (LNO,),
outros compostos nitrados podem ser formados como alquil nitritos (LONO), alquil
peroxinitritos (LOONO) e alquil peroxinitratos (LOONO,) como produtos terminais
da peroxidacdo lipidica (Figura 1.17 e-g) (Cadet e Di Mascio, 2006, Pryor e

Lightsey, 1981, Pryor et al., 1982).

LNO,
NO, O,N NO,
. o - HNO,
— . 03 - — (b)
R4 R2 1 R1 R2
L(NO,), LNO,
NO, ‘00
. - HNO,
— —_— /”:T\\/f__w\ — — (c)
R R, R R,
‘00
d— — . /—\/—\_ >—\/—\ i — (d)
R} Ry R} Ro Ro
LH
*00 NO, HOO NO,
/=\>—< . /:\/:\ — . /—\/Z\ ©
R R, R Ry R R, R1 R Ro
LH L’
‘00 0O,NOO
>—\/—\— . NOp ————— >—\v—\— @
R1 Rg R1 R2
LOONO,
*00 ONOO

=\ . Y ——— (9
R, \ Ry - R \ R

1 2
LOONO

Acido Linoleico Ry= CH3(CH,), e R,= (CH,);COOH

Figura 1.17. Oxidacdo do acido linoleico mediada por NO,* (adaptado de Cadet e
Di Mascio, 2006).
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Nos ultimos anos, houve um crescente interesse em relacdo aos acidos
graxos nitrados por atuarem na sinalizagéao celular (Freeman et al., 2008). Estes
compostos apresentam carater eletrofilico e podem levar a modificacdes pos-
traducionais em proteinas, através da reacdo destes compostos com 0S grupos
tidis presentes em residuos de cisteinas (Kansanen et al., 2009). Um estudo
demonstrou que a proteina recombinante NF-kB in vitro e a subunidade p65 in
vivo sdo alquiladas por &cidos graxos nitrados (derivados do acido oleico e
linoleico), o que causa a inibicdo da expressdo de genes alvos e desta forma,

ocorre uma modulacéo a resposta anti-inflamatéria (Cui et al., 2006).
O &cido araquidbnico € um &cido graxo poliinsaturado ®-6, com uma

estrutura distinta, contendo 20 carbonos e 4 ligacbes duplas cis homo
conjugadas. A interacdo de derivados nitrados do acido araquidénico (AANO,)
sintéticos com PGHS -1 e PGHS-2 foi estudada, e se observou que a reacao de
AANO; causou inibicdo da atividade POX em ambas isoformas de PGHS. A
proposta para 0 mecanismo de inibicdo sugere que haveria a formacado de um
complexo enzima-inibidor, e no passo limitante, este complexo perderia o grupo
heme, levando a forma inativa da enzima. Neste mesmo estudo, para verificar a
potencial relevancia da inibicdo da enzima in vivo, foi avaliada a capacidade de
AANO, modular a atividade de PGHS-1 em plaquetas humanas ativadas com
trombina. O aumento de tromboxano B, (TxB,) induzido por trombina, sofreu uma
reducdo dose-dependente com AANO,. Em plaquetas nédo ativadas néo foi
verificado qualquer alteracdo na producéao de TxB, por AANO,. Um comparativo
com indometacina, um inibidor ndo seletivo de PGHS, levou a uma reducdo
similar na formacao de TxB,, indicando que AANO; inibe PGHS-1 em plaquetas.

Além disso, paralelamente houve diminuicdo da agregacdo plaquetaria na
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presenca de AANO,, o que nao foi observado com indometacina, conforme
esperado (Trostchansky et al., 2011). Estes efeitos na funcdo plaquetaria seriam
independentes de cGMp e ndo envolveriam mobilizacdo de Ca®* (Figura 1.18).

(Trostchansky et al., 2013).
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Figura 1.18. A administracdo de AANO; a plaguetas humanas ativadas inibiu a
enzima PGHS-1, além de diminuir a agregacao plaquetaria. A estimulacdo de
plaguetas ativa a fosfolipase C (PLC), com liberacédo de diacilglicerol e ca®*. A
fosfolipase A (PLA) promove a liberacdo do acido araquidénico dos fosfolipideos
da membrana, que entdo na via de PGHS-1 forma prostaglandina endoperoxido
H, (PGHy), que por sua vez € transformada no pro-agregante tromboxano A;
(TxA,) pela enzima tromboxano A, sintase (TxA;). O diacilglicerol ativa a PKC,
levando a ativacdo de uma cascata enzimdtica até agregacdo plaquetaria.
(Adaptado de Trostchansky et al., 2013).
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2 — Objetivos

A identificacdo inequivoca de reacdes promovidas por oxigénio molecular
singlete ainda € um desafio em sistemas complexos. Com o intuito de contribuir
com ferramentas apropriadas para esses estudos, esse trabalho teve como
objetivos: (i) sintetizar endoperoxidos hidrossoluveis derivados do naftaleno para
serem utilizados como fonte limpa de O, em sistemas quimicos e bioldgicos,
utilizando is6topos 16 (NDPO,, DHPNO,), ou 18 do oxigénio (DHPN'0,,) (ii)
sintetizar um novo endoperoéxido hidrofilico com cloreto de aménio quaternario
como substituintes nas posi¢des 1 e 4 do anel naftalénico (NBTEO,), apropriado
para estudos em mitocondrias; (iii) estudar o mecanismo de geracéo de 'O, na
reacao dos hidroperoxidos lipidicos e outros hidroperéxidos organicos com o ion
nitrénio, utilizando NO,BF,, através de medidas de emissédo de fétons do 'O na
regido do infravermelho préximo (A=1270nm), caracteristica de oxigénio molecular
singlete. Para tanto foram sintetizados hidroperdxidos do acido oleico, linoleico e

colesterol por fotooxidagao.
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3- Materiais e Métodos

3.1- Reagentes

Acido linoleico, colesterol, terc-butil hidroperéxido, hidroperéxido de
cumeno, nitronium tetrafluoroborate 95% (NO,BF,), silica gel (200-400 mesh),
resina Chelex®, resina Amberlite® Ira 400, azul de metileno, rosa bengala, bromo,
cloreto de aluminio, hidreto de litio aluminio, 3-amino-1,2-propanodiol, azida de
sodio, cloreto de sodio, hidroxido de sodio, cloreto de aluminio, bicarbonato de
sédio, sulfato de sédio anidro e sulfato de magnésio anidro foram obtidos junto a
Sigma (Missouri, Estados Unidos).

Agua deuterada (99,9%), ester malénico, dimetilsuféxido deuterado (99%),
cloroféormio deuterado (99%), trietilamanina foram obtidos junto a Aldrich
(Wisconsin, Estados Unidos).

Placas de aluminio com silica gel 60 F,s4, acetado de cadmio, soédio
metélico, iodo, acido sulftrico, tolueno, tetracloreto de carbono, 1,4-
dimetilnaftaleno foram obtidos junto a Merck (Rio de Janeiro, Brasil).

Acido oleico foi obtido junto & Synth (Diadema, Brazil).

O endoperoxido derivado do 1,4-dimetillnaftaleno (DMNO,) foi sintetizado
em nosso laboratério, de acordo com o método descrito por Turro et al. (1981).

Os solventes utilizados foram adquiridos junto J.T.Baker (Xalostoc,
México).

A agua utilizada nos experimentos foi tratada pelo sistema de purificagao
da Water System Nanopure da marca Barnstead (lowa, Estados Unidos) e/ ou

pelo sistema Millipore Direct-Q 3UV da Merck.
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Quando necessario o tratamento de secagem para alguns solventes foi
realizado. Brevemente sdo descritos a seguir os procedimentos empregados
(adaptado de Armarego e Chai, 2003).

- Etanol e metanol: em um baldo de 1 L munido com condensador de refluxo,
foram adicionados 50 mL de etanol ou metanol, 2,5 g de raspas de magnésio
metalico e alguns cristais de iodo. O sistema foi aquecido até todo iodo
desaparecer e entdo, apos resfriar, foi adicionado o restante do alcool (450 mL).
O sistema permaneceu sob refluxo por 2 horas. Em seguida, o alcool foi destilado
e armazenado sobre peneira molecular de 3A.

- Benzeno: em um baldo de 1 L foram colocados 600 mL de benzeno e sédio
metalico, sendo mantidos sob refluxo por 8 horas e o benzeno foi posteriormente
destilado e armazenado sobre peneira molecular de 3A.

- Tetraidrofurano e dimetil éter: em um erlenmeyer de 2 L foi colocado 1 L do
solvente e acrescentado duas espatulas de sulfato ferroso, permanecendo sob
agitacao por 15 minutos. Em seguida, foi acrescentado 20 g de hidréxido de sédio
e permaneceu reagindo por 6 horas, quando entdo o solvente foi destilado.
Posteriormente, sodio metalico e o indicador benzofenona foram adicionados ao
solvente destilado. O sistema foi mantido sob refluxo até o surgimento de uma
coloracdo azul e o solvente destilado previamente antes do uso.

- Dimetilformamida: em um erlenmeyer de 1 L foram colocados 500mL de DMF e
sulfato de magnésio anidro. O solvente foi filtrado e recolhido em um baldo de 1 L
para ser destilado, com ajuda de um aparelho de destilacdo, sob pressdo
reduzida e ao abrigo da luz. O solvente foi armazenado sobre peneira molecular

de 3A.
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-Cloroférmio; em um baldo de 500 mL contendo um condensador de refluxo,
foram colocados 250 mL de CHCI;, e adicionado cloreto de calcio. O sistema foi
mantido so refluxo por 3 horas, quando entdo o solvente foi destilado com ajuda

de um aparelho de destilacdo e armazenado sobre peneira molecular de 3A.

3.2 - Equipamentos

Sistema Contador de Fétons

A emissdo de luz do 'O, na regi&o do infravermelho préximo ocorre em A=
1270 nm e foi monitorada por um sistema especial composto por uma
fotomultiplicadora sensivel a regido do infravermelho (800 a 1400 nm).

O equipamento foi desenvolvido em conjunto com a empresa Edinburgh
Instruments Ltd (Livingston, Reino Unido). Este equipamento contém uma camara
escura onde as amostras sao colocadas em cubetas de quartzo. A
fotomultiplicadora é composta por um tubo fotomultiplicador (NIR PMT H10330A
module, Hamamatsu Photoniks KK, Shizuoka, Japdo) sensivel a regido do
infravermelho (800-1400nm), o qual possui um sistema termoelétrico de
resfriamento, conectados a uma fonte de alta tenséo (NIR PMT controller module,
Hamamatsu Photoniks KK, Shizuoka, Japao), com aplicacdo de um potencial de -
803 V. A luz que passa pelo monocromador constituido por grades de difracéo,
gue direcionam comprimentos de ondas especificos para a fotomultiplicadora.
Este sistema permite realizar medidas da cinética de emissdo em um determinado
comprimento de onda, bem como aquisicdo do espectro de emissédo. O controle
do monocromador e a aquisicdo dos dados foram feitos pelo programa F-900

versao 7.0.4 da Edinburgh Instruments Ltd.
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Espectrémetros de Massas

MicroMass Quattro Il : espectrometro de massas triplo quadruplo da Waters
(Manchester, Reino Unido), contendo software MassLynx versdo 3.2, e injetor
Rheodyme ( California, Estados Unidos).

MaXis 3G: espectrdmetro de massas UHR-TOF (ultra- high resolution time of
flight) da Bruker Daltonics, com software de operacdo — MicroTOFcontrol 3.0 e

software de processamento — DataAnalysis versao 4.0 (Billerica, Estados Unidos).

Espectrémetros de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)
RMN Gemini Varian 200 MHz (Palo Alto, Estados Unidos)
RMN Inova Varian 300 MHz (Palo Alto, Estados Unidos)

RMN Brucker DPX 300MHz (Rheinstetten, Alemanha)

Espectrofotometros
Hitachi Modelo U-3000 (Toquio, Japao).

Shimadzu Modelo Spectro 1V-1800 (Téquio, Japao).

pHmetro

Corning modelo 320 (Nova lorque, Estados Unidos).

Balancas
Denver Instruments Company modelos XE 310 e AA 200 (Colorado, Estados

Unidos).
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3.3 - Sintese dos Endoperoéxidos Derivados Naftalénicos 1,4 - Substituidos

O procedimento para sintese dos endoperoxidos derivados naftalénicos
parte do composto comercial DMN. A rota sintética para preparacdo dos
compostos N,N-(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida (DHPN)
e 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sdédio (NDP), derivados hidrossoluveis do
naftaleno, encontram-se descritos na literatura (Martinez et al., 2000b; Pierlot et
al., 2000; Dewilde et al., 1998; Di Mascio e Sies, 1989).

A preparacao de um novo derivado di-catidnico possui um intermediario em
comum com a sintese do DHPN, o 1,4-bis(bromometil)naftaleno (BBMN).
Anteriormente, a sintese de um derivado naftalénico monocatidnico foi descrito
por Pierlot et al. (1996), na qual a sintese do derivado dicatiénico foi parcialmente
baseada. A seguir estdo descritos os procedimentos para sintese do DHPN, NDP
e de 2,2’-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio) (NBTE), e seus

endoperoxidos correspondentes.

3.3.1 — Sintese de DHPN, DHPNO; e NDP, NDPO,

3.3.1.1 - Preparacéao do 1,4-Bis(bromometil)naftaleno (BBMN)

/Br
X
OO Br, CCly hv, refluxo 4h
/
DMN Br
BBMN

Em um baldo de 1L de trés bocas, equipado com condensador de refluxo,

funil de adicdo e barra magnética, foram adicionados 250 mL de tetracloreto de



Materiais e Métodos |72

carbono e 50 mL de 1,4-dimetilnaftaleno (0,32 mol), previamente purificado por
destilacdo a pressdo reduzida. Em seguida, foram acrescentados, gota-a-gota
(por aproximadamente 2 h), 37 mL (0,72 mol) de bromo, enquanto o sistema foi
irradiado por uma lampada de 500 W e aquecido por uma manta. Ao final da
adicdo do bromo, a mistura reacional permaneceu em refluxo, sob agitacao
constante e irradiagcdo por 4h. Apds este periodo, manteve-se em repouso a
temperatura ambiente por uma noite. O solvente foi retirado sob pressao reduzida
e o0 sélido obtido, recristalizado em CHCI3. O produto sélido obtido, referente ao

BBMN foi recuperado por filtracdo a vacuo, em funil de Buchner. O produto foi
obtido com 71% de rendimento (72,5 g). Uma amostra do produto foi dissolvido

em CDCl; e analisado por RMN de *H e *3C (apéndice I).

3.3.1.2 - Preparacéo do Ester a,a’-Dicarbetoxi-1,4-Naftalenobispropanoato de

Etila
O OEt
Br OEt
(0]
OO EtOH, Na,CgHg, /Ester malonico OO
refluxo 6h (0]
Br OEt
BBMN
O OEt

Em um baldo de 1L de trés bocas , equipado com condensador de refluxo,
barra magnética, tubo secante e funil de adicdo, foram adicionados 250 mL de
etanol absoluto seco e 7,13 g (0,31 mol) de sédio metélico lentamente. Apos todo

sédio ter reagido, 88 mL (0,58 mol) de éster malbnico, previamente destilado
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foram adicionados gota a gota, por cerca de 2 h, sob agitacdo constante. Durante
esta etapa, o sistema foi mantido aquecido (aproximadamente em 50°C) para
prevenir a precipitacdo do éster de sodio malbénico. Apds o término da adicdo do
éster, o sistema foi mantido em refluxo por 2 h. Adicionaram-se 350 mL de
benzeno seco para facilitar a dissolugdo do BBMN, que foi adicionado na forma
sélida (33 g, 0,10 mol), em por¢cdes de aproximadamente 8 g, num intervalo de 45
min. O sistema reacional permaneceu em refluxo por 4 h e sob temperatura
ambiente por uma noite. Apds, a mistura resultante foi neutralizada com uma
solucéo aquosa de HCI a 20%. Houve a separacédo das fases organica e aquosa,
sendo esta Ultima extraida com éter etilico trés vezes. As fases organicas foram
combinadas, lavadas com solucdo 5% de NaHCO3; e 4gua destilada, e seca sob
Na SO, anidro. Os solventes foram removidos a pressdo reduzida por roto-
evaporacao e 0 excesso de éster malbnico removido por destilacdo a pressao
reduzida. O produto foi obtido com 90% de rendimento (44,9 g). Uma amostra do
produto resultante, o éster a,o’-dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de etila, foi

dissolvida em CDCl; e o produto analisado por RMN de *H e *3C (apéndice I).

3.3.1.3 - Preparagio do Acido 3,3’-(1,4-Naftilideno)dipropandéico (ANDP)

O OF O. _OH O. _OH
OEt oH
© o)
1)MeOH, NaOH _ -2C0O,
0 refluxo 2h A
2) HCI o
© OFt o OH 0 OH

ANDP
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Em um baldo de 500 mL de duas bocas, contendo um condensador de
refluxo, tubo secante e barra magnética, o composto resultante da etapa anterior,
0 éster a,a’-dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de dietila (44,8 g, 0,095 mol)
foi dissolvido em 200 mL de solucdo 6M de hidréxido de sodio e 50 mL de
metanol. O sistema foi mantido em refluxo e agitagdo constante por 2 h. Em
seguida, foi realizada uma filtragdo a quente e adicionou-se acido cloridrico
concentrado ao filtrado, até pH proximo a 1, até se observar a formacdo de um
precipitado. ApGOs esta etapa, o sistema foi mantido a 8°C por uma noite.

O sdlido obtido foi filtrado a vacuo em funil de Blichner e mantido em estufa
a temperatura de 120°C durante aproximadamente 12 dias até descarboxilacdo
total, verificada pela estabilizagdo da massa do produto. O produto foi obtido com
72% de rendimento (21,7 g). Uma amostra do produto, o &cido 3,3’-(1,4-
naftilideno)dipropandico (ANDP), foi dissolvida em dimetilsulfoxido deuterado para

analise do produto por RMN de *H e *3C (apéndice ).

3.3.1.4 - Preparacao do 3,3’-(1,4-Naftilideno)dipropanoato de S6dio (NDP)

O OH ) ONa

J
C(j MeOH,Na, 20, ta @(j
A

O OH O
ANDP NDP




Materiais e Métodos |75

Em um baldo de duas bocas de 250 mL, equipado com um tubo secante,
contendo 100 mL de metanol seco foram dissolvidos 1,5 g de sodio metalico.
Apos, foram adicionados 3,5 g do ANDP (0,013 mol) e a mistura permaneceu sob
agitacao constante a temperatura ambiente por 2 horas. O sistema foi mantido em
geladeira por uma noite. Depois, o produto soélido foi separado por filtracdo e o
produto seco em estufa a 50°C.

O rendimento obtido do produto foi de 89% (3,60 g). Uma amostra do
produto obtido, 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sédio (NDP), foi dissolvida

em D,0O para andlise por RMN de 'H e *3C (apéndice I).

3.3.1.5 - Preparacéao do 3,3’-(1,4-Naftilideno)dipropanoato de Etila (NDPE)

O. _OH O. _OEt
\
EtOH, H2804, CH3CGH6, refluxo 6h _
/
o7 oH 07 DOEt
ANDP NDPE

Em um baldo de 100 mL de duas bocas, contendo um condensador de
refluxo, tubo secante e barra magnética, foram colocados 5 g (0,018 mol) de
ANDP, 36 mL de etanol absoluto e 1 mL de acido sulfarico concentrado, e o
sistema mantido sob refluxo por 2 horas. Apés este periodo, foram adicionados
9,5 mL de tolueno e um dean-stark foi acoplado ao sistema, tendo sua parte

lateral preenchida com tolueno. A mistura reacional permaneceu em refluxo por
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mais 4 horas. Ao fim deste periodo, o0 etanol e 0 excesso de tolueno foram
retirados por destilacdo simples, obtendo-se um liquido viscoso, ao qual foi
adicionado 50 mL de uma solucédo aquosa de cloreto de sédio e 50 mL de éter
etilico. A fase organica foi lavada com 50 mL de uma solucdo aquosa de NaHCO3
a 5% e seca sob Na,SO, anidro. O produto foi filtrado e o solvente removido a
pressdo reduzida. O produto foi obtido com 68% de rendimento (3,99 g). Uma
amostra do produto obtido, 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de etila (NDPE), foi

dissolvida em CDCl; para analise do produto por RMN de *H e *3C (apéndice I).

3.3.1.6 - Preparacéo de N,N’-(2,3-Dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-

Naftilideno)dipropanamida (DHPN)

OH

N HoN__h__oH
— MeOH, refluxo, 24h

Ir-=z

OH
NDPE DHPN

Em um baldo de 250 mL de duas bocas, contendo um condensador de
refluxo, tubo secante e barra magnética, foram dissolvidos 3,95 g de NDPE em
80mL de metanol, em seguida foram acrescentados 8,0 g (0,088 mol) de 3-amino-
1,2-propanodiol. A mistura reacional permaneceu sob refluxo por 24 horas. ApGs

este periodo, o metanol foi eliminado a pressao reduzida, e o residuo transferido
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para um erlenmeyer, no qual foram adicionados 180 mL de acetona. O sistema
permaneceu a 8°C para melhor precipitacdo do produto, sendo depois recuperado
por filtracdo a vacuo em funil de Blchner. O sdlido obtido foi recristalizado em
metanol, fornecendo um sélido amorfo, levemente amarelo. O produto foi obtido
com 56% de rendimento (2,84 g). O produto foi caracterizado por RMN de H e

13C (apéndice ).

3.3.1.7 - Preparacédo do Endoperoxido de N,N’-(2,3-Dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-

Naftilideno)dipropanamida (DHPNO,)

H OH H OH

o. N o. N
OH OH
OH OH

o” N 0~ ™N
H  OH H o OH
DHPN DHPNO,

Em um baldo de 10 mL, contendo uma barra magnética, foram colocados
200 mg de DHPN e 3 mL de DO, sendo levemente aquecido para melhor
dissolucdo do composto. Posteriormente, foram adicionados 25 pL de uma
solucéo de azul de metileno (6 mg/mL em D,0). A temperatura foi mantida em
4°C durante todo tempo de irradiacdo através de um frasco com isolamento
térmico, mantido por um banho termostatico. A solucdo permaneceu sob agitacéo

constante, sendo saturada com oxigénio e irradiada com duas lampadas de
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tungsténio de 500 W por cerca de 6 horas. Apés este periodo, foi adicionado
Chelex® 100 para remocdo do azul de metileno, mantendo-se a solucdo sob
agitacdo por 10 minutos a 4°C. Um filtro de 0,45 pm de diametro (Millex ™ LCR
com membrana PTFE, Millipore) foi utilizado para filtracdo da solugdo e a mesma
armazenada em microtubos de 1,5 mL a -80°C.

A anélise do endoperoéxido foi feita por espectrometria de massas, injecao
direta no modo ESI" em 240 uL/min capilar, 4.5 kV; dry heater, 180°C; dry gas,

4.0 I/min; end plate —500 V.

3.3.1.8 - Preparacédo do Endoperoxido de N,N’-(2,3-Dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-

Naftilideno)dipropanamida Marcado Isotopicamente com Oxigénio 18

(DHPN*20,)
H OH I OH
OH j/ OH
180
80, AM, D,0, hv, 6h 18
OH ;\ OH
| |
Ho Oy H  OH
DHPN DHPN'80,

Em um baldo de 10 mL, contendo uma barra magnética, foram colocados
200 mg de DHPN e 3 mL de D,0, sendo levemente aquecido para melhor
dissolucéo do composto. Posteriormente, foram adicionados 40 uL de uma

solucéo de azul de metileno (6 mg/mL em D,0). Em seguida, o baléo foi
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conectado a um sistema fechado ligado a uma bomba de vacuo e a um cilindro
contendo oxigénio 18, ao qual permaneceu conectado até o final da reacédo. O
baldo foi congelado em nitrogénio liquido e descongelado, sendo este
procedimento repetido por cinco vezes para completa remocao de oxigénio 16
dissolvido no sistema, com succ¢ao de ar pela bomba de vacuo. Em seguida, o
sistema reacional foi mantido resfriado em 4°C sob constante agitacéo. A reacéo
foi irradiada com duas lampadas de tungsténio de 500 W por cerca de 6 horas
(vide representacao esquematica do sistema na Figura 3.1). ApGs este periodo,
foi adicionado Chelex® 100 para remoc&o do azul de metileno, mantendo-se a
solucéo sob agitacédo por 10 minutos a 4°C. Um filtro de 0,45 um de diametro
(Millex ™ LCR com membrana PTFE, Millipore) foi utilizado para filtracdo da
solucéo e a mesma armazenada em microtubos de 1,5 mL a -80°C. A andlise do
endoperoxido foi feita por espectrometria de massas, injecdo direta no modo ESI*
em 240 uL/min capilar, 4.5 kV; dry heater, 180°C; dry gas, 4.0 I/min; end plate

-500 V.

<&§@

AN N\ ‘

Figura 3.1. Representacdo esquematica do sistema reacional para preparacéo de
DHPN*0,.

=
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3.3.1.9 — Preparacdo do Endoperoxido de 3,3’-(1,4-Naftilideno)dipropanoato

de Sédio (NDPO,)

(@) OH
OO Na,MoOy/H,0p, 20°C
07" “OH o7 “oH
NDP NDPO,

Em um tubo para centrifuga contendo um agitador magnético foram
colocados 500 pL de uma solugcéo de 0,5 M de Na,MoO, em tampao 0,1 M de
Na,CO3/NaHCO3 pH 10-11, e 50 mg do NDP. O tubo permaneceu sob agitacao
continua, em banho de agua com temperatura a 20°C durante todo o processo.
Em seguida, acrescentou-se 50 pL de H,O, (35 % comercial) na solucéo, a qual
ficou marrom avermelhada com liberacéo intensa de O,. Apds 14 min, a coloracao
da solucdo passou a amarelo-ouro e, entdo, acrescentou-se mais 50 uL de H,O..
Esse procedimento foi repetido por mais quatro vezes, sendo que ao final da
ltima adicdo a solugdo permaneceu em agitacdo por 20 min. Apos este periodo,
o tubo foi resfriado em um banho de agua e gelo e 500 pL de H3PO4 2 M foram
acrescentados lentamente, sob agitacdo continua, para precipitar a forma diacido
do endoperdxido. Em seguida, o sistema foi centrifugado a 7000 rpm, 4°C, por 2
min. O sobrenadante, de coloragdo amarela, foi descartado. Acrescentaram-se 1
mL de agua fria ao solido, agitou-se por alguns minutos e centrifugou-se nas

mesmas condicbes descritas anteriormente, descartando-se novamente o
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sobrenadante obtido. A lavagem do sélido foi repetida por mais duas vezes. O
tubo, contendo o sélido obtido apds as lavagens, foi colocado em gelo.
Acrescentou-se lentamente e sob agitacdo NaOH 2 M até completa solubilizac&o
do precipitado. A solucdo obtida foi congelada imediatamente e armazenada a -
80°C. Esse mesmo procedimento pode ser feito partindo-se diretamente do
ANDP, porém nesse caso uma gquantidade estequiométrica de NaOH devera ser
adicionada para possibilitar a solubilizacéo.

O endoperéxido NDPO;, foi analisado por HPLC-MS, com o detector de UV
programado para deteccdo no comprimento de onda de 230 nm. A coluna usada
foi a Gemini 5u C-18 (250 x4,60 mm, 5 micron) Phenomenex. A separacédo foi
realizada com fluxo de 0,6 mL/min e um gradiente, partindo de 15 % de MeCN em
solucdo 10 mM de formiato de aménio, indo para 30% MeCN em 20 min, 60 %
MeCN em 25 min e voltando para 15 % em 30 min. Para o NDPO; a analise foi
feita no modo ESI" e com a voltagem do cone em 20 V, temperatura da fonte de

100°C e temperatura de dessolvatacdo 200°C.

3.3.2 — Sintese do Endoperoxido de 2,2’-(Naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de

N,N,N-trimetil Etanaminio) (NBTEO,)

3.3.2.1 - Preparacgao do 2,2’-(Naftalen-1,4-dil)diacetonitrila (NDDA)

Br CN
OO NaCN, EtOH/H,0 (5:1), refluxo 1,5h OO
Br CN

BBMN NDDA



Materiais e Métodos |82

Em um baldo de 1L de trés bocas e fundo redondo, equipado com
condensador de refluxo e barra magnética, foram adicionados 12 g (0,038 mol) de
BBMN, 8,6 g (0,175 mol) de NaCN, 100 mL de EtOH e 40 mL de H,O. A mistura
reacional foi mantida sob refluxo por 1,5 h. Apds este periodo, o excesso de
etanol foi retirado por uma destilacdo simples. Ao residuo foi adicionado 50 mL de
H.O e extraido por 3 vezes com CHCIz. O solvente foi removido sob pressao
reduzida e o produto sélido obtido com 84% (6,6 g) de rendimento. Uma amostra

do produto foi diluido em CDCl; e analisada por RMN de *H e *3C (apéndice I).

3.3.2.2 - Preparagao de 2,2’-(Naftalen-1,4-dil)dietanamina (NDDE)

CN

NH,
OO LiAIH,, AICI5, Et,0, refluxo 20 h OO
NH,
CN
NDDA NDDE

Em um baldo de 100 mL de trés bocas, equipado com condensador de
refluxo, barra magnética, tubo secante e funil de adicdo e foram adicionados 0,74
g (19,4 mmol) de hidreto de litio aluminio e 20 mL de éter seco. O sistema foi
resfriado com banho de gelo e 2,58 g (19,4 mmol) de cloreto de aluminio foram
adicionados. Por meio do funil de adicdo, 1 g (4,86 mmol) de 2,2’-(naftalen-1,4-
dil)diacetonitrila em 30 mL de éter foram adicionados a reacéo lentamente. Depois
de todo composto ser adicionado, o banho de gelo foi retirado e a reacédo
permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente. Apos 20 horas, a reacéo foi
resfriada com banho de gelo e lentamente foi adicionada H,O e uma solucao de

acido sulfarico a 10% até pH 1. A reacéo foi extraida com diclorometano por duas
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vezes, e 0 solvente removido sob pressdo reduzida, obtendo-se 75 mg do
material de partida. A fase aquosa foi adicionada uma solucdo de NaOH a 20%
até pH proximo a 13 e a mesma extraida com diclorometano por trés vezes. A
fase organica combinada foi lavada com solucdo saturada de NaCl e o solvente
foi retirado sob presséo reduzida. O produto bruto foi purificado em coluna de
silica gel, empregando-se como eluente uma mistura de metanol e éter de
petréleo (9,5:0,5, vlv, respectivamente). O rendimento obtido do produto
purificado foi de 32% (329 mg). Uma amostra do produto foi diluido em CDCl; e

analisada por RMN de *H e *3C (apéndice I).

3.3.2.3 - Preparacdo de 2,2'-(Naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil
Etanaminio) (NBTE)

Na preparacdo do sal quaternario foram utilizados dois métodos com
adaptacdes. O primeiro método utiliza uma base organica (Sommer e Jackson,
1970), e o segundo utiliza um sal inorganico (Avellar et al., 2000) como aceptor

de protons do acido que se forma a medida que a reacao vai prosseguindo.

Método 1
*CI
NH2 T\
1) Mel, Et;N, DMF, ta, 3 h _
2) Amberlite® IRA 400, H,0:MeOH (5:3), ta
NH, N*\Cl'
NDDE NBTE

Em um baldo de 50 mL, contendo tubo secante e barra magnética, foram

adicionados 283 mg (1.32 mmol) de 2,2’-(naftalen-1,4-dil)dietanamina e 15 mL de
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DMF seco, sendo o sistema levemente aquecido para melhor dissolugdo do
composto. O sistema reacional foi resfriado a -20 °C e adicionados 534 mg (5,28
mmol) de trietilamina, e em seguida foram adicionados 1,91 mg (13,4 mmol) de
iodometano. Apds 5 minutos, o sistema foi deixado reagir a temperatura ambiente
por 3 horas, com a formacdo de um precipitado. O sistema foi deixado por uma
noite em repouso para melhor precipitacdo do sélido formado, sendo recuperado
por filtracdo. O produto obtido foi dissolvido em 17 mL de metanol e agua (5:3,
v/v) e adicionado a resina anidnica Amberlite® IRA 400 para obtencdo do
cloridrato. Apos filtracdo e remocéo do solvente a pressao reduzida, o produto foi
obtido com 5% de rendimento (25mg), mais subprodutos da reacdo. Uma amostra

do produto foi diluida em D,O e analisada por RMN de *H e *3C (apéndice I).

Método 2
NH, T‘QI
1) Mel, NaHCO3;, MeOH, refluxo 44h
2) Amberlite® IRA 400, H,0:MeOH (5:3), ta'
NH2 Tgl-
NDDE NBTE

Em um baldo de 3 bocas de 50 mL, contendo um condensador de refluxo,
tubo secante e barra magnética, foram adicionados 15 mL de metanol seco, 114
mg (0,53 mmol) de 2,2’-(naftalen-1,4-dil)dietanamina, 354 mg (4,2 mmol) de
bicarbonato se sédio e 1,2 g (8,5 mmol) iodometano. A mistura reacional foi
mantida sob refluxo e constante agitacdo. Quantidades adicionais de idometano

(1,1 g, 8,0 mmol) foram acrescentadas apos 1 e 19 horas de reagdo. Apos 44



Materiais e Métodos |85

horas de reacéo, o solvente foi removido a pressao reduzida e o soélido residual foi
extraido trés vezes com CHCI; a quente, trés vezes com CH,Cl, a quente, e
finalmente extraido com EtOAc a quente. O residuo sélido foi filtrado e seco a
pressédo reduzida. O produto obtido foi dissolvido em 16 mL de MeOH e H,0 (5:3,
v/v) e adicionado a resina anidnica Amberlite® IRA 400 para obtencdo do
cloridrato. Apos filtracdo e remocéo do solvente a pressao reduzida, o produto foi
obtido com 58% (114 mg) de rendimento. O produto foi analisador por
espectrometria de massas por injecdo direta no modo ESI*, com voltagem do
cone em 25 V, temperatura da fonte em 100°C e temperatura de dessolvatacao

em 200°C.

3.3.2.4 - Preparacao do Endoperoxido de 2,2’-(Naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de

N,N,N-trimetil Etanaminio) (NBTEO,)

+

*cr i
I~ 1=
OO 0,, AM, D,0, hv, refluxo 14h O@
NBTE NBTEO,

Em um baldo de 10 mL, contendo uma barra magnética, foram colocados
200 mg de sal quaternario e 3 mL de D,O e 30 pL de uma solucdo de azul de
metileno (6 mg/mL em D,0). A temperatura foi mantida em 4°C durante todo
tempo de irradiagdo e a solugcdo permaneceu sob agitacdo constante, sendo
saturada com oxigénio e irradiada com duas lampadas de tungsténio de 500 W

por cerca de 14 horas.
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A andlise do endoperdxido foi feita por injecdo direta no modo ESI*, com
voltagem do cone em 15 V, temperatura da fonte em 100°C e temperatura de

dessolvatacdo em 200°C.

3.3.3 — Medida da Concentracdo dos Endoperoxidos
A concentracdo do endoperoxido foi realizada por espectrofotometria no
UV, medindo-se a absorbancia em A= 288 nm, antes e depois de aquecido a 50°C

por 2 horas, uma vez que a absorcdo do anel naftalénico se d& neste
comprimento de onda (Exss= 7780 M*cm™). Para o endoperéxido €g5= 140 M’

'em™ em 288 nm.
Os calculos podem ser feitos primeiramente pela lei de Lambert-Beer,
determinando-se a concentracdo do precursor naftalénico. A pureza da amostra é

obtida por comparacao das absorbancias em 288 nm antes e depois de aquecido,
através da fe|a(;510 [Pureza =1- (AiniciaI/AfinaI)/l' (Sendoperoxidolsprecursor naftalénico)]- Uma

vez obtido esses dois valores, a concentracdo do endoperéxido naftalénico pode

ser determinada ([Endoperoxido] = [Precursor naftalénico] x Pureza).

3.4 - Preparacéo de Hidroperoxidos de Lipideos

A sintese dos hidroperéxidos dos acidos graxos linoleico (LAOOH), oleico
(OAOOH), e do colesterol (ChOOH) ocorreu por reacéo de fotossensibilizacdo na
presenca de oxigénio. A seguir estdo descrito os procedimentos utilizados na

sintese, purificacdo e analise destes hidroperoxidos.
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3.4.1 - Preparacéo dos Hidroperdxidos dos Acidos Graxos Linoleico e Oleico

Y SN

Luz
Fotessensibilizader

<
0,2

Figura 3.2. Representacao esquematica de uma reacéo de fotossensibilizacao.

=

Em um balédo de fundo redondo de 100 mL, acrescentou-se 100 uL de uma
solucéo de azul de metileno (0,1 M em metanol) a 1 g de acidos graxos (linoleico
ou oleico), dissolvido em 50 mL de CHCI;. O sistema reacional foi mantido em
banho de gelo e &gua, sob agitacdo constante. A solucdo foi saturada com
oxigénio e irradiada com duas lampadas de tungsténio de 500 W por cerca de 5
horas para o acido linoleico e de 3 horas para o acido oleico.

A reacao foi monitorada através de cromatografia em camada delgada para
verificar a formacédo dos hidroperoxidos LAOOH e OLOOH. As amostras foram
retiradas e aplicadas sobre placa de silica e eluidas em uma mistura de
CHCI3/MeOH (90:6, v/v) e reveladas com solucdo de H,SO, em EtOH (5,0 g de
H,SO, em 97,5 ml de EtOH) ou p-anisaldeido (3,7 mL de p-anisaldeido, 135 mL

de EtOH, 5 mL de H,SO,4 concentrado, 1,5 mL de &cido acético).

3.4.2 - Preparacgéo dos Hidroperoxidos do Colesterol
Na preparacdo dos hidroperéxidos do colesterol foi utilizado como
fotossensibilizadores o azul de metileno (método 1) e o rosa bengala (método 2).
No método 1, foram adicionados 100 uL de uma solu¢cdo de azul de

metileno (0,1 M em metanol) a 200 mg de colesterol, dissolvidos em 20 mL de
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CHCI3.0 sistema reacional foi mantido em banho de gelo e agua, sob agitacdo
constante. A solucéo foi saturada com oxigénio e irradiada com duas lampadas de
tungsténio de 500 W por cerca de 3 horas.

No método 2, uma solucédo de piridina (12 mL) contendo 1 g de colesterol e
10,7 mg de rosa bengala, foi mantida em banho de gelo e agua, sob agitacdo
constante. O sistema foi saturado com oxigénio e irradiado com duas lampadas
de tungsténio de 500 W por cerca de 5 horas.

Em ambos os casos, a reacao foi monitorada através de cromatografia em
camada delgada para verificar a formacéo dos hidroperéxidos. As amostras foram
retiradas e aplicadas sobre placa de silica e eluidas em uma mistura de acetato
de etila e isooctano (1:1, v/v) e reveladas com solucéo de H,SO, em etanol ou p-

anisaldeido.

3.4.3 - Purificacdo e Quantificacdo dos Hidroperoxidos dos Acidos Graxos
Linoleico e Oleico e Colesterol

Os hidroperoxidos LAOOH, OLOOH e ChOOH foram purificados através
de cromatografia de coluna, empacotada com silica como descrito por Kiihn et al,
1987. Utilizou-se 10 g de silica previamente dessecada a 110°C por duas horas
para preparacdo da coluna, a qual foi equilibrada com n-hexanos. Apos a reacdo
de fotossensibilizagcdo dos acidos linoleico, oleico e colesterol, respectivamente. O
excesso de solvente foi removido sob presséo reduzida e o residuo aplicado na
coluna. A separacdo foi feita com um gradiente de n-hexanos e éter nas seguintes
propor¢des: 95:5 (50 ml); 90:10 (100 ml); 80:20 (100 ml); 70:30 (50 ml); 60:40 (50
ml) e 50:50 (100 ml). Aliquotas foram recolhidas em tubos de ensaio e analisadas

por cromatografia em camada delgada, para que as fracdes contendo os



Materiais e Métodos |89

hidroperoxidos fossem reunidas em um baldo e concentradas, com remoc¢éo do
solvente sob presséo reduzida. O residuo concentrado foi dissolvido em CHCI;
e/ou MeOH e a amostra estocada a -20 °C.

Para confirmacédo da concentracdo dos hidroperéxidos LAOOH, OLOOH e
CHOOH foi utilizado o método iodometrico (Buege e Aust, 1978). A quantificacédo
dos hidroperéxidos do &cido linoleico também foi realizada através da medida de
absorbancia do dieno conjugado (e23,=25000 M™*cm™, Mulliez et al., 1987). Para
determinacao do total de hidroperoxidos, considerou-se que 60% correspondem a

hidroperoxidos contendo dieno conjugado.

3.4.4 - Analise dos Hidroperéxidos por Espectrometria de Ressonancia
Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas

Os hidroperéxidos LAOOH e OLOOH foram analisados por RMN de H
(200 MHz, CDCl3, 5 em ppm) e *3C (50 MHz, CDCl;, § em ppm, apenas para
hidroperéxidos do acido oleico).

Na andlise por espectrometria de massas por injecdo direta, 2 a 5 pL de
amostras de hidroperoxidos 0,1 mM foram injetadas, no modo negativo de
ionizacao electrospray (ESI"-MS), nas seguintes condi¢cdes: temperatura da fonte
100°C, temperatura de dessolvatacao 200°C, voltagem do cone de 35 V.

A anélise de ChOOH foi feita analise por RMN de *H (200 MHz, CDCls, §
em ppm) e por espectrometria de massas, por injecao direta, usando o modo
APCI", nas seguintes condicGes: temperatura da fonte 100°C, temperatura da de

dessolvatagdo 300°C, voltagem do cone de 25 V e descarga corona em 4,00 kV.
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3.5 - Medidas de Emissédo de Luz no Infravermelho: Cinética e Espectro

Os experimentos de medidas de emissdo de luz no infravermelho foram
conduzidos em um cubeta de quartzo, contendo uma pequena barra magnética, a
temperatura ambiente. As solu¢des dos hidroperoxidos foram injetadas na cubeta,
contendo NO,BF,, através de um pequeno tubo de polietileno.

A cinética e os espectros adquiridos da termodecomposicdo de DMNO; (10
mM a 37 °C em CHCI3/MeOH ,4:1) foram utilizados como padrdo de gerador de
'0,.
3.5.1 - Medidas de Emiss&o de Luz para Reacdo entre o Acido Oleico com
NO,BF,4

Solucbes de 3 mL de acido oleico com concentracdo de 10 mM em
CHCI3/MeOH (1:4 v/v), bem como em CHCI3, MeOH e MeCN foram preparadas e
acompanhou-se a emissdo de luz resultante do decaimento monomolecular do

'0, das reacdes com o NO,BF..

3.5.2 - Medidas de Emissdo de Luz para Reacdo entre Hidroperoxidos do
Acido Oleico, Linoleico e do Colesterol com NO2BF,,

Solucbes de 3 mL de OLOOH (10 mM), LAOOH e ChOOH em
CHCI3/MeOH (4:1, v/v), com concentracdo de 10 mM foram preparadas e
acompanhou-se a emissao de luz resultante do decaimento monomolecular do
'0, das reacBes com o NO,BF,. Reacdes controle utilizando 3 mL do sistema
solvente e solu¢gdes de 3 mL com concentragdo de 10 mM de acido oleico, acido
linoleico ou colesterol, respectivamente, foram testadas com NO,BF,4, assim como

solucdes dos hidroperéxidos na auséncia de NO,BF,4. Os espectros de emissao
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no infravermelho foram adquiridos com 3 a 4 repeticdes de varredura, no intervalo

de 1180 a 1340 nm.

3.5.3 - Medidas de Emissdo de Luz para Reacdo entre Peréxido de
Hidrogénio Hidroperéxidos do Cumeno e t-Butila com NO,BF,4

Solucdes de 3 mL de peroxido de hidrogénio (H.O,) e dos hidroperéxidos
de cumeno (CuOOH), hidroperdxido de t-butila (t-BuOOH), em CHCI3/MeOH (4:1,
v/v), com concentracdo de 10 mM, foram preparadas, respectivamente, e
acompanhou-se a emissdo de luz resultante do decaimento monomolecular do
'0, das reacBes com o NO,BF,. Reacées controle utilizando 3 mL do sistema
solvente e NO,BF,4, e solucbes isoladas de 3 mL de H,O,, CuOOH e t-BuOOH,
respectivamente, em CHCI3/MeOH (4:1v/v), com concentracdo de 10mM, foram
testadas. Os espectros de emissao no infravermelho foram adquiridos com 3 a 4

repeticdes de varredura, no intervalo de 1180 a 1340 nm.

3.5.4 - Medidas de Emissdo de Luz para Reacdo entre Hidroperoxidos do
Acido Oleico, Linoleico e do Colesterol com NO,BF4 em Meio Acidificado
Solucdes acidas de 3 mL de OLOOH , LAOOH e ChOOH em CHCI3/MeOH
(4:1, viv) com concentracdo de 10 mM, foram preparadas com adicao de 1 uL de
HCI concentrado (concentracao final de 4,1 mM), e monitoradas quanto a emissao
de luz resultante do decaimento monomolecular do 'O, das reacbes com o
NO,BF4. Adicionalmente, reacbes controle contendo 3 mL do sistema
solvente,1uL de HCI concentrado (37%) e NO,BF,, e solu¢des acidas isoladas de
3 mL de acido oleico, acido linoleico ou colesterol, em CHCI3/MeOH (4:1 v/v), com

concentracédo de 10 mM respectivamente, foram testadas com NO,BF, bem como
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solucbes acidas dos hidroperoxidos correspondentes isolados, na auséncia de
NO,BF4. Os espectros de emissdo no infravermelho foram adquiridos com 3 a 4

repeticdes de varredura, no intervalo de 1180 a 1340 nm.

3.5.5 - Medidas de Emissdo de Luz para Reacdo entre Peroxido de
Hidrogénio Hidroperoxidos do Cumeno e t-Butila com NO;BF, em Meio
Acidificado

Solucdes acidas de 3 mL de H,O, e dos hidroperéxidos de cumeno
(CuOOH), hidroperoéxido de t-butila (t-BuOOH), em CHCIl3/MeOH (4:1 v/v), com
concentracdo de 10 mM, foram preparadas com adicdo de 1 pL de HCI
concentrado (concentracéo final de 4,1 mM), e monitoradas quanto a emissao de
luz resultante do decaimento monomolecular do 'O, da reagdo com o NO,BF,.
Adicionalmente, reacdes controle contendo 3 mL do sistema solvente e NO,BF,4, e
solucbes acidas isoladas de 3 mL de H,O, e dos hidroperdxidos organicos, com
concentracdo de 10 mM, foram testadas. O espectro de emisséo no infravermelho

foi realizado com 3 a 4 repeti¢cdes de varredura no intervalo de 1180 a 1340 nm.

3.5.6 - Efeito da Azida de SAdio na Emissdo de Luz para Reacdo entre
Hidroperéxidos de Acido Oleico e Acido Linoleico com NO,BF,

Solucbes de 3 mL de OLOOH e LAOOH em metanol foram preparadas e
acompanhou-se a emissao de luz resultante do decaimento monomolecular do
'0, das reacdes com o NO,BF,, na presenca e na auséncia de azida de sédio
(NaNs3). Para os hidroperoxidos do acido oleico foram adicionados 200uL de uma
solucdo de NaN3 em MeOH com concentracdo de 25 mM (concentracéo final de

1,56 mM). Para LAOOH foram adicionados 500 pl de uma solucdo de 25 mM em
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MeOH (concentracdo final de 3,57 mM) através de um tubo de polietileno.
Reacdes controle utilizando 3 mL do sistema solvente e NO,BF4, solucbes de 3
mL com concentracdo de 10 mM de acido oleico, acido linoleico foram testadas

com NO2BF,4 na presenca e auséncia de NaNs.

3.5.7 - Efeito da Azida de S6dio na Emissdo de Luz para Reacdo entre
Hidroperoxidos de Colesterol com NO2,BF4

Solucdes de 3 mL de ChOOH em CHCI3/MeOH (4:1, v/v) foram preparadas
e acompanhou-se a emissao de luz resultante do decaimento monomolecular do
'0, (regido do infravermelho em A = 1270 nm) das reacdes com o NO,BF, na
presenca e na auséncia de NaNs;. Foram adicionados 500 pl de uma solugdo de
25 mM em metanol de NaN3 (concentragdo final de 3,57 mM) através de um tubo

de polietileno.

3.5.8 - Calculo do Rendimento de Oxigénio Singlete

O rendimento de 'O, gerado nas reacdes dos hidroperoxidos de lipideos,
hidroperéxidos organicos e H,O, com NO,BF, foi calculado empregando-se como
padrdo o endoperéxido DMNO,. Este endoperéxido por termodecomposicao a 37
°C libera 'O, com 76% de rendimento (k = 2,67 x10* M*s™) (Miller e Zierreis,
1990). Medidas de emisséo de luz no infravermelho préximo (A= 1270 nm) foram
realizadas através da termolise de 10 mM de DMNO, em CHCI3/MeOH (4:1, viv).
Calculou-se o rendimento tomando-se a area sob a curva de emissdo do DMNO,,
considerando-se a velocidade de geracdo de 'O, e comparou-se com &rea sob a
curva das emissdes das reacdes com NO,BF,. Detalhes sobre o calculo se

encontram no Apéndice II.



Materiais e Métodos |94

3.5.9 - Reaco entre os Hidroperéxidos de Acido Oleico e NO,BF,

Uma solugcdo contendo 10 mM do hidroperéxido de OAOOH em
CHCI3/MeOH (4:1, vlv, total de 3mL), foi mantida por 30 minutos sob borbulho de
argonio a -20°C. Apos este periodo foi adicionado NO,BF, e a mistura reacional
foi mantida sob agitacdo constante, a temperatura ambiente e sob fluxo de
argonio. Apos 2 horas de reacédo, foram adicionados agua deionizada e éter etilico
(5 mL ao total). A fase organica foi extraida e o solvente seco sob fluxo de N,. Ao
residuo foi adicionado isopropanol/metanol (1:1, v/v) e os produtos da reacao
analisados por cromatografia em camada delgada e por espectrometria de
massas pelo modo negativo de ionizacdo electrospray (ESI/MS), condicfes
utilizadas: temperatura da fonte 100 °C, temperatura de dessolvatacdo 200°C,
voltagem do cone 35 V e energia de colisdo 25 eV, potencial do capilar e do

eletrodo 4,5 e 0,5 kV, respectivamente.
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4 - Resultados

4.1 - Sintese e Caracterizacdo dos Endoperoxidos Derivados do Naftaleno

Utilizados como Fonte de Oxigénio Singlete

4.1.1 - Sintese do Endoperdéxido da N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-
naftilideno)dipropanamida Nao Marcada (DHPNO,) e Marcada com Oxigénio-
18 (DHPN*20,)

A sintese dos derivados naftalénicos precursores de DHPNO,, foi realizada
conforme método desenvolvido no nosso laboratério (Martinez et al., 2000b;
Pierlot et al., 2000; Dewilde et al., 1998; Di Mascio e Sies, 1989) e os rendimentos

obtidos em cada etapa da rota sintética estdo dentro do esperado (Figura 4.1).

Br on

EtOH, Na
OO Bz, 2o OO ~CoPlo, Ester 1)MeOH. NaOH
hv 66 refluxo 2h
refluxo 4h malénico, e

refluxo 6h

DMN Br .

BBMN

(71%)
(90%

2co2

u OH : OH

OH OH

OH
HoN OH
180, ou 160, AM, D,0 A _FtOH, H80,
hv, 6h MeOH, CH306H6 refluxo
’ refluxo, 24h
OH OH
o T/\) o T/\) o
Fooon o on NDPE ANDP
(68%) (72%)

DHPNO, DHPN

(56%)

Figura 4.1. Preparacéo dos endoperoxido derivado do naftaleno DHPNO..
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A preparacdo do endoperoxido de DHPNO; (ndo marcado e marcado com
80,) foi realizada através de fotossensibilizacdo com azul de metileno em D-O.
Ao final da reacdo, ap0s 6 horas, utilizou-se uma resina para retirada do
fotossensibilizador e a concentracdo foi determinada por espectrofotometria
UV/VIS, através da medida da absorbancia em A= 288 nm, antes e depois de
aquecido a 50°C por 2 horas. Assim, na analise do espectro de massas para 0
DHPNO sintetizado com 0, (Figura 4.2, A) tem-se fon m/z 451 [(M + H)]" que
corresponde ao ion molecular. A perda de uma molécula de O, leva ao ion m/z
419 [(M + H) - O,]". Outros fragmentos encontrados correspondem aos ions m/z
381 [(M + H) - O, — 2H,0 — 2H]", m/z 359 [(M + H) —C3H1oNO,]", m/z 341 [(M+ H)
—C3H1oNO, — H,0]", m/z 300 [(M + H) —CeH1,NO3 —5H]" e m/z 229 [(M + H) —
CgH1gN20s]".

Na analise do espectro de massas para DHPN'®0, (Figura 4.2, B), tem-se
jon m/z 455 [(M + H)]" que refere-se ao ion molecular. Com a perda de uma
molécula de **0, tem-se o fon m/z 419 [(M + H) - 0,]*. Os outros fragmentos
encontrados, correspondem aos fons m/z 381 [(M + H) - *0, — 2H,0 — 2H]"
referente a perda de uma molécula de 20, e duas moléculas de H,O, o fon m/z
359 [(M+ H) —C3H1oN*20,)]* e 0 fon m/z 284 [(M + H) — *¥0,C¢H1oNO3 —3H]*

A termélise do DHPNO, em 37°C gerou intensa emissao de luz em A=1270
nm, caracteristica de 'O, (Figura 4.3 A), o que foi confirmado através do espectro

de emisséao, que apresenta intensidade maxima em 1270 nm (Figura 4.3 B).
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1270 nm

1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340 1360

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.3. (A) Emissao de luz em A= 1270 nm gerado pela termdlise de DHPNO,

a 37°C. (B) Espectro de emissdo de 'O, liberado pela termélise de DHPNO, a
37°C (25 mM em D,0).

4.1.2 - Sintese do Endoperéxido de 3,3’-(1,4-Naftilideno)dipropanoato de

sddio (NDPO,)

Na preparacdo do endoperoxido NDPO, foi utilizado o método de

desproporcionamento de H,O, catalisado por ions molibidato em meio basico,

como fonte primaria de 'O, (Aubry et al., 1989). Este método propicia a

recuperacdo do endoperoxido através da precipitacdo de sua forma acida. Na

Figura 4.4 é mostrada a sintese do NDPO,, a partir do derivado di-acido (ANDP).

O,

)

ANDP

OH

MeOH, Na

2h, ta

OH

ONa O, ONa

OO Na,MoO,/H,0, O@

o

NDP (89%)

ONa (0] ONa
NDPO,

Figura 4.4. Preparacdo dos endoperoxidos derivados do naftaleno NDPO,,
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A anadlise do espectro de massas obtido do NDPO, (Figura 4.5) indica que
0 ion m/z 349 [(M —H)+ 2H] corresponde ao ion molecular. Além disso, o ion m/z
317 corresponde a perda de uma molécula de O, [(M - H) — O, +2H]’, o ion m/z
303 corresponde a perda de dois atomos de Na [(M - H) — 2Na + 2H] e o ion m/z
271 que corresponde a perda de dois atomos de Na e uma molécula de O, [(M +

H) — 2Na —O,+2HTJ"

[V H) - 2Na + 2H]"

100 O~ Na Os__ONa
O [(M-H) + 2H]
- 349
o) o)

<
>
N
©
=
S
K]
[0)
a4
© ONa ONa
‘© [(M-H) + 2HT [(MH) -O+ 2H]
c
«@ m/z 349 miz 317
ke
c
S [(M+H) - O, - 2Na + HT
< 2on
[(M+H) - O, + 2H]|
317 \v
O_MJF.ALMM L. Aafieseprom Sl P 4 ﬂd\ Al PN ‘./ﬁ\
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

m/z

Figura 4.5. Espectro de ESI/MS do endoperoxido NDPO,,

Com a termolise a 37°C do endoperdxido NDPO, ocorreu intensa emissao
de luz em A=1270 nm, caracteristica de 'O, (Figura 4.6 A), o que foi confirmado
através do espectro de emisséo, que apresenta intensidade maxima em 1270 nm

(Figura 4.6 B).
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Figura 4.6. (A) Emisséo de luz em A= 1270 nm gerado pela termdlise de NDPO; a
37°C (10 mM em D,O). (B) Espectro de emissdo de 'O, liberado pela termélise de
NDPO; a 37°C (10 mM em D;0).

4.1.3 - Sintese do Endoperoxido de 2,2’-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-
trimetil Etanaminio) (NBTEO,)

A sintese do endoperéxido do derivado naftalénico dicatibnico NBTEO,,
parte do DMN e tem um intermediario comum a sintese do DHPN, o BBMN. As
reacoes realizadas para sintese deste composto estdo resumidas na Figura 4.7,

com 0s respectivos rendimentos.

Br CN

Br,, CCly, hv NaCN LiAIH,4 AICI3
—_— —_— s >
refluxo, 4h EtOH/H,0 (5:1) Et,0, refluxo, 20 h

refluxo, 1,5 h

Br CN
DMN BBMN NDDA
(70%) (84%)
+ CI + -
NH e e
1) Mel, NaHCO4
> 0,, AM, D,O
MeOH, refluxo, 44h ——
L ® hv, refluxo, 14h
2) Amberlite® IRA 400
NH, H20:MeOH (5:3), ta N*\CI' NQ'
NDDE | |
(32%) NBTE NBTEO,
(58%)

Figura 4.7. Sintese dos derivados naftalénicos para obtencdo do endoperoxido de
NBTEO..
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Para obtencdo do endoperéxido dicatibnico NBTEO,, foi feita uma reacao
de fotossensibilizacdo com azul de metileno em D,0. A analise por espectrometria
de massas ESI'/MS demonstrou a formac&o do ion de m/z 166 correspondente
ao endoperdéxido e ao ion m/z 150 correspondente a perda de O, (Figura 4.8). Os

ions obtidos pela fragmentacdo do ion m/z 166 sdo apresentados na tabela 6.

I
I

-0,
150 -

A
ko

T

,:\I\O

o

!
|

m/z 166 m/z 150

Abundancia Relativa (%)

108122137 |}
Ol A 1 1

80801M12l]1401601302‘9@2‘0260280300@3‘0360330@420“0@4&):?
[z

Figura 4.8. Espectro de ESI*/MS do endoperoxido NBTEO..

Tabela 6. lons produto obtidos a partir da fragmentacdo de m/z 166

re re
(5 o (1
e re

[1/2 (M + 2H) - 2H)]* [1/2 (M + 2H) - O, - 2H)]*
m/z 166 m/z 150
m/z Estrutura do ion
166 [1/2 (M + 2H) - 2H)]"
150 [1/2 (M + 2H) - O,— 2H)]"
137 [1/2 (M + 2H - (CH3CH,), — 2H)]"
122 [1/2 (M + 2H - (CH3CH2NH),)- 2H)]"

108 [1/2 (M + 2H - ((CH3)2CH2N),) — 2H)]+
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A termolise do endoperoxido dicatibnico em 37°C gerou intensa emissao
de luz em A=1270 nm, caracteristica de 'O,.(Figura 4.9 A). O espectro de emissao
adquirido a partir da termdlise do endoperéxido a 50°C demonstrou um maximo

de intensidade em 1270 nm (Figura 4.9 B), comprovando a geracéo de 'O,.

A 30000 B
1000 1270 nm
25000 !

800
20000

1270 nm (cps)

600

150004

400
10000+

Emisséo de luz (cps)

2007 5000

Emissao de luz em A

0+ 0-

T T T T T T T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340 1360
Tempo (S) Comprimento de onda (nm)

Figura 4.9. (A) Emissdo de luz em A= 1270 nm gerado pela termolise do
endoperéxido NBTEO, a 37°C (8 mM em D,0). (B) Espectro de emisséo de 'O,
liberado pela termdlise do endoperéxido de NBTEO;, a 50°C (8 mM em D,0).

4.2 — Sintese e Caracterizacdo dos Hidroperoxidos de Lipideos

4.2.1 — Hidroperéxidos do Acido Oleico

O acido oleico é um acido graxo monoinsaturado que foi fotossensibilizado
com azul de metileno e, apés a purificacdo em coluna de silica, foi obtida uma
mistura de hidroperoxidos do acido oléico (9-OAOOH e 10-OAOOH)

correspondente a oxidacéo pelo 'O, (Figura 4.10).
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OH

AM, CHCl;
hV, Oz

OOH 0
/\/\/\/\)\/\/\/\/U\OH X OH

9-OA0O0H

10-OA0O0OH

Figura 4.10. Preparacdo dos hidroperéxidos 9-OLOOH e 10-OLOOH por

fotooxidagao.

A andlise por RMN de *H (Figura 4.11), indica que os hidrogénios do grupo
metila e da cadeia alifatica (-CH;-),, se localizam entre 0,83 a 1,65 ppm, 0s
hidrogénios ligados ao oxigénio do grupo peroxila apresentam deslocamento
quimico em 2,02 ppm. Como seria de se esperar, 0s hidrogénios metilénicos
vizinhos a carbonila do acido, tem deslocamento quimico em 2,35 ppm,
aproximadamente. O hidrogénio ligado ao carbono do grupo peroxila tem um
deslocamento quimico préximo de 4,25 ppm. Os hidrogénios vinilicos apresentam

deslocamento quimico em 5,30 e 5,71 ppm.



H OH
HsC N
H
H
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OOH H
CDCl,

|
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o (-CHy-)n

\, OH
9-OLOOH H

OH
10-OLOOH H

9-OAOCOH

10-OAOOH - CH;
-CH,-COOH \ T™S
H vinilicos
H-C-OOH

ppm (t1)

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 4.11. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;, 6 ppm, TMS) dos
hidroperdxidos do acido oleico (OAOOH).

No espectro de RMN de *3C, o pico em 179 ppm corresponde ao carbono

carbonilico do &cido. Ja o pico em 87 ppm, corresponde ao carbono do

hidroperéxido. Os carbonos vinilicos tém deslocamento quimico entre 128 e 137

ppm, os carbonos metilénicos entre 22 e 34 ppm e o carbono metilico em 14

(Figura 4.12).



H OOH

H3C N
H 9-OLOOH
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H3C N

OOH H 10-OLOOH

COOH

Resultados |105

CDCl,

(CHy),-

CH,4

T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
200 175 150 125 100
ppm (t1)

50 25 0

Figura 4.12. Espectro de RMN **C (50 MHz CDCl;, & ppm, TMS) dos

hidroperdxidos do acido oleico. (OAOOH).

Também foi feita analise dos hidroperéxidos do &acido oleico por

espectrometria de massas, 0 que comprovou a formacéo destes produtos (Figura

4.13). O ion de m/z 313 corresponde a [(M — H)]', e o ion m/z 295 corresponde a

[(M= H)- H,O]. Também se pode verificar a formacdo dos isdbmeros 9-OAOOH e

10-OAOOH pela fragmentacdo caracteristica dos isébmeros, conforme mostrado

na Figura 4.13 B.
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100 . ) 295 OAOOH :
Massa molar = 314 g/mol
31 = [(M-H)]" m/z = 313
% [(M-H) -H,0O] m/z = 295
4113 267 314
0'\HLWHWHw”H\HHWHW"{WM‘ A e ey M/Z
100 150 200 250 300 350 400 450 500
B oH o
113 OH
1 113 9-OLOOH
m/z 155 -H
111119 139 (155161 183 197 g q
)O 120 140 160 180 200 OH
OOH 10-OLOOH

Figura 4.13. Espectro de ESI" dos hidroperoxidos do acido oleico. (A) Espectro de
massas de m/z 100 a 500. (B) fons m/z 113 e m/z 155 caracteristicos da
fragmentacao dos isomeros 9-OAOOH e 10-OAOOH, respectivamente.

4.2.2- Hidroperéxidos do Acido Linoleico

A reacao de fotossensibilizacdo do acido linoleico foi realizada, utilizando-
se 0 azul de metileno como agente fotossensibilizador. O 'O, produzido reage
com o acido linoleico e leva a formacéo de quatro hidroperéxidos (9-LAOOH, 10-

LAOOH, 12-LAOOH e 13-LAOOH) (Figura 4.14).
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O
13 12 10 9
OH
AM, CHCI3
hv, 0O,
OOH 0O (@]
/\/\/\/\)\/\/\/\/U\OH WOH
OOH
9-LAOOH 12-LAOOH
o OOH 0
WOH /\/\)\/\/\/\/\/\/U\OH
OOH
10-LAOOH 13-LAOOH

Figura 4.14. Esquema da formacdo dos hidroperoxidos 9-LAOOH, 10-LAOOH,
12-LAOOH e 13-LAOOH.

Apos a purificagcdo em coluna de silica, a mistura dos hidroperoxidos do
acido linoléico foi analisada por RMN de 'H (Figura 4.15). Como ha quatro
estereoisdmeros, a andlise do espectro de RMN de 'H é complexa, sendo dificil
atribuir sem erros todos os sinais. Nele é possivel apenas identificar hidrogénios
do grupo metila e da cadeia alifatica (-CH,),, que se localizam entre 0,85 a 1,66
ppm; o hidrogénio ligado ao carbono do grupo peroxila que apresenta um
deslocamento quimico préximo de 4,30 ppm, e os hidrogénios vinilicos que

apresentam deslocamento quimico entre 5,36 e 6,7 ppm.
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Figura 4.15. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;, 6 ppm, TMS) dos
hidroperéxidos do &cido linoléico (LAOOH).

No espectro de massa dos hidroperéxidos do acido linoleico, podemos
verificar a presenca dos ions intensos m/z 311 [(M— H)] e m/z 293 ([M — H)-
H.O]’, que correspondem ao ion molecular e a perda de uma molécula de H,O
pelo hidroperéxido. A ampliacdo do espectro demonstra a formacgédo dos isbmeros
de LAOOH, conforme o padrdo de fragmentacdo (MacMillan e Murphy, 1995)

apresentado na Figura 4.16.
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[M-H-H,O]- m/z = 293
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Figura 4.16. Espectro de ESI" dos hidroperéxidos do acido linoleico. (A) Espectro
de massas de m/z 100 a 500, (B) ions m/z 113, 153, 183 e 223 caracteristicos da
fragmentacdo dos isdomeros 13-LAOOH, 10-LAOOH, 9-LAOOH e 12-LAOOH,

respectivamente.

4.2.3- Hidroperéxidos do Colesterol

Os hidroperéxidos do colesterol foram preparados através da
fotossensibilizagdo com o azul de metileno ou rosa bengala. Uma vez submetido
a fotossensibilizacdo, dois mecanismos competitivos (tipo | e tipo 1) agem para
formar diferentes produtos (Figura 4.17). Pelo mecanismo do tipo |, os principais
hidroperoxidos formados s&o 3p-hidroxicolestano-5-ene-7a.  hidroperéxido
(7aChOOH) e 3p-hidroxicolestano-5-ene-73-hidroperoxido (7ChOOH), podendo
também ocorrer a formacao de epoxidos, alcodis e cetonas (Kulig e Smith, 1973,
Girotti, 1985, Osada e Sevanian, 2000). No mecanismo tipo Il, os hidroperéxidos

formados s&o os hidroperoxidos 3p-hidroxicolestano-6-ene-5a-hidroperéxido
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(5aChOOH),  3pB-hidroxicolestano-6-ene-6a-hidroperoxido  (6aChOOH),  3p-
hidroxicolestano-6-ene-6p-hidroperéxido (6BChOOH) (Kulig e Smith, 1973,
Korytowski e Girotti, 1999). Outro fato importante, é que os hidroperéxidos
70ChOOH e 7BChOOH séao obtidos através de um rearranjo alilico do 5aChOOH

em solventes pouco polares (Davies e Davison, 1989; Beckwith et al, 1989).

CgH17
HO “
R Rp
5aChOOH 60.ChOOH e 6BChOOH
Tipo | Tipo |
CgH17 CgH17 ESH
—_—
OOH H
% %,
HO OH HO H HO OOH
7ChOH 7aChOOH 7BChOOCH
+
C8H17 C8H17
+
6.ChOOH, Ry= H, Ry= OOH
6BChOOH, Ry= OOH, R,=H
HO o HO B ! 2
(@)
7a.ChCeto 5,6-epoxido

Figura 4.17. Principais produtos gerados pela reacdo de fotossensibilizacdo do
colesterol (Adaptado de Kulig e Smith, 1973, Girotti, 1985 e Osada e Sevanian,
2000).

Apoés purificagcdo por coluna de silica, a mistura dos hidroperéxidos foi

analisada por RMN 'H (Figura 4.18). Como se trata de um espectro de uma
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mistura é dificil identificar e atribuir todos os sinais referentes aos deslocamentos
quimicos. Além disso, alguns sinais encontram-se sobrepostos, pois 0s
deslocamentos quimicos sdo parecidos e temos o problema da resolucdo devido
a frequéncia do aparelho. Assim, a informacdo que podemos retirar deste
espectro de 'H, refere-se aos sinais dos hidrogénios vinilicos do hidroperéxido
5aChOOH e do 7aChOOH. Os protons vinilicos do 5aChOOH tem deslocamento
quimico entre 5,57-5,65 ppm e 5,79 a 5,86ppm. J& o préton vinilico do 7aChOOH

apresenta deslocamento em 5,71 ppm.

70&%“_%3“ 5aChOOH
5aChOOH - CH=CH

CH=CH \ /

TMS

cDbCl,

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)

Figura 4.18. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;, 6 ppm, TMS) dos

hidroperoxidos do colesterol.

O espectro de massas para a mistura de hidroperdxidos do colesterol, foi
obtido através de injecdo direta no modo APCI*, apresentando como fragmentos
mais importantes m/z 419 [(M+ H)]*, que corresponde ao ion molecular, m/z 401

[(M+ H) — H,0O]", que corresponde a perda de uma molécula H,O de ChOOH, m/z
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383 [(M+ H) — 2H,0]", que corresponde a perda de duas moléculas de H,O, m/z
367 [(M+ H) — H,0-H,0,]" que corresponde a perda de uma molécula de H,O e

H.O, (Figura 4.19).

[(M+H) -Hy,0-H202]* [(M+H) - Hy0T*
% 401
100
367
CoHy
CH % [(M+H) - 2H,0]*
m/z 383 [(M+ H) - 2H,0]* 383

HO
m/z 367 [(M+ H) - H,0 - H,0,]"

o MZ401[(M+H)- H,0]

Abundancia Relativa (%)

419 [(M+H)]*

Ny

0 A\ 3 ctand A b A vl e, A
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 50(/)
miz

Figura 4.19. Espectro APCI*/MS dos hidroperoxidos de colesterol (ChOOH).

4.3 — Medidas de Emissao de Luz

4.3.1 - Medidas de Emissédo de Luz para Reacdo entre Hidroperéxidos de
Lipideos, Organicos e Peréxido de Hidrogénio com NO;BF; no
Infravermelho.

Como o 'O, é uma molécula em estado eletrdnico excitado, pode decair
para o estado fundamental emitindo luz de duas formas: a) através do decaimento
bimolecular (com bandas de emissédo intensa em 634 nm e 703 nm) e b) através
do decaimento monomolecular (emissdo de luz no infravermelho préximo
centrada em A= 1270 nm) (Khan e Kasha, 1963; Browne e Ogryzlo, 1964). Dessa
forma, a quimioluminescéncia representa um método direto para detecgéo e

caracterizacdo de 'O..
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Os experimentos realizados concentraram-se no  decaimento
monomolecular de 'O.. Inicialmente, foram testados alguns solventes para
verificar em qual a reacdo entre os hidroperoxidos de lipideos e NO,BF, seria
mais bem conduzida. Para tanto, os hidroperoxidos do acido oleico OAOOH foram
submetidos a reacdo com o agente nitrante em MeOH, CHCI3;, MeCN e uma
mistura de solventes CHCI3/MeOH na propor¢do de 4:1 (v/iv). A mistura de
solventes mostrou-se mais adequada, uma vez que todo reagente NO,BF, foi

dissolvido e houve intensa emisséo de luz (Figura 4.20).

40007 A) OAOOH/MeOH/NO,BF, 4000y B) OAOOH/CHCI,/NO,BF,
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Figura 4.20. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reagfes entre 0s
hidroperoxidos do acido oleico OAOOH e NO;BF, em (A) MeOH, (B) CHCl3, (C)
MeCN e (D) mistura de solventes CHCI3;/MeOH (4:1).

A geracdo de 'O, na reacdo entre os hidroperéxidos dos &cidos oleico e
linoleico e do colesterol com NO->,BF, foi monitorada através da emissdo de luz

proveniente do decaimento monomolecular do 'O, em A = 1270 nm. Como um
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comparativo empregou-se uma fonte limpa de *O,, o derivado naftalénico DMNO,,
capaz de gerar 0, com 76% de rendimento quando submetido & termélise a 37°C

(Figura 4.21) (Muller e Zierreis, 1990).

HaC N o€
300\ O
o + 0y (tAy)
CH3 37 C y
A CHj
DMNO, DMN

Figura 4.21. Termélise de DMNO; a 37°C.

Além das reacBes estudadas, para verificar se a luz emitida era
proveniente da reagdo entre os hidroperoxidos e NO,BF,, foram feitos alguns
controles. Observou-se que NO,BF; em CHCI3/MeOH (4:1, v/v) e as solucdes de
acidos oleico, linoleico e colesterol neste sistema de solventes, quando reagidas
com NO,BF, ndo foram capazes de gerar 'O, assim como as solucdes de

hidroperéxidos isoladamente sem NO,BF, (Figura 4.22).
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Figura 4.22. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reacfes entre 0s

hidroperoxidos de (A) acido oleico, (B) acido linoleico, (C) colesterol e NO,BF,.

Reacdes

controle (a)

CHCI3/MeOH  (4:1, viv) e NO.BF4

(b)

L/CHCI3/MeOH/NO,BF, (c) LOOH/CHCI3/MeOH sem NO,BF, foram realizadas.
Empregou-se 3 mL de uma solucdo 10 mM dos hidroperéxidos e/ou lipideos em

CHCI3/MeOH (4:1, viv) para as reacgoes.
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O espectro de emissdo de luz comprovou que a emissao observada é
proveniente do decaimento monomolecular de 'O, gerado na reacdo entre os

hidroperoxidos OAOOH, LAOOH e ChOOH com NO,BF, (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Espectro de emissao de luz no infravermelho para as reacgdes entre
os hidroperéxidos de lipideos (A) OAOOH, (B) LAOOH, (C) ChOOH e NO,BF,. Os
espectros foram obtidos a partir da reagdo de 3 mL de uma solu¢cdo 10 mM dos
hidroperoxidos emCHCI3/MeOH (4:1; v/iv) com NO,BF,4. O espectro de emissao de
luz do DMNO, foi obtido pela termolise de uma solu¢do 10 mM de DMNO, em
CHCI3/MeOH (4:1; viv) a 37°C.
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Também foram testados peroxido de hidrogénio (H,O,) e os hidroperoxidos
organicos de cumeno (CuOOH) e t-butila (t-BuOOH) com NO,BF,. Na Figura 4.24

estdo representadas as estruturas destes 3 compostos.

OOH )<
HO—OH OOH

peroxido de hidrogénio hidroperéxido de cumeno hidroperéxido de t-butila

Figura 4.24. Representacdo das estruturas de peréxido de hidrogénio (H-20,),
hidroperoxido de cumeno (CuOOH) e hidroperoxido de t-butila (t-BuOOH).

A emissdo de luz no infravermelho (A= 1270 nm), correspondente ao
decaimento monomolecular de 'O, foi monitorada indicando a formagéo de 'O,
para as reacfes entre H,O, e o0s hidroperéxidos organicos terciarios. Alguns
controles também foram realizados para verificar se a emissdo de luz era

proveniente de *O, (Figura 4.25).
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Figura 4.25. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reag0des entre (A) H,O,, (B)
CuOOH, (C) t-BuOOH e NO,BF,. Reacdes controle (a) CHCI3/MeOH (4:1; viv) e
NO,BF; (b) H,O, elou ROOH/CHCIs/MeOH sem NO,BF,; foram realizadas.

Empregou-se 3 mL de uma solu¢cdo 10 mM de H,O, e dos hidroperdxidos em

CHCI3/MeOH (4:1; viv) para as reacgoes.

A prova inequivoca foi obtida através do espectro de emisséo de luz do

decaimento monomolecular de 'O, gerado na reacdo entre H,O, e 0s

hidroperoxidos organicos terciarios com NO,BF, (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Espectro de emisséo de luz no infravermelho para as reacfes entre
(A) H20O, e os hidroperoxidos de (B) CuOOH e (C) t-BUOOH com NO:BF,. Os
espectros foram obtidos a partir da reacdo de 3 mL de uma solugcdo 10 mM de
H,O- e dos hidroperéxidos organicos em CHCI3/MeOH (4:1; v/iv) com NO2BF4. (D)
O espectro de emissao de luz do DMNO; foi obtido pela termdlise de uma solucao
10 mM de DMNO; em CHCI3/MeOH (4:1; viv) a 37°C.

4.3.2 - Medidas de Emissdo de Luz para Reacédo entre Hidroperdxidos de
Lipideos, Orgéanicos e Per6xido de Hidrogénio em Meio Acidifcado

As reacdes entre os hidroperoxidos de lipideos e NO,BF, foram testadas
em meio acidificado. Assim, solucbes de 10 mM dos hidroperéxidos OAOOH,
LAOOH e ChOOH, contendo 1 ul de HCI concentrado (concentragéo final de 4,1

mM), foram monitoradas quanto ao decaimento monomolecular de 'O, no
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infravermelho. Verificou-se uma intensidade de luz ligeiramente mais intensa se

comparada as reacfes sem adicao de acido (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reagfes entre 0s
hidroperoxidos de (A) &cido oleico, (B) acido linoleico, (C) ChOOH e NO,BF,; em
meio acidificado. Reacdes controle (a) CHCIl3/MeOH (4:1; v/v) e NO2BF,4 (b)
L/CHCI3/MeOH/NO,BF, (c) LOOH/CHCI3/MeOH sem NO,BF, foram realizadas,
em meio acidificado. Preparou-se 3 mL de uma solugdo 10 mM dos
hidroperoxidos e/ou lipideos em CHCIl3/MeOH (4:1, v/v), com adicdo de 1 pL de

HCI concentrado (concentracao final de 4,1 mM) para as reacgdes.
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Os espectros de emissdo adquiridos para as reacdes dos hidroperéxidos

de lipideos testados comprovam inequivocamente a geracado de *O, (Figura 4.28).
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Figura 4.28. Espectro de emissao de luz no infravermelho para as reagdes entre
os hidroperoxidos de lipideos (A) OAOOH, (B) LAOOH, (C) ChOOH e NO;BF4 em
meio acidificado. Os espectros foram obtidos a partir da reacdo de 3 mL de uma
solucdo 10 mM dos hidroperéxidos em CHCI3/MeOH (4:1, v/v), contendo 1 pL de
HCI concentrado (concentracgéo final de 4,1 mM ) com NO2BF,. (D) O espectro de
emissao de luz do DMNO; foi obtido pela termélise de uma solugdo 10 mM de
DMNO;,; em CHCI3/MeOH (4:1, viv) a 37°C.

A reacdo entre H,O, e os hidroperéxidos CuOOH e t-BuOOH em meio

acidificado também produziram luz intensa em A=1270 nm (Figura 4.29).
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Figura 4.29. Emissao de luz em A= 1270 nm para as reac¢des entre (A) H,O,, (B)
CuOOH, (C) t-BuOOH e NO,BF,4. Reacdes controle (a) CHCI3/MeOH (4:1, viv) e
NO.,BF; (b) H,O, e/ou ROOH/CHCI3;/MeOH sem NO,BF, foram realizadas em
meio acidificado. Empregou-se 3 mL de uma solucdo 10 mM de H,O, e dos
hidroperoxidos em CHCI3/MeOH (4:1, v/v) com adicdo de 1 puL de HCI

concentrado (concentracao final de 4,1 mM) para as reacoes.

A prova inequivoca da geracéo de 'O, por meio das reacées entre H,O, e

os hidroperéxidos organicos terciarios com NO,BF, foi obtida através da aquisicédo
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do espectro de emissao de luz no infravermelho, com o maximo de emissao em

1270 nm (Figura 4.30).
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Figura 4.30. Espectro de emisséo de luz no infravermelho para as reacfes entre
(A) H20, e os hidroperéxidos de (B)CuOOH e (C) t-BuOOH, em meio acidificado,
com NO,BF,4. Os espectros foram obtidos a partir da reacdo de 3 mL de uma
solucdo 10 mM de H,O, e dos hidroperoxidos organicos em CHCI3/MeOH (4:1;
vlv), contendo 1 yL de HCI concentrado, com NO,BF,.(D) O espectro de emisséo
de luz do DMNO; foi obtido pela termolise de uma solu¢do 10 mM de DMNO, em
CHCI3/MeOH (4:1; viv).
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4.3.3 — Efeito da Azida nas Medidas de Emissdo de Luz para Reacao entre
Hidroperoxidos de Lipideos e NO,BF,4

Com o objetivo adicional de verificar a formacéo de 'O, utilizou-se NaNs,
um supressor fisico de *0,, nas reacdes dos hidroperéxidos OAOOH, LAOOH e
ChOOH. Para estes experimentos, foram injetados 200 pL de uma solucao 25 mM
de NaN3; em MeOH (concentracéo final del,56 mM) na reacdo entre OAOOH e
NO,BF; em MeOH, e 500 pL de uma solu¢cdo 25 mM de NaN3; em MeOH
(concentracéao final de 3,57 mM) para reacdo entre LAOOH e NO,BF; em MeOH

(Figura 4.31).

30007 A
2500
2000
15004

1000+

5001 (b) OAOOH + MeOH + NO,BF,

4
WWW,/a,/‘w\\fvww\mmﬁ\nfMww\,m/wm.x««,Nwh«a"\ (a) OAOOH + MeOH + NO,BF, + NaN;

T T T T 1
0 50 100 150 200
30004 B

2500

2000

Emissao de luz em A= 1270 nm (cps)

1500
1000

oo (b) LAOOH + MeOH + NO,BF,
<)

sl NV g e (8) LAOOH + MeOH + NO,BF, + NaN,

0 i Templgu(s) b b
Figura 4.31. Emissdo de luz em A= 1270 nm para as reacfes entre 0s
hidroperoxidos de lipideos (A) OAOOH, (B) LAOOH e NO,BF,. Para verificar o
efeito de supressao de NaNs, preparou-se 3 mL de uma solucdo 10 mM dos
hidroperoxidos em MeOH e reagiu-se com NO,BF, (a) na presenca de NaN3 e (b)
sem NaN3. Para OAOOH foram injetados 200 pL de uma solugdo 25 mM de NaN3
(concentracao final de 1,56 mM) e para LAOOH foram injetados 500 pyL de uma

solugédo 25 mM de NaN3 (concentracéo final de 3,57 mM).
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O efeito de supressao produzido por NaN3z também foi testado para os
ChOOH. Para tanto, foram injetados 500 pL de uma solucédo 25 mM de NaN3 na
reacdo composta por uma solucdo de 3 mL de uma solu¢cdo 10 mM de ChOOH

em CHCI3/MeOH (4:1) e NO2BF4 (Figura 4.32).

3000
2500
2000

1500

P
o
o
o
L

(b) ChOOH + CHCI;/MeOH + NO,BF,
\n/““‘lu'ﬂw“b\Nf\W“@J \ VAW g/~ M ANAM A W (a) ChOOH + CHCI;/MeOH + NO,BF, + NaNj,

a

[«

o
L

Emisséo de luz em A= 1270 nm (cps)

o

T T T T 1
0 50 100 150 200

Tempo (s)

Figura 4.32. Emissdao de luz em A= 1270 nm para as reacdo entre oS
hidroperoxidos de lipideos ChOOH e NO,BF,. Para verificar o efeito de supressao
produzido por NaNs, preparou-se 3 mL de uma solu¢cdo 10 mM de ChOOH em
CHCI3/MeOH (4:1, viv) e reagiu-se com NO,BF, (a) na presenca de 500 uL de
uma solugéo 25mM de NaNj3; (concentragéo total 3,57 mM) e (b) sem NaNs.

4.3.4 — Analise dos Produtos da Reacao entre OAOOH e NO,BF4

Na busca de produtos que indicassem um mecanismo para formacdo de
'0,, utilizamos a reacéo entre OAOOH e NO,BF, como modelo para analise por
espectrometria de massas, uma vez que o material de partida, o acido oleico é
mais barato que os demais, e se encontrava disponivel para uso no laboratdrio.
Na analise por ESI'/MS foi encontrado um produto nitrado de m/z 359 [(M —H) +
H]. Selecionando os fragmentos de m/z 359 encontrou-se o ion m/z 327 que
corresponde a perda de O, [(M —H) + H — O], o ion m/z 309 que representa a

perda de O, e H,O [(M -H) + H — O, — H2QJ, 0 ion m/z 295 refere-se a perda de
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NO, e H,0 [(M —=H) + H — NO, — H,OJ, e o ion m/z 277 corresponde a perda de

H,NO;3 e Hy0 [(M —H) + H — H,NO3— H,0]  (Figura 4.33).

oo, A 1975 Monitorando m/z 359
o
>
<
CG 24.71
2 0 5.00 100 ~ 1500 ' 2000 ' 2500 | @000 3500 4000  4gQ0 5000 5500  60.00
100
-'('E B Time
@
o2 7
©
o
S 181
«© 104 115 16671196 295 535 248 205 327
U ol alle A bomit ) oofl g 2l Mooaa L
c m/z359
359
S w0, C m/z 309 [(MH) + H - O, - H,OT

m/z327[M-H)+H-0,] O, O 327
I N o—oH
Im12295I(M-H)+H-NO>-HO]'I /2 277 [(VeH) + H-HNOa- KO
N OH

277

o PR . J A
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z

Figura 4.33. Analise por ESI/MS da reacdo de OAOOH e NO.BF; (A)
cromatograma do monitoramento do ion m/z 359, (B) espectro de massa de m/z
50-500, (C) espectro de fragmentacdo do ion m/z 359 (representado para o
isémero 9-OAOOH).
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5 - Discusséao

5.1 — Sinteses dos Endoperoxidos Derivados do Naftaleno

O emprego de endoperéxidos naftalénicos como fonte limpa de O
apresenta diversas vantagens quanto ao UusO em sistemas quimicos e
principalmente biologicos. Ao sofrerem termodlise em condi¢cdes brandas, liberam
'0, em quantidades apreciaveis e o composto naftalénico correspondente. Dessa
forma, sdo minimizados os efeitos de componentes toxicos e oxidantes de outras
fontes geradoras de 'O,, além de serem compativeis com as condicdes
requeridas por tais sistemas (meio aquoso, temperaturas moderadas, pH neutro).

Os derivados naftalénicos podem reagir com 'O, por meio de uma reacao
de cicloadicdo [4+2]. Sabe-se que o naftaleno ndo reage com 'O,, no entanto, a
presenca de grupos doadores de elétrons nas posices 1 e 4 do anel naftalénico
contribuem para aumento da densidade eletrbnica e, consequentemente,
aumentam a reatividade frente ao 'O, de natureza eletrofilica. Funcdes organicas
que podem aumentar a hidrofilicidade da molécula como élcool (-OH), sais de
acido carboxilico (-COO  Na'), sulfonato (SOs Na'), cloreto de aménio
quaternarios (-N(R)3"CI") podem retirar elétrons fortemente do anel, e ndo devem
ser ligadas diretamente a ele. Assim, € necessario fazer uma separacao destas
funcdes por grupos doadores de elétrons nas posicoes 1,4 do naftaleno. Por outro
lado, o impedimento estérico dos grupos substituintes pode diminuir a reatividade
do anel aromético em relacdo ao 'O, Outra caracteristica importante para os
substituintes do anel naftalénico é que eles devem ser inertes ao 'O, e as fontes
utilizadas para geragdo desta espécie (Aubry et al., 1996, Pierlot et al, 2000,

Martinez et al. 2000a).
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Na preparacdo dos endoperéxidos dos derivados naftalénicos duas fontes
primarias geradoras de 'O, sdo utilizadas: a reacdo de fotooxidacdo e o
desproporcionamento de H,O, catalisada pelo Na,MoO, (Aubry et al., 1989). A
escolha do método depende das caracteristicas fisico-quimicas do composto
naftalénico. Assim, o desproporcionamento de H,O, catalisada pelo molibidato &
mais adequado para derivados de acido carboxilico como o NDP, pois a
recuperacdo do endoperoxido pode ser feita através da precipitacdo da forma
acida. A fotooxidacdo se da pela irradiacdo de luz visivel de uma solu¢do do
derivado naftalénico, em solvente deuterado preferencialmente, pois 'O, tem
maior tempo de vida em tais solventes, na presenca de um composto
fotossensibilizador e oxigénio. A reacdo de fotooxidacdo deve ser realizada em
baixas temperaturas devido a instabilidade térmica do endoperoxido nascente.
Esse método é mais utilizado embora tenha algumas desvantagens como 0
tempo exigido para reacdo e a possibilidade de formacdo de produtos
secundarios (Pierlot et al, 1996 e 2000).

Foram sintetizados trés endoperoxidos hidrossollveis a partir do composto
comercial 1,4-dimetilnaftaleno: DHPNO,, NDPO, (Martinez et al, 2000b; Pierlot et
al, 2000; Dewilde et al, 1998; Di Mascio e Sies, 1989) e NBTEO, (baseado no
derivado naftalénico monocatibnico descrito por Pierlot et al.,1996). A sintese
destes trés compostos tem o BBMN como intermediario chave. Na Figura 5.1, se
encontram as reacOes utilizadas para preparacdo dos endoperoxidos a partir

deste intermediario e de outro endoperoxido lipossoltvel, 0 DMNO,.
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O BBMN pode ser obtido através da substituicdo de um hidrogénio do
grupo metila por um atomo de bromo, na cadeia lateral do DMN, por meio de uma
reacdo de bromacado radicalar. A etapa limitante da reacdo € justamente a
formacdo do radical alquila que envolve o ataque do bromo radicalar ao grupo
metila do DMN. O espectro de *H mostra que a reacéo foi eficiente, uma vez que
0s sinais e os deslocamentos quimicos correspondem ao BBMN.

Na preparacdo do DHPNO, e NDPO, a obtencdo do &cido dicarboxilico
(ANDP) é essencial e foi conseguida através de uma sintese malbnica, onde uma
base forte (etoxido de sédio) € utilizada para retirar um hidrogénio acido do
malonato de etila formando um enolato. Este enolato pode entdo atacar o BBMN,
no seu carbono eletrofilico, no caso o carbono da cadeia lateral, ao qual esta
ligado o atomo de bromo, formando um éster malénico substituido. A analise por
RMN *'H confirmou a eficiéncia da reacdo. A hidrélise béasica do intermediario
tetra-éster levou a formacédo de um tetra-acido carboxilico correspondente, o qual
foi mantido a 120°C, por aproximadamente 12 dias para descarboxilacédo
completa.

A  esterificacdo do  ANDP  forneceu o] éster  3,3'-(1,4-
nafitilideno)dipropanoato de etila, que foi submetido a uma reacdo de
amidificacéo, resultando no composto DHPN, conforme demonstrado pela analise
por RMN. O endoperoxido DHPNO, foi obtido por fotooxidagéo.

A preparagédo do NDP é relativamente simples e ocorre rapidamente em 2
horas. Nesta reagéo o sodio metalico em metanol forma metéxido de sédio (MeO”
Na"), que retira um préton do acido carboxilico, levando a formacéo do sal do

acido carboxilico (NDP). As andlises do produto por RMN de *H e *3C indicaram a
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formacdo do produto. Para obtencdo do NDPO, foi empregado o método de
desproporcionamento do H,O, por MoO,4>".

A estratégia sintética utilizada para preparacdo de um novo derivado
dicatibnico NBTE, partiu de uma reacéo de substituicdo nucleofilica dos atomos
de bromo do composto BBMN pelo cianeto. A andlise por RMN indicou a
obtencdo do produto substituido desejado, com bons rendimentos.
Posteriormente, a redugcdo do composto por LiAIH; e AICI; forneceu a amina,
conforme indicado por RMN de *H e *3C.

Para reacdo de quaternizacdo da amina foram utilizadas duas estratégias
diferentes, uma vez que a metodologia proposta por (Pierlot et al., 1996), utiliza
um reagente ndo mais comercialmente disponivel, o dimetilsulfato (Me,SO,4) como
agente alquilante. O primeiro método utilizou uma base organica e o segundo
uma base inorganica para reagir com o acido que se forma a medida que a
reacao se processa.

No primeiro método foi utilizado a trietilamina (EtsN) como base, uma vez
gue € um reagente disponivel e tem um pk, relativamente alto (pka= 10,76). Em
geral, para o uso de bases organicas em reacdes de alquilacdo, alguns requisitos
devem ser avaliados como sua solubilidade no meio reacional, a sua basicidade,
sendo que seu pk, deve ser maior que aquele da amina a ser alquilada, além da
sua velocidade da reacdo com o agente alquilante, que deve ser menor que o da
amina reagente. O sal da base organica e o seu sal quaternario, produzidos
secundariamente na reacao, devem ser de facil separacdo do produto desejado
(Sommer e Jackson, 1970). A reacdo de quaternizacédo por este método nao foi
tdo eficiente, fornecendo apenas 5% do produto, mais subprodutos, ao final da

substituicdo do contra-ion.
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No segundo meétodo, foi utilizado o NaHCO3; como base em condi¢bes
anidras para execucao da reacao (Avellar et al., 2000). Embora a reacao exija
condicOes reacionais e de extracdo mais drasticas que no método anterior, como
refluxo por longo periodo (44 horas), adicdes extras do agente alquilante (Mel) e
extracdo a quente com solventes variados, o sal quaternario foi obtido com bom
rendimento (58%). A analise por espectrometria de massas confirmou a formacao
do produto, que posteriormente foi fotossensibilizado com azul de metileno em

D,0 para obtencéo do endoperoxido NBTEO..

5.2 - Sintese dos Hidroperéxidos de Lipideos

Os hidroperéxidos dos acidos oleico e linoleico e do colesterol foram
preparados por fotooxidacdo, sendo obtidos os isdbmeros correspondentes,
conforme caracterizacao feita por espectrometria de massas e RMN.

Na fotossensibilizacdo, trés elementos sdo essenciais: oxigénio, luz em um
comprimento de onda apropriado e um composto fotossensibilizador que tenha
capacidade de absorver energia e transferi-la para o oxigénio molecular atingir
seu estado excitado singlete. Os fotossensibilizadores empregados nas reacdes
para sintese dos hidroperoxidos foram o azul de metileno, cuja faixa de absorcao
esta entre 550-700 nm, e o rosa bengala que apresenta intensa absor¢céao na faixa
entre 450-580 nm. Estes compostos apresentam como caracteristicas um estado

triplete com energia suficiente para excitar o oxigénio no estado fundamental e um
bom rendimento quantico de 'O, (azul de metileno ®,= 0,52 e rosa bengala ®,=

0,76, respectivamente) (Kochevar e Redmond, 2000; DeRosa e Crutchely, 2002).
A absorcao de fotons de luz pelo fotossensibilizador (FS) promove a sua

conversdo ao estado excitado singlete (FS'*), que rapidamente passa ao estado
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excitado triplete através de um cruzamento intersistemas. A partir dai, ha dois
destinos possiveis para o fotossensibilizador no estado FS**. No mecanismo tipo
I, ele pode receber elétrons ou de protons do substrato (S), formando espécies
radicalares. No mecanismo tipo I, ele pode transferir energia para oxigénio,
levando a formac&o de O, (Foote, 1991).

O 'O, gerado pode entdo reagir diretamente com as ligacdes duplas
presentes nos acidos oleico e linoleico e no colesterol por uma reacao tipo ene,
produzindo os hidroperoxidos. Contudo, hidroperoxidos também podem ser
formados através do mecanismo tipo |, com a producdo de radicais lipidicos.
Alguns fatores como a natureza e a concentracdo do fotossensibilizador, as
concentracfes do oxigénio e do substrato no meio reacional vao influenciar no
tipo de mecanismo que ira prevalecer (Foote, 1968)

A velocidade de reacdo de 'O, com os &cidos oleico, linoleico, linolénico e
araquidonico foi determinada como 0,74, 1,3, 1,9 e 24 x10° M'S™
respectivamente, sendo proporcional ao nimero de ligacdes duplas (Doleiden et
al., 1974). Outro fato importante é que os hidroperéxidos produzidos pela reacao
com 'O, tem a mesma posicdo das ligagdes duplas sem ocorréncia de migracdes

(Min e Boff, 2002).
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5.3 - Geracao de Oxigénio Singlete na Reacdo entre os Hidroperéxidos de
Lipideos e NO,BF4

A luminescéncia é uma forma de dissipacédo de energia e é definida como
emissado da radiacdo eletromagnética, por moléculas, de comprimentos de onda
que vao do ultravioleta ao infravermelho no espectro eletromagnético. Essas
radiacfes sao fruto da transicdo e um estado eletronicamente excitado para um
estado de energia mais baixa (Santos et al., 1993).

Em sistemas bioloégicos ha diversas reacdes que emitem luz,
denominando-se este fendbmeno como quimiluminescéncia. Nestas reacfes, a
energia excedente de uma molécula em um estado eletrénico singlete ou triplete,
€ dissipada na forma de luz fraca (radiacdo eletromagnética) ao retornar ao
estado fundamental (Cilento e Adams, 1995, Medeiros et al.,1995, Santos et al.,
1993).

O '0, é uma espécie excitada, este pode decair para o estado fundamental
com emisséo de luz, por duas maneiras conhecidas como decaimento bimolecular
(com bandas de emissdo intensa em 634 nm e 703 nm) e monomolecular
(emissdo de luz no infravermelho préximo centrada em A= 1270 nm) (Khan e
Kasha, 1963; Browne e Ogryzlo, 1964).

Os estudos realizados das medidas de emissao de luz no infravermelho
proximo em A= 1270 nm indicaram que a emissdo de luz é caracteristica da
geracéo de 'O,, pelas reacées entre os hidroperéxidos de lipideos e organicos e o
NO,BF,4, uma vez que nas reacgdes controle realizadas nao foi observada emissao
de luz. A prova inequivoca da geracdo de 'O, foi obtida através da aquisicéo de
espectros de emissao de luz destas reagdes, onde 0 maximo de emisséo ocorreu

em 1270 nm.
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Inicialmente, a reacdo entre OAOOH e NO,BF, foi testada em MeOH,
CHCIl3, MeCN e uma mistura de solventes CHCI3/MeOH na proporcéo de 4:1 (v/v).
O tempo de meia-vida de 'O, é dependente do solvente, uma vez que a energia
de excitacdo de O, é transformada em energia vibracional das moléculas de
solvente. Assim, solventes que possuem ligacdes C-H e O-H, como MeOH, séo
capazes de desativar 'O, mais efetivamente (Merkel e Kearns). Por este motivo,
verifica-se a existéncia de uma diferenca no tempo de emissdo de luz nas
reacoes realizadas, com CHCI3; apresentando maior tempo para o decaimento
monomolecular de 'O,, se comparados as reacdes conduzidas em MeOH e
MeCN. No entanto, foi a mistura de solventes que se apresentou mais adequada
para conducdo das reac0es, ja que todo NO,BF, foi dissolvido, proporcionando
uma melhor interacdo entre os reagentes.

Uma explicacdo para formacdo de 'O, para as reacdes dos hidroperéxidos
de lipideos é apresentada na Figura 5.3. Inicialmente, h& o ataque eletrofilico do
ion nitrénio ao hidroperoxido, com consequente formag¢do de um intermediario
nitrado. Com a saida de um proton, hd formacdo de um composto alquil
peroxinitrato (ROONO;) e HBF;. O composto ROONO, pode sofrer homolise
produzindo duas espécies radicalares: um radical peroxila (ROO®) e um radical
nitrito (NO>°®) (Goldstein e Merényi, 2004). Os radicais ROO® podem combinar-se,
formando um intermediario tetradxido, o qual por sua vez pode se decompor
através de uma mecanismo concertado, produzindo uma cetona, um alcool e 'O,

(Russell, 1957).
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NO,
RO—O—H + NO;'BF;—> RO—0—H —> ROO—NO, +HBF,
* BF;
ROOMNO, —> ROC + NO,
RN
ROO®* ROO* —> | ROOOOR
R;~__-0O Ry _OH
R 0 Y Y 02 (*Ag)
, Riso-00° R2 W0
RZ/ \H /C Rl Rl O Rl
Y Y + %0,
ROO" ROOOOR R—O R— OH 0,

Mecanismo de Russell

Figura 5.2. Mecanismo proposto para formacéo de 'O, gerado na reacdo entre os

hidroperoxidos de lipideos e NO2BF,.

Para propor um mecanismo baseado em evidéncias concretas, foi
realizada a analise por espectrometria de massas da reacdo entre OAOOH e
NO,BF;. Em principio, seria esperado encontrar os produtos oriundos do
mecanismo proposto por Russell (1957), a cetona e o alcool derivados de
OAOOH. No entanto, no espectro de massas nenhum produto com massas
caracteristicas desses produtos foi detectado. Este fato pode ser explicado pelo
baixo rendimento estimado de 'O, (menor que 1%) das reacdes entre as reacdes
dos hidroperoxidos com NO,BF,, comparando-se com o padrdo DMNO,. Uma
informacdo importante, que pode ser observada no espectro de massas € a
formacédo de um ion m/z 359, que condiz com a formacao de um produto nitrado.

Na Figura 5.3 € mostrada uma proposta para formagdo deste produto, com o



Discussao |137

ataque eletrofilico do ion nitrénio a ligacdo dupla do hidroperéxido, com adicao do

ion nitrénio e restauracdo da ligacdo dupla (Figura 5.3).

NO,*
\ OOH 0
/\/\/\/k)\/W\)J\OH

NO, OOH 0
> OH
HA l
NO, OOH 0
N OH

Figura 5.3. Mecanismo proposto para formacdo do produto nitrado de m/z 359

(representado para o isbmero 9-OAOOH).

A geracdo de 'O, também foi verificada na reacdo de H,O, com NO,BF,4. O
acido peroxinitrico (HOONO,) é formado nesta reacao (reacdo 20). Um estudo
sobre a termodecomposicdo de HOONO:. indicou que este pode se decompor em
0O, e NO,. Entretanto, um mecanismo radicalar também deve ter contribuicdo
importante (Kenley et al., 1981). Calculos termodinAmicos e cinéticos sugerem
gue O,NOO" pode se decompor em nitrito e oxigénio molecular no estado singlete
excitado (Goldstein et al., 1998, Olson et al., 2003). Assim, o0 HOONO, pode se
decompor por processo polar ou i6nico, com producdo de NO, e 'O,, conforme

apresentado nas reacbes 21 e 22, respectivamente:

H,0, + NO,*<= HOONO, + H*  (reagdo 20)

HOONO, == H*'+ O,NOO"  (reacéo 21)

O,NOO" == NO, +'0, (reacdo 22)
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No mecanismo por via radicalar ocorre hémolise de HOONO,, gerando um
radical hidroperoxila (HOQO®) (reagéo 23). O radical HOO® pode se combinar com
outro radical idéntico, formando H,O, e 'O, (reacédo 24) (Kenley et al., 1981,

Lammel et al, 1990).

HOONO, == HOO+NO, (reacdo 23)

2HOO" ==H,0, + 10, (reagdo 24)

As reacgfes dos hidroperdxidos organicos terciarios, CuOOH e t-BuOOH,
com NO,BF, produziram *0O,, conforme cinética e espectro de emisséo adquiridos
para o decaimento monomolecular de O, . O mecanismo de Russell (1957) é
aplicavel apenas para hidroperdxidos primarios e secundarios, 0os quais possuem
hidrogénio ligado ao carbono a. Um estudo sobre a geracdo de 'O, a partir de
radicais alquil peroxila, obtidos pela reacdo entre hidroperoxidos organicos
terciarios em uma solucdo hidroclérica de nitrato cérico de amoénio, utilizando
medidas de emissdo de luz no infravermelho préximo, observou que 'O, é
produzido pelos radicais cumil peroxila (CuOQ®) e t-butil peroxila (t-BuOO®)
(Kanofsky, 1986). Estes dados estariam de acordo com um estudo prévio sobre
as reacdes do t-BuOO*® e sua cinética, utilizando técnicas de ESR (electron spin
resonance), onde foi sugerida a formagcdo de um intermediario tetroxido pela
combinacéo dos radicais peroxila e sua decomposicao levando a formacéo de um
peréxido e 'O, (Thomas, 1965). Além disso, poderia haver a formacdo de
carbonila triplete, que por transferéncia de energia ao O, molecular, também

geraria 'O, (Figura 5.4, exemplificado para t-BuOOH).
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NO,
- |
)YOO/—;\'F\'\IOZ-F BF4 *)YO—Q—H —»)YOONOZ + HBF4
BF,
/ko‘o\fﬁo2 »/‘YOO. + NO,
N
/}YOO’ 000%\9%0000%\
)YOOOO7I\ )YOO%\ @
)TOO%\ —> Z/U\ 2CH3’
o* o)
/U\+ > (329-) - /lk ’ @

Figura 5.4. Mecanismo proposto para geracdo de 'O, na reacdo entre 0s

hidroperoxidos terciarios e NO,BF, (exemplificado para t-BuOOH).

Em meio acidificado, ocorreu um aumento aparente na geracédo de 'O,
que foi verificado por meio de medidas de emissao do decaimento monomolecular
de 'O, e da aquisicdo de espectros de emissdo. Sabe-se que em meio acido pode
ocorrer o aumento da reatividade de eletréfilos (como o ion NO,"), o que originou
o termo “super-eletréfilo”. Quando um eletrdéfilo catiénico interage com um acido
de Brgnsted ou um acido de Lewis, pode ocorrer uma protonacgéao total ou parcial
do par de elétrons nao ligante do oxigénio, provocando uma ativacao do eletréfilo

(Figura 5.5) (Olah et al., 1975, Klump, 2009).
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Aumento da Reatividade —

Figura 5.5. Formacéo do “super eletréfilo” NO," (Adaptado de Klump, 2009).

Quando o meio € acidificado, uma combinacdo de mecanismos pode
contribuir para geracédo de 'O,. Deste modo, pode ocorrer uma protonacéo do
hidroperoxido, com formacgéo do ion alcoxila e 4gua (caminho a), ou formacéo de
um fon alquila e H,O, (caminho b). O H,O, pode reagir com NO;" e formar
HOONO,, o qual podera se decompor e gerar ‘O, por um mecanismo iénico ou
radicalar, conforme discutido anteriormente (Kenley et al., 1981, Lammel et al.,
1990, Goldstein et al., 1998, Olson et al., 2003). O acido cloridrico adicionado ao
meio reacional, também pode ativar o eletréfilo diretamente, ou pode reagir com
NO,BF4, produzindo o superacido acido tetrafluorbérico (HBF,) (Olah et al., 1974).
Ademais, como ja discutido, pode ocorrer a formacéo de um alquil peroxinitrato a
partir da reagdo do hidroperoxido com NO,*, e consequente formagdo de um
intermediario tetradxido, cuja decomposicdo pode gerar 'O, via mecanismo de
Russell (hidroperéxidos de lipideos), ou como observado por Thomas (1965) e
Kanofsky (1986) para hidroperéxidos terciarios. Alternativamente, poderia ocorrer
uma protonacdo no composto alquil peroxinitratro (ROONO;), com formacéo de
um carbocation (R") e producido de HOONO,, que por decomposicdo levaria a

formacado de 'O, Na Figura 5.6 estéo resumidos estes mecanismos.
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R—O——0—H —> RO + H,O
/ 2
R—O—O—H + H* H
N .
R—(O—O—H — R*+ H,0,
H

Mecanismo ionico I

| Mecanismo radicalar I
H202 + NO,¥ —> HOONO, + H* HOONO, == HOO + NO,
HOONO, =— ‘'OONO, + H*
‘'OONO, =—=

2HOO" == H,0, + @
= G

Ativacdo do eletréfilo
0=R=0 + HCI' — [ 0=N=0----H'CI'|——> 0=N=0----H + CI' (direta)
HCl + NO,BFy == NO,"CI" + HF=BF3 (indireta)
0=RK=0 HF-BF; —> |O=N=—=0----HF—BF;] —> 0=—R=—0---"H
27N

RO—O—H O:N:O-—--H

J/ \
NO Y \

Rlo+—(|)—H ROOOOR —
"y ’
R*+ HOONO, ROOOOR—> ROOR] +®

Figura 5.6. Propostas para formacdo de 'O, gerado na reacdo entre os

Mecanismo de Russell

hidroperoxidos e NO,BF, em meio acidificado.

Adicionalmente, para auxiliar na caracterizacdo da geracdo de 'O, nas

reacBes entre os hidroperéxidos de lipideos e NO,", foi utilizado NaNsz, um

supressor fisico de *0,. Este supressor atua pelo mecanismo de transferéncia de
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carga, com formacdo de um complexo de transferéncia de carga entre 'O, e
supressor, e com liberacdo de O, molecular no estado triplete ao final do processo
(Lissi et al.,1993).

Pela natureza eletrofilica do fon nitronio (NO,"), o uso de outra técnica
indireta, a captacdo de 'O, por derivados antracénicos ndo pode confirmar a
geracdo de 'O, pelo sistema reacional ROOH/NO,BF,, uma vez que ha

prevaléncia da reacao de nitracdo, em relacao a formacéo do endoperoxido.
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6 — Concluséo

Os endoperoxidos derivados do naftaleno obtidos sdo apropriados para
estudos tanto em sistemas quimicos como biolégicos. A rota sintética para
DHPNO, e NDPO; encontra-se consolidada na literatura e, portanto, sua sintese
ndo apresenta grandes dificuldades. Contudo, a preparacdo do novo
endoperoxido naftalénico dicatibnico NBTEO, apresentou alguns desafios a
serem superados, como a reacdo de quaternizacdo do derivado naftalénico
diamina e a reacdo de fotooxidacéo. Este endoperédxido tem especificamente um
potencial uso no estudo de danos ao DNA mitocondrial provocado por *Os.

A geracdo de 'O, pelas reacBes entre hidroperdxidos de lipideos e
hidroperoxidos organicos com NO,BF, foi confirmada por técnicas experimentais
de deteccao direta (emissdo de luz em A= 1270 nm) e por um método indireto
através do uso do supressor fisico. Estes resultados, embora tenham um enfoque
quimico, adicionam informa¢des importantes sobre a peroxidagdo lipidica
mediada por ERN. Assim, o 'O, poderia ser gerado como um subproduto da
peroxidacdo lipidica em condicdes onde ERN interagem com hidroperoxidos
lipidicos, contribuindo para disseminacdo de modificacbes ou danos oxidativos
causados por este complexo evento, com possiveis implicacdes fisiolégicas ou

patofisiologicas.
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7 — Perspectivas

A preparacdo do endoperoéxido naftalénico dicatibnico NBTEO; precisa ser
otimizada quanto aos rendimentos. Posteriormente, estudos in vitro com
biomoléculas como DNA e in vivo com mitocondrias isoladas podem ser
realizados com NBTEO..

Estudos sobre o mecanismo de geracdo do 'O, pela reacdo de
hidroperoxidos de lipideos com o ion nitrébnio podem ser estendidos a outros
hidroperoxidos de importancia biolégica, ou ainda, ser investigada a reatividade
de cada isbmero isolado dos hidroperoxidos incluido derivados do acido

araquidonico.
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Apéndice |

Espectros de RMN

1,4-bis(bromometil)naftaleno
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Figura 1.1. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;, § ppm, TMS) do
bis(bromometil)naftaleno.

Tabela I.1. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN 'H 300 MHz do 1,4
bis(bromometil)naftaleno em CDCls.

Posicdo  Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)
7,67 (dd, J=6,6 e 3,3 Hz)

8,21 (dd, J=6,3 e 3,3 Hz)
7,47 (s)
4,93 (s)

o O T 9
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1,4-bis(bromometil)naftaleno

NNNNN
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Figura 1.2. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl;, & ppm, TMS) de 1,4-
bis(bromometil)naftaleno.

Tabela I.2. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN *C 75 MHz do 1,4-
bis(bromometil)naftaleno em CDCls.

Carbono  Deslocamentos Quimicos (8, ppm)
a 126,9

b 124,6"
c 131,6"
d 134,9"
e
f

127,3
31,2

“#Os valores podem estar trocados.
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éster a,a’-dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de etila
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Figura 1.3. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls, § ppm, TMS) do éster o,a-
dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de etila.

Tabela 1.3. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN *H 300 MHz do éster «,«-dicarbetoxi-1,4-
naftalenobispropanoato de etila em CDCls.

Posicdo  Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)

7,55 (dd, J=6,4 e 3,4 Hz)
8,21 (dd, J=6,4 e 3,4 Hz)
7,25 (s)

3,64 a 3,68 (M)

3,77 a 3,84 (m)

4,14 (m),

1,18 (t, J= 7,0 H2)

- o o O T 9
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éster a,a’-dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de etila
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Figura 1.4. Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls, § ppm, TMS) do éster o,a-
dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de etila.

Tabela 1.4. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN **C 75 MHz do éster
a, a’-dicarbetoxi-1,4-naftalenobispropanoato de etila em CDCls.

Carbono  Deslocamentos Quimicos (8, ppm)
a 126,1°
124,3"
132,17
133,4"
126,8
31,9
52,9
169,1
i 61,6
i 14,1

-~ d O O T

o «Q

“*0Os valores podem estar trocados.
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acido-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropandico
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Figura |.5. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-ds, & ppm) do &cido 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropandico.

Tabela 1.5. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN *H 200 MHz do 4cido 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanéico em DMSO-ds.

Posicdo Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)
7,54 (dd, J=6,4 e 3,2 Hz)

8,08 (dd, J=6,4 e 3,2 Hz)
7,26 (S)

3,24 (t, J= 7,4 Hz)

3,28 a 2,50 (M)

®® o O T 9
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acido-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropandico
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Figura 1.6. Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO-ds, & ppm) do &cido 3,3-(1,4-

naftilideno)dipropandico.

Tabela 1.6. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN **C 50 MHz do &cido

3,3-(1,4-naftilideno)dipropandico em DMSO-ds.

Carbono Deslocamentos Quimicos (8, ppm)

a 125,4*
b 124,2*
c 131,5"
d 135,37
e 125,8
f 27,4

g 34,5

h 173,8

"Os valores podem estar trocados.
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3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de etila
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Figura 1.7. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls, § ppm, TMS) de 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de etila.

Tabela 1.7. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN *'H 300 MHz de 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de etila em CDCls.

Posicdo  Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)

2,76 2 2,71 (M)
4,15 (q, J= 7,2 Hz)
1,25 (t, J= 7,2 Hz)

a 7,54 (dd, J=6,6 e 3,3 Hz)
b 8,06 (dd, J=6,3 e 3,3 Hz)
c 7,27 (S)

d 3,39(m)

e

f

(@]
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3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de etila
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Figura 1.8. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls, & ppm, TMS) de 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de etila.

Tabela 1.8. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN *C 75 MHz de 3,3~
(1,4-naftilideno)dipropanoato de etila em CDCls.

Carbono  Deslocamentos Quimicos (8, ppm)
A 125,8"
B 124,4"
C 132,1%
D 135,6"
E
f

125,9
28,3
35,4

173,2
[ 60,6

] 14,4

“*0Os valores podem estar trocados.
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N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida
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Figura 1.9. Espectro de RMN 'H (300 MHz, D,O, & ppm) de N,N-di(2,3-
dihidroxipropil)-3,3*-(1,4-naftilideno)dipropanamida

Tabela 1.9. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN *H 300 MHz de N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-
3,3™-(1,4-naftilideno)dipropanamida em D,O.

Posicdo  Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)
7,61 (dd, J=6,6 e 3,3 Hz)

a

b 8,11 (dd, J=6,3 e 3,3 Hz)
C 7,26 (S)
d
e

3,35 a 3,28 (M)
2,63 (t, J= 7,5 Hz)

fy 3,35a 3,28 (m)
f, 3,18 (dd, J=11,7 e 6,3 Hz)
g 3,54 a 3,03 (m)

ha/hs 3,12 a 3,03 (m)
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N,N’-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida
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Figura 1.10. Espectro de RMN **C (75 MHz, D,O, & ppm) de N,N-di(2,3-
dihidroxipropil)-3,3™-(1,4-naftilideno)dipropanamida

Tabela 1.10. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN *3C 75 MHz de N,N"-
di(2,3-dihidroxipropil)-3,3*(1,4-naftilideno)dipropanamida em D-O.

Carbono  Deslocamentos Quimicos (&, ppm)

a 125,9"
b 124,1
c 135,2*
d 131,3"
e 125,9
f 28,2
g 36,7
h 175,8
i 62,8
j 69,8
k 41,3

“*Os valores podem estar trocados.
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3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sddio
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Figura 1.11. Espectro de RMN *H (300 MHz, D,O, § ppm) de 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de sodio.

Tabela 1.11. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN 'H 300 MHz de 3,3-(1,4-
naftilideno)dipropanoato de s6dio em D-O.

Posicdo  Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)
7,62 (dd, J=6,6 e 3,3 Hz)

8,17 (dd, J=6,6 e 3,3 Hz)
7,34 (s)

3, 02 (t, J= 8,1 Hz)

2,57 (t, J= 8,1 Hz)

O o O T 9
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3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato de sddio

182.636

o

38.501
29.092

NSNS
e/a g
f
a
h d a
Cc a
0 1 00 M e i

T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170

T
140

T T
130 120

T T T T T T T T T T T T
110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 1.12. Espectro de RMN *3C (75 MHz, D,O, & ppm) de 3,3-(1,4-

naftilideno)dipropanoato de etila.

Tabela 1.12. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN *3C 75 MHz de 3,3~
(1,4-naftilideno)dipropanoato de sddio em D,0.

Carbono  Deslocamentos Quimicos (8, ppm)

a 125,5°
b 124,4°
c 131,5%
d 136,3"
e 126,0
f 29,1

g 38,5

h 182,6

“*0Os valores podem estar trocados.
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2,2’-(naftalen-1,4-dil)diacetonitrila

mmmmmmmmm

954
943
932
921
700
689
679
668
579
—7.257
—4.130

1914 :
3.904 (

2,03
1.93]

8.2 8‘.0 7‘.8 7‘.6 7‘.4 7‘.2 7‘.0 f;.8 6‘.6 (;.4 6‘.2 t;.D %lls(ppn%‘.)(s ;.4 5‘.2 5‘.0 4‘.8 4‘.6 4‘.4 4‘.2 4‘.0 3‘.8 3‘.6 3‘.4 3‘.2
Figura 1.13. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl;, § ppm, TMS) de 2,2
(naftalen-1,4-dil)diacetonitrila.

Tabela 1.13. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN *H 300 MHz de 2,2-(naftalen-1,4-
dil)diacetonitrila em CDCls.

Posicdo Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)

7,66 (dd, J=6,3 e 3,3 Hz)
7,94 (dd, J=6,6 e 3,3 Hz)
7,58 (s)
4,13 (s)

o O T 9
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2,2’-(naftalen-1,4-dil)diacetonitrila

117.424
77.583
77.160
76.736
21.927

o

VSN Nl
e/a f
c b
d
g
W ‘ \ e

T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

T T T T T T T T T T T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80
f1 (ppm)

Figura |.14. Espectro de RMN *H (75 MHz, CDCls, § ppm, TMS) de 2,2*-(naftalen-
1,4-dil)diacetonitrila.

Tabela I.14. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN *3C 75 MHz de 2,2~
(naftalen-1,4-dil)diacetonitrila em CDClIs.

Carbono Deslocamentos Quimicos (8, ppm)
a 126,2"
b 123,7°
c 127,6"
d 131,2*
e
f

127,2
21,9
9 117,4

“*0Os valores podem estar trocados.
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2,2’-(naftalen-1,4-dil)dietanamina
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Figura 1.15. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, § ppm, TMS) de 2,2*-
(naftalen-1,4-dil)dietanamina.

Tabela 1.15. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN *H 300 MHz de 2 2-(naftalen-1,4-
dil)dietanamina em CDCl;.

Posicdo Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)
7,51 (dd, J=6,6 e 3,3 Hz)

8,08 (dd, J=6,3 e 3,3 Hz)
7,28 (s)

3,11 a 3,06 (m)

3,22 a 3,18 (m)

1.34 (sl.)

- ®0 o O T 9
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2,2’-(naftalen-1,4-dil)dietanamina
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Figura 1.16. Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls, & ppm, TMS) de 2,2
(naftalen-1,4-dil)dietanamina.

Tabela 1.16. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN *3C 75 MHz de 2,2~
(naftalen-1,4-dil)dietanamina em CDCls.

Carbono Deslocamentos Quimicos (8, ppm)
A 125,6°
124,6°
132,57
134,6"
126,5
37,4
G 43,0

m m O O W

“*0Os valores podem estar trocados.
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2,2'-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio)
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Figura 1.17. Espectro de RMN **C (300 MHz, D,O, § ppm) de 2,2'-(naftalen-1,4-
dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio).

Tabela 1.17. Deslocamentos quimicos, desdobramento de sinais e constantes de
acoplamento para o espectro de RMN *'H 300 MHz de 2,2'-(naftalen-1,4-
dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio) em D,0.

Posicdo  Deslocamentos Quimicos (8, ppm), Desdobramento de
Sinais e Constantes de Acoplamento (J)

a 7,72 (dd, J=6,0 e 3,0 Hz)
b 8,11 (dd, J=6,0 e 3,0 Hz)
C 7,49 (s)
d
e
f

3,28 (sl)
3,61 (s)
3,2 (sl)
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2,2'-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio)
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Figura 1.18. Espectro de RMN *C (75 MHz, D,0O, & ppm) de 2,2'-(naftalen-1,4-
dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio).

Tabela 1.18. Deslocamentos quimicos para espectro de RMN **C 75 MHz de 2,2'-
(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio) em D,0.

Carbono  Deslocamentos Quimicos (8, ppm)

A 127,1
B 123,5
C 131,5"
D 133,0"
E 127.4
F 25,6
G 65,0
H 55,2

“*0Os valores podem estar trocados.
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2,2'-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-trimetil etanaminio)
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Figura 1.19. Espectro ESI'/MS de 2,2'-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-
trimetil etanaminio).

Tabela 1.19. Espectro ESI'/MS de 2,2'-(naftalen-1,4-dil)bis(cloreto de N,N,N-
trimetil etanaminio).

m/z Estrutura do ion
150 [1/2 (M + 2H) - 2H)]*
115 [1/2 ((M + 2H)- N(CHa3)3— CH)]"

74 [1/2 (M + 2H — 2(N(CHs)3) — 2CHs - 6H)*
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Apéndice Il

Calculo do Rendimento de Oxigénio Singlete

O rendimento de 'O, gerado nas reacdes dos hidroperéxidos de lipideos,
hidroperoxidos organicos e H,0O, com NO2BF, foi calculado empregando-se como
padrdo o endoperéxido DMNO,, que por termodecomposicédo a 37 °C libera 10,
com 76% de rendimento (k = 2,67 x10* M's™?) (Muller e Ziereis, 1990). As
medidas de emissdo de luz no infravermelho préximo (A= 1270 nm) foram

realizadas para termélise de 10 mM de DMNO, em CHCI3/MeOH (4:1, v/v).
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Figura Il.1. Termdlise do DMNO, e medidas da emisséo de luz em A= 1270 nm,

para termolise de uma solugdo de DMNO; 10 mM em CHClI3/MeOH (4:1, v/v).

Primeiramente, para o célculo da quantidade de 'O, integrou-se a area sob
a curva de emissdo de luz em que houve geracdo constante de O, (250-350s).
Foi encontrado um valor de aproximadamente 796869 (unidades arbitrarias). A
térmélise de DMNO, gera 2,03 pM de 'O, por segundo, entdo para 100s, ou seja,

uma area de 796869 unidades arbitrarias, a geracdo de 'O, seria de 203 pM.

360



Apéndices 178

Portanto, 1 unidade de &rea corresponde a 2,55x10™'°M de 'O,. Com esse valor
obtido foi possivel estimar as quantidades de O, comparando-se a area sob a

curva com das emissdes das reacdes dos ROOH com NO,BF,.



