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RESUMO

Relata-se a sintese de 3 isotiocianatos heterociclicos fluorescentes, 2-(2-hidroxi-
5’-isotiocianatofenil)benzoxazol, 2-(2-hidroxi-5’-isotiocianatofenil)benzimidazol e 2-
(2-hidroxi-5’-isotiocianatofenil)oxazolo[4,5-b]piridina. Estas substincias apresentam
pontes de hidrogénio intramoleculares fortes € um grande deslocamento de Stokes, que
presume-se advir de um processo de transferéncia intramolecular de protons no estado
(eletronico) excitado. Realizou-se a reagdo dos i1sotiocianatos sintetizados com aminas
e proteinas e estudou-se as propriedades fotofisicas dos produtos formados, com o
intuito de verificar-se a viabilidade de uso daqueles isotiocianatos como etiquetas
tfluorescentes. Verificou-se a formac¢do de produtos fluorescentes pela rea¢do entre os
isotiocianatos € aminas ¢ proteinas, tendo aqueles potencial utilidade como etiquetas

fluorescentes.



ABSTRACT

The synthesis of three fluorescent heterocyclic isothiocyanates, 2-(2°-hydroxi-
5’-isothiocyanatephenyl)benzoxazole, 2-(2°-hydroxi-5’-
isothiocyanatephenyl)benzimidazole and 2-(2’-hydroxi-5’-
isothiocyanatephenyl)oxazolo[4,5-b]piridine is reported. These substances present
strong intramolecular hydrogen bonds and a large Stokes shift, wich is thought to be
due a excited state intramolecular proton transfer (ESIPT) process. Reactions of those
1sothiocyanates with amines and proteins have been performed and the photophysical
properties of the products have been studied in the aim to prove the feasibility of their
use as tluorescent labels. It has been found that the synthesized isothiocyanates form
tfluorescent products with amines and proteins, having potential utility as fluorescent

labels.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

T - tempo de decaimento de fluorescéncia

CLAP - cromatografia liquida de alta pressdo

DNA - deoxyribonucleic acid

ADN - 4cido desoxirribonucléico

FITC - fluorescein isothiocyanate

ANS - anilinonaphthalenesulfonic acid

TMRITC - tetramethylrhodamine isothiocyanate
DANS - dansyl chloride

RBITC - rhodamine B isothiocyanate

RB 200 SC - lissamine rhodamine B sulfonyl chloride
MDFEFP - 2-methoxy-2,4-diphenyl-3(2H )-furanone
NTA - naphthoyltrifluoroacetone

EDTA - acido etilenodiaminotetracético

A - comprimento de onda

¢ - absortividade molar

E..c - €nergia eletronica

E.i - energia vibracional

E.« - energia rotacional

S - estado singlete

S* - estado singlete excitado

T - estado triplete

n - rendimento quantico absoluto

TPIEE - tranferéncia protonica intramolecular no estado excitado
TPREF - transferéncia protonica reversa no estado fundamental
RMN 'H - ressonancia magnética nuclear de protons

APF - acido polifosforico



Et - etila

Ph - fenila

DCC - dicicloexilcarbodiimida
R¢ - fator de retengdo

CCD - cromatografia em camada delgada
THF - tetraidrofurano

p/v - peso sobre volume

[V - infravermelho

UV - ultravioleta

UV-Vis - ultravioleta e visivel
DMSO - dimetilsullfoxido
CDCl, - clorotérmio deuterado

DMSO-d, - dimetilsultfoxido hexadeuterado
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1. INTRODUGAO

1.1 GENERALIDADES

O fendmeno da fluorescéncia ja é conhecido de longa data pelo homem. O
primeiro relato de observagao de fluorescéncia parece ter sido feito no século XVI
pelo médico e botanico espanhol Nicolas Monardes que mencionou uma matiz
azulada presente em agua que havia sido contida em recipientes feitos de um tipo de
madeira conhecida como “lignum nephriticum”. No século XVl este fendmeno foi
observado e mais claramente descrito por varios cientistas, entre eles Robert Boyle
(1626-1691) e Isaac Newton (1624-1727). Boyle relatou que a fluorescéncia é mais
aparente em solugdes diluidas e que & grandemente afetada pela adicdo de acidos
ou bases. Durante os séculos XVII e XVIII foram descobertos muitos outros materiais
e solugbes fluorescentes, mas pouco progresso foi feito na compreensdo do
fenédmeno . |

Em 1852 foi publicado um artigo de grande importancia para o assunto da
fluorescéncia 2. Seu autor foi George Gabriel Stokes (1820-1903), fisico e professor
de matematica em Cambridge. Em seu minucioso trabalho, Stokes introduziu o termo
fluorescéncia, previamente chamado “dispersdo”; conceituou a fluorescéncia como
emissdo de luz; estabeleceu a técnica de observagao da fluorescéncia com 2 filtros
coloridos diferentes - um para permitir a passagem do raio de luz de excitagdo e o
outro para filtrar a luz emitida - e enunciou aquela que viria a ser conhecida como lei
de Stokes: a luz emitida é sempre de comprimentos de onda maiores do que a luz de
excitagdo. Em seu trabalho subsequente, Stokes estabeleceu a relagdo entre
concentragio e intensidade da fluorescéncia e descreveu a inibi¢do da fluorescéncia
a altas concentrag¢des e pela presenga de substancias estranhas. Ele aparentemente
também foi o primeiro a propor, em 1864, o uso da fluorescéncia como uma
ferramenta analitica .

Ja ao final do século XIX, mais de 600 substancias fluorescentes eram

conhecidas.



Atualmente, corantes fluorescentes possuem inumeras aplicagées cientificas e
tecnologicas, que vao desde aquelas mais simples, presentes no cotidiano da
sociedade moderna, até as altamente sofisticadas.

Um exemplo de utilizagdo bastante difundida sdo os branqueadores 6ticos -
corantes fluorescentes que absorvem luz na regidao do ultravioleta proximo e emitem
na regido do visivel - que sdo extensamente utilizados como aditivos para a
fabricagédo de papel e detergentes para roupas.

Pode-se, de maneira genérica e sem fazer muito esforgo, citar varias outras
aplicacdes, por exemplo: corantes para tecidos, plasticos e tintas; corantes para
lasers; deteccdo de defeitos em materiais; coletores solares; displays de cristal
liquido; aplicagbes em medicina e biologia; quimica analitica, etc.

Em quimica analitca as substancias fluorescentes possuem grande
importancia. Os métodos analiticos que exploram o fenémeno da fluorescéncia,
apesar de relativamente simples, s&o capazes de grande sensibilidade e
seletividade.

Podemos chamar de fluoréforo a um fragmento estrutural ou molécula que
apresente fluorescéncia.

Um dos parametros mais importantes de um fluoréforo € a sua eficiéncia
quantica, que € definida como a razdo entre 0 numero de fotons absorvidos e o
namero de fétons emitidos pela molécula. Outros parametros importantes sdo: o
coeficiente de absortividade molar no comprimento de onda de excitagdo e, em
certos casos, o tempo de decaimento da fluorescéncia, T, que é o tempo apés a
interrupg@o da energia de excitagdo em que a substancia continua emitindo luz. O
deslocamento de Stokes - definido como a diferenga entre os comprimentos de onda
dos maximos de absor¢do e emissdo da substancia - € também importante para
certas aplicagbes de fluoréforos - em corantes para laser, coletores solares e certas
aplicagcdes em bioguimica, é desejado um grande deslocamento de Stokes.

Um grande nimero de substancias fluorescentes ja foi sintetizado até o
momento, porém a busca por novos materiais permanece constante. O principal
motivo para isto é que dentro das varias aplica¢des dos fluoréforos, ndo apenas uma
alta conversdo de energia de excitagdo em luz emitida é necessaria, mas também
uma gama de outras propriedades, tais como estabilidade térmica e fotoquimica,



emissao de luz em determinada parte do espectro, solubilidade em certos solventes,
reatividade quimica ou inércia frente a outras substéncias, auséncia de toxidez, etc.



1.2 ETIQUETAS FLUORESCENTES

Métodos analiticos que se utilizam do fenémeno da fluorescéncia séo
amplamente utilizados, tanto em aplicagées qualitativas como quantitativas. Tais
técnicas geralmente apresentam alta sensibilidade e especificidade e, em muitos
casos, relativa simplicidade de uso. As técnicas baseadas na fluorescéncia estdo a
tal ponto evoluidas que € possivel detectar-se, em certos casos, a fluorescéncia
proveniente de uma unica molécula 4

Existem muitas substancias, organicas e inorganicas, que apresentam
fluorescéncia e podem ser analisadas quantitativamente utilizando-se esta
propriedade. Também muitos materiais e amostras bioldgicas que apresentam
fluorescéncia podem ser estudados valendo-se deste aspecto.

Muitas vezes porém, pode-se obter informagdes sobre um sistema utilizando-
se das propriedades fluorescentes de substancias extrinsecas a este sistema.
Nestes casos, fluoréforos sdo adicionados ao sistema que se quer estudar.

Como a eficiéncia quantica dos fluoréforos e também o seu espectro séo
geralmente bastante sensiveis ao ambiente a que estao sujeitos, pode-se, estudando
as mudancgas que ocorrem naquelas caracteristicas de fluoréforos adequados, retirar
informagbes sobre um determinado meio e as transigdes a que pode estar sujeito.
Quando utilizados desta maneira, os fluoréforos normalmente sdo chamados de
sondas fluorescentes.

Pode-se quantificar substancias nao fluorescentes, por fluorimetria, utilizando-
se fluoréforos capazes de formar conjugados fluorescentes com tais substancias.
Esta técnica é utilizada, por exemplo, em cromatografia liquida de alta pressio
(CLAP) °. As substancias que se quer quantificar podem ser levadas a formar
derivados fluorescentes antes ou apos passar pela coluna de separagio.

Corantes fluorescentes capazes de formar conjugados (aductos) fluorescentes
com substratos originaimente ndo fluorescentes podem ser chamados,
genericamente, de etiquetas fluorescentes.

Etiquetas fluorescentes possuem inumeras aplicagdes tecnoldgicas. Além de

sua utilizagdo em CLAP, ja citada, podemos acrescentar diversas outras, como:



eletroforese capilar ®, determinagdo da sequéncia de nucleotideos de DNA "2 e na
técnica chamada de imunofiuorescéncia *'°.

Em medicina e biologia, etiquetas fluorescentes possuem diversas aplicagoes.
Estas geralmente envolvem a ligagcdo de corantes fluorescentes a substéncias,
tecidos, células ou microorganismos e a posterior detecgcdo dos conjugados por
fluorimetria ou microscopia.

Por meio de técnicas que utilizam fluoréforos, € possivel investigar a estrutura
de moléculas bioldgicas complexas, como o DNA, RNA e proteinas. As
caracteristicas da fluorescéncia de etiquetas fluorescentes ligadas a sitios
especificos nos biopolimeros fornecem elementos para a determinacdo de sua
estrutura, assim como permitem determinar a seqiiéncia de nucleotideos no DNA ''.

A imunofluorescéncia € uma importante técnica que utiliza etiquetas
fluorescentes. No processo da imunofluorescéncia, a etiqueta fluorescente liga-se a
um anticorpo, que posteriormente vai formar um conjugado com um certo antigeno,
que entdo pode ser detectado pela fluorescéncia do aducto formado.

A imunofluorescéncia constitui-se de uma ferramenta poderosa para obter-se
informagdes sobre diversos antigenos e possui extenso emprego em ensaios
clinicos.

A forma de ligagdo da etiqueta fluorescente ao substrato desejado é
geralmente covalente, mas também pode ser por adsor¢do. Nas ligagdes covalentes
freqUentemente participam grupos amina, tiol, hidroxila e acido carboxilico presentes
no substrato e grupos isocianato, isotiocianato, N-hidroxisuccinimida, cloretos de
acila, aldeido, entre outros, presentes na etiqueta fluorescente.

Diversas substancias tém sido usadas como etiquetas fluorescentes, em
diferentes aplicagdes. Na tabela 1 encontram-se listadas propriedades de algumas

delas, e a figura 1 apresenta as estruturas de algumas etiquetas fluorescentes.



Tabela 1: propriedades de algumas substancias utilizadas como etiquetas fluorescentes.

fluoroforo A abs/exc | e (/mol) | A emis (nm) | eficiéncia |t (ns)
{nm) quantica

Fluoresceina (FITC) 492 7x10*  [520 0,85 45

Rodaminas:

RBITC 550 1,2x10* [585 0,70 3,0

TMRITC 550 5,0x10* {580

RB 200 SC 530, 565 595 1,0

Umbeliferona 380 2,0x10* [ 450

DANS 340 3,4x10* |480-520 0,30 14,0

ANS 385 471 0,80 16,0

Fluorescamina 394 6,3x10° | 475 0,10 7

MDFP 390 6,4x10% | 480 0,10

N-(3-pireno)-maleimida 340 375, 392 100

Amarelo Lacifer VS 430 540

Porfirinas 400-410 619-633

Clorofilas 430453 548-669

Ficobiliproteina 550-620 7.0x10* |580-660 0,50-0,98

Eu-(B-NTA); 340 3x10* | 590; 613 500000

Tb-EDTA-acido

sulfossalicilico 300 490; 545 ~ 150 000

1 tabela reproduzida da referéncia .
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TMRITC: isotiocianato-tetrametilrodamina
DANS: cloreto de dansila

Figura 1: formulas estruturais de algumas etiquetas fluorescentes.



Na tabela 1 observa-se a presenc¢a de substancias de varias classes, como

quelatos de metais '° e proteinas '%'?

, por exemplo.

O fluoroforo a ser utilizado como etiqueta fluorescente deve possuir
propriedades adequadas para esta fungdo. Para aumentar a sensibilidade, é
desejavel que 0 mesmo tenha uma alta absortividade molar e eficiéncia quantica
(normalmente acima de 0,1). Deve ser capaz de ligar-se de alguma maneira ao
substrato desejado e, ao realizar-se esta ligagdo, suas propriedades devem manter-
se adequadas.

Em aplicagdes bioldgicas, fluorescéncia na regido do azul € comum a diversos
sistemas, portanto fluoréforos que emitem luz na regido do verde ao vermelho sdo
mais adequados.

Um dos problemas que afeta a utilizagao de etiquetas fluorescentes em certos
ambientes é a presenca de ruido de background, causado por interferentes que
também emitam fluorescéncia, ou por espalhamento de luz '°. Espalhamento de luz
pode causar uma grande interferéncia em solugdes contendo grandes concentragdes
de proteinas. A fim de se contornar este problema, normalmente sdo desejaveis
etiquetas fluorescentes com um grande deslocamento de Stokes, que permitem, pela
sele¢do conveniente dos comprimentos de onda de excitagdo e emissao, eliminar os
efeitos provenientes do background '°*°.

Em aplicagbes de imunofluorescéncia, a etiqueta fluorescente mais utilizada é
a isotiocianatofluoresceina (FITC). Entre as suas vantagens, encontra-se a alta
eficiéncia quantica, que aproxima-se da unidade. Apresenta, porém, deficiéncias,
como seu pequeno deslocamento de Stokes, o que torna a medigdo sensivel a
interferéncias do meio. Além disso, algumas preparagdes comerciais contém dois
isdmeros da fluoresceina, o0 que pode causar certos inconvenientes 10,

Embora haja varias etiquetas fluorescentes Ilargamente conhecidas e
utilizadas, continua existindo uma demanda por novas substincias, com diferentes
caracteristicas.

Atualmente, existe interesse em desenvolver-se etiquetas fluorescentes com
comprimentos de onda de absor¢do e emissdo maiores, grande deslocamento de

Stokes e com tempo de decaimento de fluorescéncia (t) dilatado.



Um longo tempo de decaimento de fluorescéncia favorece o emprego de

técnicas de espectroscopia de fluorescéncia transiente 1416

, que podem eliminar as
interferéncias indesejaveis.

Em certos casos deseja-se utilizar simultaneamente duas etiquetas
fluorescentes, com comprimentos de onda de emisséo diferentes, de maneira que
nao interfiram entre si, como por exemplo em microscopia de fluorescéncia 7

Por tudo que foi citado, depreende-se que o desenvolvimento de novas
etiquetas fluorescentes e suas utilizagbes € um campo de interesse importante
dentro da tecnologia e da ciéncia e que continua a ser bastante estudado nos dias de

hoje.



1.3 CONCEITOS TEORICOS SOBRE A FLUORESCENCIA

A energia total de uma molécula € a soma de suas energias eletronica,
vibracional e rotacional, cuja magnitude diminui na seguinte ordem: Eejec > Eyip > Efot.

A absorgéo de radiagao eletromagnética na regiao do visivel e ultravioleta por
uma molécula induz mudangas na energia eletrbnica da molécula, resultante de
transicbes dos elétrons de valéncia. Estas transi¢gbes consistem na excitagdo de um
elétron de um orbital ocupado (usualmente um orbital p ndo ligante ou um orbital =
ligante) a um orbital de maior energia (um orbital antiligante n* ou ¢*). Indica-se a
transicdo de um elétron em um orbital ligante © para um orbital antiligante =*, por
n—n* € a transicdo de um elétron em um orbital ndo ligante para um orbital
antiligante n* por n—>n* ',

No estado fundamental (ndo excitado), os elétrons que ocupam o mesmo
orbital tém spins antiparalelos. O spin resultante, S, da molécula é zero, enquanto a
multiplicidade, dada pela quantidade |2S| +1, € igual a um. Tal estado de energia é
chamado singleto (S). Se a transi¢do para um estado excitado € acompanhada pela
inversdo do spin de um dos elétrons, o spin total torna-se um e a muitiplicidade trés.
Tal estado excitado é chamado de tripleto (T). Se a transicdo para um estado
excitado ndo € acompanhada de qualquer mudangca na multiplicidade, tem-se um
estado singleto excitado (S*) *°.

Além dos niveis de energia principais, relativos a estados eletrénicos, uma
molécula possui varios subniveis, associados a movimentos rotacionais e
vibracionais da molécula *°.

Uma molécula em um nivel eletrdnico excitado pode perder a energia
absorvida das seguintes maneiras:

(a) transigbes sem radiagdo: conversao interna e cruzamento intersistemas;
(b) emissao de radiagéo: fluorescéncia e fosforescéncia;
(c) reagdes fotoquimicas.

A conversdo interna caracteriza-se pela perda de energia da molécula

excitada em colisées com o solvente. Nestas colisbes a molécula excitada transfere
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energia vibracional para o solvente, decaindo rapidamente varios niveis vibracionais
entre os singletos excitados e, eventualmente, chegando ao nivel vibracional mais
baixo do estado singleto fundamental.

A conversdo interna ocorre entre estados de mesma multiplicidade. Quando
ha a inversdo do spin de um elétron, gerando um estado tripleto, o fenédmeno recebe
o nome de cruzamento intersistemas.

Como ja foi citado, a molécula pode perder energia também pela emissdo de
radiacdo. Neste caso, ha o fendmeno chamado luminescéncia. A luminescéncia
divide-se em duas modalidades: quando a emissdo ocorre de um estado singleto
excitado, é chamada fluorescéncia, quando a partir de um estado tripleto excitado, é
chamada fosforescéncia.

A fosforescéncia é um fendbmeno menos comum em relagao a fluorescéncia e
a maioria dos compostos organicos s6 a exibem quando congelados a baixas
temperaturas *°.

Processos do tipo (a) e (b) estao representados esquematicamente no assim

chamado diagrama de Jablonski:
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Figura 2: Diagrama de Jablonski.

No diagrama de Jablonski, os niveis vibracionais mais baixos de estados
eletronicos estdo representados por linhas horizontais grossas, enquanto as linhas
horizontais mais finas sdo os outros estados vibracionais associados. Uma molécula,
ou ion, no estado fundamental Sy, € levada a um estado excitado singleto, S; ou S,
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(ou estados superiores, Sj), por absorcdo de luz. Transi¢bes sem radiacdo séo
representadas por linhas tracejadas no diagrama. A conversao interna leva ao estado
vibracional mais baixo de determinado estado eletrénico ou pode levar também a
estados singletos inferiores. O cruzamento intersistemas (linhas horizontais
tracejadas), leva aos estados tripletos. A emissdo de radiagcdo da espécie que se
encontra no estado vibracional mais baixo de Sy, passando a seguir a qualquer um
dos niveis vibracionais de Sy, € chamada fluorescéncia. A radiagcdo emitida pela
espécie que se encontra em um estado tripleto, passando ao estado Sy, € chamada
fosforescéncia. Se ambos os tipos de radiacdo sdo observados, ou se ndo se
consegue distinguir entre um ou outro, o termo luminescéncia é utilizado %'

Como visto na figura 2, a absor¢cdo de luz ocorre geralmente no estado
vibracional mais baixo do estado eletrénico fundamental e leva a um dos estados
vibracionais de um estado eletrénico excitado. Antes de ocorrer a emissdo de
radiagdo, a molécula, se nao estiver isolada em condi¢des especiais, ira sofrer varias
colisbes com moléculas de solvente. Nestas colisdes, perdera parte da energia
absorvida, decaindo rapidamente até o estado vibracional mais baixo associado ao
estado eletrdnico excitado. Desta forma, a fluorescéncia ird ocorrer sempre a partir
do estado vibracional mais baixo do estado singieto excitado ( normalmente S; ou,
em alguns casos, S;) e resulta na espécie emitente indo a um dos estado
vibracionais de So.

Os espectros de absor¢do e emissdo das moléculas organicas apresentam-se
como estruturas de bandas difusas, devido a presenca dos varios niveis vibracionais
associados, com um ou varios maximos, dependendo do numero de transicOes
eletronicas associadas.

Devido ao fato de que parte da energia absorvida é liberada vibracionalmente,
o espectro de emissdo sempre & desiocado para comprimentos de onda maiores em
relacdo ao espectro de absor¢cdo. Este deslocamento é chamado de deslocamento
de Stokes, em memoria a G. G. Stokes (1820-1903), que foi o0 primeiro a observar tal
fendbmeno e enuncia-lo como uma regra geral.

O deslocamento de Stokes observado entre os maximos de absor¢do e
emissdo da maioria das espécies fluorescentes encontra-se na faixa de 50 a 70 nm.
Porém, quando a espécie envolvida sofre mudangas estruturais, (como no caso do
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fototautomerismo, que sera discutido posteriormente), ao atingir o estado excitado,
assumindo uma estrutura de mais baixa energia antes de emitir luz, o deslocamento
de Stokes torna-se maior, usualmente na faixa de 150 a 250 nm. Apds emitir
radiacdo, a molécula novamente assume a estrutura que possuia no estado
fundamental *°.

O espectro de fluorescéncia, em casos ideais, € uma imagem especular do
espectro de absor¢ao, porém deslocado para comprimentos de onda maiores 21

A regra da simetria especular dos espectros de emissdo e absor¢ao foi
formulada por Levshin em 1931. Qualquer desvio desta regra é devido a varios
processos intra e intermoleculares que podem ocorrer nas espécies quimicas quando
excitadas, como por exemplo formacédo de um tautdmero no estado excitado 9

Muitas moléculas organicas s@o capazes de absorver luz na regido do visivel
ou ultravioleta, mas nem todas sdo capazes de exibir luminescéncia. Conhecem-se
espécies que fluorescem na regido do ultravioleta e infravermelho proximo, mas a
maioria absorve e emite na regido do visivel. Moléculas fluorescentes geraimente
apresentam uma estrutura rigida, que dificulta a perda de energia da molécula
excitada por movimentos torsionais.

Os compostos fluorescentes mais comuns e intensos geraimente séo
substancias aromaticas com ftransicbes n—n* de baixa energia. Compostos
fluorescentes alifaticos ou aliciclicos contendo carbonilas e compostos com ligas
duplas conjugadas também sao conhecidos porém, em menor nimero 2

A intensidade da luminescéncia de uma espécie quimica depende de certos
fatores, entre eles a poténcia da fonte de excitagdo e a intensidade da absorg¢édo de
luz pela espécie. O principal fator determinante da intensidade da luminescéncia é o
rendimento quéntico (ou eficiéncia quéntica), que é definido como a razdo entre os
guanta emitidos e 0s quanta absorvidos. O rendimento quantico & independente da
poténcia da fonte de excitagdo e é determinado, assim como a intensidade de
absorcao, por caracteristicas estruturais da espécie quimica *°.

Vavilov demonstrou que o rendimento quantico de muitas substancias
permanece constante ao longo de uma ampla faixa de comprimentos de onda da luz
de excitaggo '°.
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O rendimento quéntico absoluto, n, € o rendimento quantico integrado ao
longo de todo o espectro. E expresso como porcentagem ou fragdes da unidade 19

A intensidade da luminescéncia também pode ser caracterizada pelo
rendimento quéntico relativo, que é a razado entre a intensidade do maximo de
emissdo da espécie (em solugéo) a ser investigada e solugoes de referéncia ?

As caracteristicas de emissdo e absorcdo dos luminéforos, quando em
solucdo, sdo afetadas pelas interagdes intermoleculares presentes entre solvente e
soluto, e também por outras substancias presentes na solu¢do. Podem ocorrer
deslocamento das bandas e mudangas no rendimento quantico. Estas varia¢gdes sdo
dependentes do tipo de solvente, especialimente da constante dielétrica do

solvente’®.

1.3.1 TIPOS DE ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Trés principais tipos de espectros de fluorescéncia podem ser obtidos para
cada amostra, em fung¢ao do tipo de informagao desejada: o espectro de emissao, o
espectro de excitacdo e o espectro de excitagdo/emissdo sincronizado 2.
1.3.1.1. Espectro de emissdo: Para registrar o espectro de emissdo de um
composto, irradia-se a amostra com um comprimento de onda de excitagado fixo e
mede-se a intensidade da luz reemitida, numa faixa espectral definida. O
comprimento de onda de excitagao ideal para registrar o espectro de emissdo de um
composto fluorescente determinado &, em geral, escolhido em funcdo do seu
espectro de absorcdo. Na maior parte dos casos, este comprimento de onda
corresponde ao maximo de absorgo.
1.3.1.2. Espectro de excitagao: Para registrar o espectro de excitacdo, faz-se variar
o comprimento de onda de excitacdo, enquanto o comprimento de onda de
observagdo (ou emissdo) € mantido constante. O comprimento de onda de
observacdo ideal é aquele que corresponde a posicdo do maximo do espectro de
emissdo do composto considerado. Para um composto puro, a forma do espectro de
excitagdo corrigido deve ser similar, sendo idéntica, aquela de seu espectro de
absorcéo e independente do comprimento de onda de observagao, se todos os
estados excitados produzidos pela absorcdo se transformam por converséo interna
até o nivel vibracional mais baixo do primeiro estado singleto excitado.
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1.3.1.3. Espectro sincronizado: Os espectros sincronizados s&o obtidos pela
varredura simultanea de uma faixa espectral de comprimentos de onda de excitagdo
e de emisséo apresentando um intervalo (AL) constante entre eles. O intervalo (AL) a
ser utilizado para um composto determinado €, em geral, escolhido empiricamente.
Quando o espectro de excitacdo e emissdo sdo simétricos, o melthor (AA) é aguele
que representa o intervalo, expresso em comprimentos de onda, entre 0s maximos

de excitacdo e emissao.
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1.4 TRANSFERENCIA PROTONICA INTRAMOLECULAR NO ESTADO
ELETRONICO EXCITADO

O fendmeno da inibicdo de fluorescéncia mostra que moléculas em estados
eletrénicos excitados podem sofrer reagbes que sdo comparaveis em velocidade, ou
mais rapidas, que a emissao de fluorescéncia, que tem um tempo de decaimento, T,
tipicamente na ordem de 10 segundos **.

Sabe-se que varias moléculas experimentam mudangas estruturais ultra-
rapidas ao atingir um estado eletronico excitado. Entre essas mudancas se encontra
a transferéncia de protons, presente em um grande numero de substancias e que
vem sendo bastante estudada.

E necessario distinguir pelo menos 3 tipos transferéncia protonica que
ocorrem no estado excitado de moléculas: (1) transferéncia protonica intermolecular,
(2) transferéncia protdnica intramolecular promovida por solvente, (3) transferéncia
protdnica intramolecular intrinseca. Neste documento, trataremos apenas do terceiro
tipo. Kasha, em seu artigo % fornece uma revisdo sobre o assunto da transferéncia
proténica e suas diferentes classes.

Tem sido observado que as constantes de acidez ou basicidade de aminas
aromaticas, alcoois e fendis mudam em varias ordens de grandeza apés excitagdo
eletrénica %°. Para que uma molécula possa apresentar o fendmeno de Transferéncia
Protonica Intramolecular no Estado Excitado (TPIEE, ou em inglés, ESIPT), que
também pode ser referida como fototautomerismo, deve possuir grupos acido e
basico vizinhos, associados por pontes de hidrogénio intramoleculares.

Muitas moléculas com grupos acidos e basicos vizinhos sd3o capazes de
apresentar TPIEE 7 0s grupos doadores de prétons, na maioria das moléculas
conhecidas, sdo hidroxilas, mas podem ser também tosilamidas ou mesilamidas %.
Os grupos aceptores de prétons podem ser carbonilas, iminas ou N-heterociclicos.

Na figura 3 estdo representadas algumas moléculas que apresentam TPIEE.
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Figura 3: férmulas de algumas substéancias que apresentam fototautomerismo 2730

Um grande numero de estudos sobre TPIEE ja foram relatados. Na maioria
dos casos estudados, o rearranjo da forma inicial para a forma tautomérica é
extremamente rapido e ocorre sem nenhuma barreira de energia de ativagdo
significante ' Todavia, sdo conhecidos casos de moléculas que exibem TPIEE com
a presenga de uma barreira de ativagao 32,

No processo de TPIEE, um préton, que esta covalentemente ligado a um
atomo A no estado fundamental da molécula, migra, no estado excitado da molécula,
para um atomo vizinho B, ao qual ja se encontrava ligado anteriormente por uma
ponte de hidrogénio e a uma distancia menor que 2 A. E formada entio uma

estrutura diferente da inicial, um fototautémero. Como o processo de transferéncia do
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proton ocorre ao longo de uma ponte de hidrogénio, o processo pode ser
representado por uma mudan¢a de A—H----B para A---H—B.

O processo, pelo menos quando nédo esta presente uma barreira de ativagao,
€ extremamente rapido e ocorre na escala de tempo abaixo de picossegundos
mesmo em meios rigidos e temperaturas abaixo de 4 K. Esta alta velocidade é,
presumiveimente, devida a pequena distdncia que o proton percorre
(aproximadamente 1 A) .

A figura 4 apresenta um diagrama energético simplificado do fenémeno da

fluorescéncia em corantes que apresentam TPIEE:

A Ao absorver um féton e
E passar ao estado excitado S,
A rapidamente a  molécula
transfere um préton de um
) atomo a outro, adquirindo uma
. N configuragdo que € mais
" S, estavel, desta maneira
alcangando um estado de
“menor energia eletrénica. A
Absorcao Fluorescéncia emissao do féton ocorre entédo
a partir deste fototautdmero.
. Ao atingir o] estado
) S, fundamental, a espécie com o
Q‘_é‘." proton no atomo original
R passa a ser a mais estavel e
S, I ocorre a transferéncia
N protdnica reversa no estado

Normal Tautomero fundamental (TPREF).

Figura 4: diagrama energético da TPIEE.

Como pode-se notar pelo diagrama de energia acima, a formagdo do
fototautdmero leva a uma grande redu¢ido na diferenca de energia entre o estado
excitado e o estado fundamental da molécula, o que produz, como resuitado final, um
grande deslocamento de Stokes em moléculas que apresentam TPIEE. (O
deslocamento de Stokes, na maioria dos fluoréforos, encontra-se entre 50 e 70 nm.
Em moléculas que apresentam fototautomerismo, este pode atingir mais de 200 nm.)
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Fluoréforos que apresentam TPIEE possuem, além do grande deslocamento
de Stokes, outras caracteristicas interessantes, como alta estabilidade fotoquimica e
eficiéncia de inversdo de populagio proxima a 100% ****. As modificacées fotofisicas
causadas pela TPIEE também sado responsaveis pelo fotocromismo presente em
certas substancias **. Fluoréforos que apresentam TPIEE tém sido propostos como

eficientes fontes de emissdo estimulada de luz sintonizavel *

3

, Mmateriais para
protegdo contra os raios ultravioletas *  materiais para armazenar informagdo ao
nivel molecular **, sondas fluorescentes para estudos estruturais de proteinas ¥e
detectores de radiagdo ionizante causadas por colisdes de particulas subatomicas

em aceleradores de particulas *°.
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1.5 2-(2’-HIDROXIFENIL)BENZAZOIS

Benzazol é um nome genérico que designa moléculas que possuem 0s grupos
benzoxazolila, benzimidazolila ou benzotiazolila. Ha bastante tempo sabe-se que
estes grupos sao fluoroforos. Os altos rendimentos quanticos e a facilidade de
sintese tornaram os benzazdis altamente atrativos para varias aplicagoes
tecnologicas *°.

Benzazois com substituintes do tipo 2-hidroxifenila na posicdo 2 apresentam
formacdo de pontes de hidrogénio intramoleculares. Esta classe de compostos
possui como caracteristica um grande deslocamento de Stokes, o que torna possivel
a preparacgao de fluordforos que sao incolores a luz do dia, mas que fluorescem nas
regides verde, amarelo e até vermelho do espectro, quando expostos a radiagdo
ultravioleta.

As ligagdes por ponte de hidrogénio bastante intensas podem ser
comprovadas pela presen¢a de bandas de hidroxila fracas e alargadas nos espectros
de infravermelho e sinais de hidrogénio da hidroxila finos e a campo baixo, nos
espectros de RMN 'H *.

HO

N
\
X

X=0 2-(2'-hidroxifenil)benzoxazol
X=8 2-(2-hidroxifenil)benzotiazol
X=NH 2-(2'-hidroxifenil)benzimidazol

Figura 5: moléculas da familia dos benzazéis.

Cohen e Flavian ao observar o deslocamento de Stokes anormalmente grande

no espectro de fluorescéncia do 2-(2-hidroxifenil)benzoxazol

, propuseram a
formagdo de um tautébmero de estrutura cetdnica no estado excitado, gerado pela

transferéncia de um préton:
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H—O H O
/
CD—Q ) = CD% )
-
0] -hv 0
Figura 6: fototautomerismo do 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol.

Embora tanto o atomo de nitrogénio como o de oxigénio do anel heterociclico
possam ser aceptores de um préton, € geralmente aceito que a ponte de hidrogénio
formada com o atomo de nitrogénio & mais forte * & o atomo de nitrogénio é o
aceptor do atomo de hidrogénio.

Posteriormente, uma prova direta da formagéo da estrutura do tipo que foi
proposta por Cohen e Flavian foi obtida por Elsaesser e Kaiser 37 que detectaram as
bandas de absor¢do no infravermelho de carbonila e amina presentes no estado
excitado do 2-(2'-hidroxifenil)benzotiazol, utilizando a técnica de esbectroscopia de
absorcdo transiente no infravermelho. Esta foi também a primeira vez que se
detectou de forma direta o fendmeno de TPIEE em uma molécula, embora o
fendmeno ja fosse estudado de maneiras indiretas.

Mais recentemente, outros autores °*' baseando-se em dados de
espectroscopia transiente de absor¢ao no uitravioleta e visivel e em experimentos de
excitacdo por laser em duas etapas, propuseram a formagao de um rotamero do tipo
trans no estado excitado (figura 7), responsavel pela emissdo de fluorescéncia para

o 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol e 2-(2'-hidroxifenil)benzotiazol.

D -

0)
cis-ceto trans-ceto

Figura 7: rotameros de 2-(2’-hidroxifenil)benzazéis no estado excitado.
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Elsaesser et ali *?

observaram o espectro de infravermelho do 2-(2-
hidroxifenil)benzotiazol em solventes polares e apolares e puderam concluir que, em
solventes apolares, este composto forma fortes pontes de hidrogénio
intramoleculares, o que favorece uma estrutura rigida e planar. Por outro lado, em
solventes com capacidade de formar pontes de hidrogénio, as pontes de hidrogénio
intramoleculares encontram-se enfraquecidas ou desfeitas (devido a formacdo de
pontes de hidrogénio entre o soluto e o proprio solvente) - estes dados sdo validos
para as moléculas tanto no estado fundamental So como no estado excitado S;’. Este
enfraquecimento das pontes de hidrogénio intramoleculares, quando em solventes
com capacidade de formar pontes de hidrogénio intermoleculares, leva a uma
estrutura menos rigida e favorece mecanismos de relaxagcéo nao fluorescentes das
moléculas excitadas. Assim como neste caso estudado, a eficiéncia quantica de
outras moléculas da familia dos 2-(2’-hidroxifenil)benzazois & bastante dependente
da capacidade do solvente de formar pontes de hidrogénio intermoleculares.

O mecanismo de transferéncia protdnica intramolecular no estado excitado
nesta classe de compostos ja foi bastante estudado, tanto em aspectos
experimentais como por simulagdes computacionais. Alguns exemplos sado as

- . . 1
referéncias 26:2830-34.3642:51
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1.6 SINTESE DE ANEIS AZOLICOS CONDENSADOS

Esta se¢do trata da sintese de benzazdis 2-substituidos. Embora os métodos
de sintese sejam, em muitos casos, similares, a se¢ao foi dividida em sintese de

benzimidazois e sintese de benzoxazdis.

1.6.1 SINTESE DE BENZIMIDAZOIS

Benzimidazdis contém um anel benzénico condensado a um anel imidazol,
como indicado na estrutura do benzimidazol (figura 8). A figura mostra também o

sistema de numeragao para o anel de benzimidazol.

4 3
g8
\\ 2
g N
7 1\
H

Figura 8: anel de benzimidazol e sua numeragéo.

Um aspecto importante da quimica dos benzimidazois € que o hidrogénio na
posicdo 1, quando presente, pode facilmente tautomerizar, conforme mostrado na

figura 9.
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Z\I

R N R
Y — I
N\ N
H

Figura 9: tautomerizacdo no anel benzimidazdlico.

Na maior parte dos métodos de sintese de benzimidazdis, o processo envolve
a condensagédo de um o-diaminobenzeno ou o-nitroanilina com um &acido carboxilico,
éster, nitrila, cloreto de acila ou aldeido **,

Muitos acidos carboxilicos alifaticos reagem, facilmente, com o-
diaminobenzenos, dando benzimidazois 2-substituidos. A reacdo pode ser efetuada
pelo aquecimento dos reagentes em refluxo ou em tubo selado **. Mais usual, porém,
é a presenga de um catalisador.

Uma das primeiras sinteses importantes de benzimidazéis € a “Sintese de
Phillips™: nesta técnica, os reagentes - um o-diaminobenzeno e um acido carboxilico -
sdo aquecidos na presenga de um acido mineral diluido (geralmente acido cloridrico
4 Ny 2>

NH2 O N
+ C—R HC'z : ':)’ 2 - SR
NH HO =<2 N\

Figura 10: sintese de Phillips para benzimidazdis.

A sintese de Phillips permite obter produtos que ndo eram possiveis pelo mero
aquecimento dos reagentes de partida e funciona geralmente bem com acidos
carboxilicos alifaticos, enquanto acidos carboxilicos aromaticos normaimente nao
levam a bons resultados *.

Um reagente bastante geral para promover a condensagdo de acidos
carboxilicos tanto alifaticos como aromaticos ( e também ésteres, amidas e nitrilas)

25



com o-diaminoarenos ( e também com o-aminofendis e o-aminotiofendis ) é o acido
polifosforico (APF) 3%

H,N o N
_— A\
R—Y + ———bA —R
HX X

Y =COOH X=0 R = alquila ou arila
COOR' NH
CONH, SH
CN

Figura 11: sintese de benzazdéis em meio de acido polifosférico.

O método de condensagdo com acido polifosférico permite obter grande
variedade de heterociclos com bom rendimento. Porém, devido as altas temperaturas
utilizadas (geraimente entre 150 e 250 °C) e o meio acido da reacdo, este método
ndo funciona bem quando certos grupos funcionais estdo presentes. Eteres fendlicos
s30 em grande parte hidrolisados ® Foi também relatado que quando grupos nitro
estiverem presentes pode ocorrer carbonizagdo dos produtos devido ao efeito
oxidante daquele grupo a elevadas temperaturas s

Além do acido polifosférico, existem outros reagentes desidratantes
semelhantes que podem promover a condensagdo entre acidos carboxilicos e o-
diaminoarenos. Um exemplo é o polifosfato de etila 52,

Benzimidazois e aza-anadlogos (em que um grupamento CH aromatico é
substituido por um atomo de nitrogénio) podem ser obtidos pela reagdo entre
aldeidos e o-diaminobenzenos em nitrobenzeno, que age como um oxidante.
Yadagiri e Lown ® relataram a sintese de benzimidazéis e aza-analogos com varios
grupos substituintes, obtendo rendimentos de 65-90 %. Nesta reagdo, a base de
Schiff iniciaimente formada sofre uma ciclizacdo oxidativa para formar o
benzimidazol.

Goéker et alii &

relataram a sintese de benzimidazois 2-substituidos pela
reagdo de cloretos de acila e um o-diaminoareno, gerando primeiramente uma amida

que posteriormente sofre uma desidratagéo promovida por ZnCl; anidro e HCI anidro,
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levando ao heterociclo desejado. A figura 12 apresenta um exemplo extraido do

artigo original:
COOCEt COOEt
Piridina, CICOCH,R ZnCl, / HCI seco N
— 9 - S—CH,R
NH, NH—C—CH,R Et00C N
NH NH, H

Figura 12: sintese de benzimidazéis usando-se cloretos de acila.

Ridley et alfii ®°

relataram a sintese de benzimidazédis 2-substituidos pela
reacdo, em uma unica etapa, entre aductos de aldeidos e bissulfito de sddio e o-
diaminoarenos em etanol sob refluxo. A reagdo envolve condigdes suaves,
oferecendo pouco risco a substituintes labeis que possam estar presentes. Os
autores referiram que na maioria dos casos estudados a reac¢do foi completada em
poucos minutos e levou a bons rendimentos. A figura 13 mostra 0 mecanismo

proposto pelos autores:

NH, (|)H NH—(IZ H—R'
+ NaSO3—CH—R' —>» C[ SO3Na
NH NH
R

R
i
N H N
— (X — >
¥ )
R R

Figura 13: sintese de benzimidazoéis partindo de aductos de aideidos.

A maioria dos métodos de sintese de benzimidazéis envolve altas
temperaturas. Hendrickson e Hussoin %, porém, relataram a sintese de 2-

arilbenzimidazois com bons rendimentos e a temperatura ambiente a partir de acidos
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carboxilicos e o-fenilenodiaminas na presenga de anidridos de fosfénio (sob a forma
de sais de triflato) e trietiiamina. Este método € eficaz também na sintese de
benzoxazéis e benzotiazdis, bastando substituir-se as o-fenilenodiaminas por o-
aminofendis ou o-aminotiofendis.

Outro método que envolve condi¢des suaves e temperatura ambiente foi
relatado por Abdelhamid et alii ®” Consiste na reacao de um cloreto de hidroximoila

com o-diaminobenzeno em etanol, a temperatura ambiente:

ol —CL,
O -0
N—CH H,N N\

H

Figura 14: sintese de benzimidazdis partindo de cloretos de hidroximoila.

Os autores referiram a obtengdo de rendimentos quantitativos. Esta técnica
pode ser utilizada também na sintese de benzoxazois e benzotiazéis, bastando para
isto a substituicdo do o-diaminobenzeno por o-aminofenol ou o-aminotiofenol.

Benzimidazéis podem ser geradas em condigdes suaves e com altos
rendimentos pela transformacgao de cloridratos de N-arilamidinas com um mol de

hipoclorito de sddio e base, conforme relatado por Grenda et alii *2.

N
R NaOC!

NH.'Cl \>-R
_ OH N
N—C_

H R H

Figura 15: sintese de benzimidazéis partindo de cloridratos de N-arilamidinas.
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1.6.2 SINTESE DE BENZOXAZOIS

Benzoxazobis possuem um anel oxazol condensado a um anel benzénico. A

figura 16 mostra o benzoxazol e o sistema de numerag¢éo do seu anel:

4 3
5 N
6 O\>2

Figura 16: anel de benzoxazol e sua numeragao.

Os meétodos de sintese de benzoxazois substituidos sdo numerosos. Muitos
deles sdo semelhantes aos métodos de sintese de benzimidazois, assunto
anteriormente tratado. Ha entretanto diferengas importantes: diversamente dos o-
diaminoarenos, o-aminofendis ndo reagem com acidos carboxilicos alifaticos em
meio acido diluido *°.

Benzoxaz6is podem ser sintetizados pela reagao de condensacgao entre acidos
carboxilicos (ou ésteres, amidas ou nitrilas) e o-aminofenol, reagcdo esta promovida

55-57,60

pelo acido polifosférico , como visto na se¢ao 1.6.1.

Também o polifosfato de etila tem sido utilizado como agente condensante na

62,68

sintese de benzoxazodis a partir de acidos carboxilicos e o-aminofendis , assim

como o polifosfato de trimetilsilila *7°.

Terashima et alii relataram que o acido bérico pode agir como catalisador na
sintese de benzoxazdis 2-substituidos a partir da condensagdo entre acidos
carboxilicos e o-aminofenol "'"2.

A reagdo entre um cloreto de hidroximoila e o-aminofenol a temperatura
ambiente permite a obtencdo de benzoxazéis com 6étimos rendimentos 7 como

citado na se¢ao anterior.
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G
G Cl HeN N
Oretar O —C0-O
N
N—OH HO o)
Figura 17: sintese de benzoxazdis a partir de cloretos de hidroximoiia.

O método descrito por Hendrickson e Hussoin 66, descrito na se¢ao anterior,
permite a obtencdo de benzoxazdis com bons rendimentos e utiliza condigées suaves
de reacéo.

Benzoxazois podem ser obtidos pela reacdo de cloretos de acila com o-
aminofendis formando primeiramente amidas, que posteriormente sdo ciclizadas,

gerando benzoxazdis.

{1
o) HaN R—C—HN

R—C” + —
\C| -HClI
HO HO
1
R—C—HN N
o+
HO -H20 0

Figura 18: sintese de benzoxazéis a partir de cloretos de acila.

A ciclizacdo das amidas assim geradas pode ser efetuada de diversas
maneiras. Por exemplo: aquecimento em N-metilpirrolidona > ou DMSO ™,
aquecimento em solvente com a presenga de p-toluenossulfonato de piridinio - que
age como catalisador ° - e aquecimento em acido polifosforico .

Benzoxazébis podem ser sintetizados pela ciclizagdo oxidativa de bases de
Shiff com grupos hidroxila em posigéo orto, as quais sdo preparadas faciimente pela

reagao entre aldeidos e o-aminofendis.
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OH OH
, @)
+ R—C\ _
NH, H N=CHR
Figura 19: formagéo de bases de Schiff.

Tem sido relatada a oxidagao de bases de Schiff, gerando benzoxazois, por
agentes como tetracetato de chumbo(lV), tetrafosfato de chumbo(1V) e peréxido de

76

. PP .- 76 ’ s , g
niquel . Yoshifuji et alii relataram a sintese de benzoxazéis com o6timos

rendimentos pela oxidagao de bases de Schiff com 6xido de prata.

OH 0
Ag,0
N=CHR N

Figura 20: oxidagdo de bases de Schiff por 6xido de prata, gerando benzoxazdis.

Perry et alii '

relataram a sintese de benzoxazéis pela condensacdo de
haletos de arila e o-aminofendis via carbonilagdo catalisada por paladio.
Primeiramente sdo geradas N-(2-hidroxifenit)amidas, que posteriormente sao

ciclizadas levando a benzoxazdis 2-substituidos.
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NH, Co
. Pd/ PPh, N
CO/ base H OH
OH
O

C\N N
I — \>-——< :>
H OH -H,O o)

Figura 21: sintese de benzoxazdis pela condensac¢ao de haletos de arila e o-aminofendis via

carbonilagdo catalisada por paladio.

Os autores referiram que os seus melhores rendimentos foram obtidos pela
desidratacdo das amidas obtidas em refluxo com tolueno na presencga do catalisador

acido p-toluenossulfénico ou metanossulfénico.
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1.7 SINTESE DE ISOTIOCIANATOS

Os métodos de sintese de isotiocianatos mais utilizados sdo aqueles que
partem de aminas, seja pela reagdao com tiofosgénio ou pela formacdo de
ditiocarbamatos, que posteriormente sdo convertidos a isotiocianatos.

Bastante utilizado € o método da reacdo entre aminas e tiofosgénio. Esta
técnica tem sido utilizada em escala industrial e parece ser bastante geral na sintese

de fenilisotiocianatos, conquanto parece falhar para naftil-isotiocianatos "#°°.

R—NH; + Cl—ﬁ—CI — R—NCS + 2HCI

wn

Figura 22: sintese de isotiocianatos com tiofosgénio.

O tiofosgénio apresenta como inconveniente para utilizacao em laboratério é
sua alta toxidez, o que o torna um reagente perigoso em sua manipulagao 8,

Isotiocianatos sdo amiude gerados em laboratério pela dehidrossulfuragao
(direta ou indireta) de ditiocarbamatos, que sao gerados pela reagdo entre aminas

primarias e dissulfeto de carbono na presenca de uma base %

S
I
R—NH, + CS, —2€» R—NH—C—S

Figura 23: formacdo de ditiocarbamatos.

A formacgdo dos ditiocarbamatos nao ocorre com aminas aromaticas com
grupos fortemente elétron-retiradores .
A conversado dos ditiocarbamatos em isotiocianatos pode ser realizada por

83,84

varios reagentes, tais como sulfato de cobre , sulfato ferroso * | sulfato de
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zinco®, nitrato de chumbo %, peroxido de hidrogénio e oxigénio, iodo e hidréxido de

86.
R

potassio em metanol %; cloreto férrico ¥, assim como por um hipoclorito alcalino .

Ditiocarbamatos podem ser convertidos em isotiocianatos pela chamada

» 87

“Sintese de Kaluza” *'. Neste procedimento, o ditiocarbamato anteriormente gerado é

feito reagir com cloroformiato de etila, formando um derivado que posteriormente se

decompde, na presenca de uma base, fornecendo o isotiocianato "*%.

base

CS, + RNH, ——» RNHﬁ——S‘

[

RNHﬁ—S' + Cl—ﬁ,—OC2H5 — RNH—ﬁ—S—ﬁ—OCQHS
I

base

RNH—C—S—C—0CoH; —*=3 R—NCS + COS + C3H;OH
S o} I

Figura 24: sintese de Kaluza de isotiocianatos.

A decomposi¢cdo do derivado carboetoxi ll € fortemente dependente da
alcalinidade do meio. Uma explicagdo para este fato € que Il, em comum com
tioamidas ndo substituidas no nitrogénio ou mono substituidas, é fracamente acido e
reage com bases para dar o anion IV (vide figura 25), que decompde-se em |il,

etanol e oxissulfeto de carbono ¥

]
RN—CSCOOC,Hs

Ji H*
RNHCSCOOC,H; ——» I ——» R—NCS + COS + C,HsOH
s 1
|
RN=CSCOOCHs
v

Figura 25: decomposigdo do composto intermediario da sintese de Kaluza.
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Sais de ditiocarbamatos podem ser convertidos a isotiocianatos também por

meio da ag30 de um sal de 2-cloropiridinio *:

G NE-"N (@)
RNH—ﬁ-—S NHELH NN T S—C—NHR X + EtNHY
l

) s
S Me Me
AN
Et;N |
——» R—N=(C=S + N S + EtsN.HX XY =Cioul
l
Me

Figura 26: sintese de isotiocianatos com 2-cloropiridinio.

! relatou a sintese de isotiocianatos em um procedimento de uma

Jochims °
etapa, pela reacdo entre aminas primarias, CS, e dicicloexilcarbodiimida (DCC), em
piridina. A reagdo, de acordo com a proposta do autor, deve passar também por um

intermediario ditiocarbamato.

piridina ?H
R—NH,; + CS;, ——» R—NH—C=S

?H piridina Ji
R—NH—C=S + R—N=C=N—R' —» R—N=C=S + R—NH—C—NH—R'

R' = ciclohexila
Figura 27: sintese de isotiocianatos de Jochims.

%2 relataram a sintese de isotiocianatos em uma etapa pela

Sayigh et alii
reagao entre arilaminas e cloreto de dietilcarbamoila.
Sakai et alii ** relataram a sintese de isotiocianatos por meio da reagao entre

aminas, dissulfeto de carbono e um reagente de Grignard.
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RNH, _—s—wgggm Br . RN(MgBr), —52,.

RN(MgBr)CSZMgBrW RNCS

Figura 28: sintese de isotiocianatos com reagente de Grignard.

A sintese de isotiocianatos de alquila e arila através de derivados de
iminofosforanos foi relatada ®'. Os derivados iminofosforanos sdo facilmente obtidos

de uma amina primaria e dibrometo de trifenilfosfina:

(CgHs)3PBro/
(CaHs5)3N CS»
R—NH, —— R—N=P(C¢Hs)3 —» R—N=C=S + (CeH;5);P=S

Figura 29: sintese de isotiocianatos a partir de derivados de iminofosforanos.

A reagdo entre nitroalcanos primarios e tiouréia na presenca de 4-cloro-
fenilisocianato e uma quantidade catalitica de trietlamina em benzeno gera

isotiocianatos de alquila e de arila com rendimentos moderados 9.

4-CICgH4NCO (2.0 equiv.)
trietilamina (cat.)

tiouréia (1.0 equiv.)
benzeno, refluxo

RCH2N02 = R—N—=C=S

Figura 30: sintese de isotiocianatos a partir de nitroalcanos primarios e tiouréia na presenga

de 4-cloro-fenilisocianato e uma quantidade catalitica de trietilamina.

Isotiocianatos podem ser obtidos pela alquilagdo ou acilagdo ***° do ion

tiocianato:

36



RX + NCS — RNCS + X

RCOX + NCS —> RCONCS + X -
X= halogénio

Figura 31: sintese de isotiocianatos pela alquilagdo ou acilagdo do ion tiocianato.

Isotiocianatos também podem ser gerados pela substituicdo do grupo diazdnio
pelo ion tiocianato:

ArN," + SCN- — ArNCS

Figura 32: sintese de isotiocianatos pela substituigdo do grupo diazénio.

Isonitrilas podem ser convertidas a isotiocianatos pelo tratamento com um
dissulfeto, tal como PhCOSSCOPh e acetato de talio(l) ou acetato de chumbo(ll) *.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a sintese de substancias fluorescentes que
apresentem o fendmeno da TPIEE e possuam grupos reativos frente a proteinas, de
maneira a ter potencial utilidade como etiquetas fluorescentes para aqueles
substratos. Buscou-se desta forma explorar uma carateristica intrinseca dos
fluoroforos que apresentam TPIEE, qual seja, um grande deslocamento de Stokes, o
gue € uma qualidade desejavel para uma etiqueta fluorescente.

A abordagem utilizada para alcangar-se este objetivo foi a incorporagdo do
grupo isotiocianato a estruturas do tipo 2-(2'-hidroxifenil)benzazdis, conhecidas por
apresentar TPIEE, ou aza-analogos destas estruturas, em que um dos grupamentos
metinicos do anel benzénico condensado € substituido por um atomo de nitrogénio.
Moléculas com a estrutura do tipo referido acima tém sido descritas como

possuidoras de excelente estabilidade fotoquimica ****

, 0 que pode vir a se constituir
em uma vantagem adicional para o uso de tais compostos como etiquetas
fluorescentes, além do deslocamento de Stokes pronunciado.

O grupo isotiocianato € altamente reativo frente a aminas primarias, formando
uma ligaggo do tipo tiouréia ¥’ e, como virtualmente qualquer proteina possui grupos
amina livres, presentes em fragmentos de lisina, fluoréforos que apresentam o grupo
isotiocianato sdo adequados para formar conjugados fluorescentes com proteinas e

também com outros compostos que possuam grupos amina primarios.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 DESCRICAO GERAL DA METODOLOGIA UTILIZADA:

O processo sintético utilizado para se chegar aos isotiocianatos desejados
pode ser dividido em 2 etapas principais. Na primeira etapa efetuaram-se reagbes de
condensagao entre o acido 5-amino-2-hidroxibenzéico e produtos aromaticos orto-

dissubstituidos, levando a 3 heterociclos amino-substituidos, com a estrutura do tipo

1 e que estao relacionados na tabela 2.
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Figura 33: reagoes de condensagdo.

Tabela 2: aminas sintetizadas.

cédigo produto X |Z
1a 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol O |CH
1b 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzimidazol NH |CH
1c 2-(5’-amino-2'-hidroxifenil)oxazolof4,5-b]piridina |O N

Na segunda etapa, os grupos amina dos produtos 1a-c foram convertidos em

grupos isotiocianato, levando as estruturas de tipo 2.
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Figura 34: formagdo do grupo isotiocianato.

Tabela 3: isotiocianatos sintetizados.

codigo produto X 1| Z
2a 2-(-2’-hidroxi-5'-isotiocianatofenil)benzoxazol O | CH
2b 2-(2’-hidréxi-5'-isotiocianatofenil)benzimidazol NH | CH
2c 2-(2’-hidréxi-5'-isotiocianatofenil)oxazolo[4, 5-b]piridina O N

Com o objetivo de comprovar a reatividade de 2a-c frente a aminas primarias
e estudar as propriedades de fluorescéncia dos produtos formados, os isotiocianatos
2a-c foram levados a reagir com terc-butitamina, gerando tiouréias com a estrutura

de tipo 3. Também realizou-se a reagdo entre o composto 2a e a iso-propilamina,
gerando o produto 4a.

@@_ —*[I@

NH—C NH—R
3 - R= terc-butila 4- R= iso-propila

Figura 35: formagdo de tiouréias.
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Tabela 4: tiouréias sintetizadas.

cédigo produto X | Z
3a 2-[2’-hidroxi-5'-(N-terc-butiltioureida)fenillbenzoxazol O | CH
3b 2-[2'-hidroxi-5’-(N-terc-butiltioureida)fenil]benzimidazol NH | CH
3c 2-[2’-hidroxi-5’-(N-terc-butiltioureida)fenilloxazolo[4,5-b]piridina 0] N
4a 2-[2’-hidroxi-5'-(N-iso-propiltioureida)fenil]benzoxazol O | CH

I R= terc-butila para 3a-c e iso-propila para 4a.

Visando estudar-se mais especificamente a reatividade dos isotiocianatos
frente a proteinas, realizou-se a conjugagdo de duas proteinas, a albumina sérica
bovina e a concanavaiina-A, com 0s isotiocianatos 2a-c.

Os produtos sintetizados foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear de protons, analise elementar,
espectroscopia de absor¢do no ultravioleta e visivel, espectroscopia de emisséo,
espectroscopia de excitacdo e ponto de fusdo (nem todos os métodos foram
aplicados a todos os produtos). ‘

Nas proximas sec¢des, discorrer-se-a mais detidamente sobre cada etapa dos
procedimentos experimentais.
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3.2 REACOES DE CONDENSACAO

Os produtos 1a-c foram obtidos pela reagéo de condensagédo entre o acido 5-
amino-2-hidroxibenzéico e o-aminofenol, o-diaminobenzeno e 2-amino-3-

hidroxipiridina respectivamente, conforme mostrado na figura 36.
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Figura 36: sintese de 1a-c.
O acido 5-amino-2-hidroxibenzdico foi obtido a partir do acido salicilico, de

acordo com os procedimentos sintéticos relatados na literatura % 0 processo

envolve a formagdo de um azo-composto que posteriormente é reduzido por ditionito
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de s6dio em meio bésico, gerando o acido 5-amino-2-hidroxibenzdico, conforme visto

na figura 37.

@—NHQ + 2HCI + NaNO, —_— @—N{Cr +NaCl + 2 HCl
O Qo — O-omeQproveme

COO'Na" COO'Na*
@N= @-0H +2NayS$,0,4 + 4NaOH ———» @NHz + HZN‘Q—OH + 4Na, S04
COO-Na coo'Na*

Figura 37: sintese do acido 5-amino-2-hidroxibenzéico.

As reacdes de condensacao foram efetuadas utilizando-se acido polifosférico
como agente desidratante, o qual age também como solvente da reagdo, sob
aquecimento (200 °C). Apéds o término do aquecimento, a mistura reacional é vertida
em agua e o acido polifosforico hidrolisa-se, gerando acido fosférico. Os produtos 1a
e 1b precipitam, sob de sais de aménio. Os precipitados s&o convertidos a sua forma
basica por carbonato de sédio. O produto 1¢, por outro lado, permanece em solugdo
ao verter-se 0 meio reacional em agua. Este precipita ao neutralizar-se 0 meio
reacional com hidréxido de sédio.

O caminho mais provavel da reacéo de condensacao entre acidos carboxilicos
0 0s produtos aromaticos o-dissubstituidos envolve primeiramente a formagdo de

77,99,100

um grupo amida , que posteriormente leva a formagdo do heterociclo,

conforme pode ser visto na figura 38.
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Figura 38: esquema sintético das reagdes de condensagao.

A reacgao deve iniciar-se pelo grupo amina, mesmo quando estiver presente o
grupo hidroxila, pois este é mais nucleofilico do que o grupo hidroxila %°.

As 2 moléculas de agua que sado formadas na reagdo combinam-se com o
acido polifosforico que assim impede a reagéo inversa de hidrdlise.

Os rendimentos brutos obtidos para os produtos encontram-se na tabela 5. -

Tabela 5: rendimentos obtidos para os produtos 1a-c.

produto rendimento

1a 74 %
1b 53%
1c 81%

Os produtos 1a e 1b foram obtidos contaminados por subprodutos que néo
foram separados para se levar adiante as préximas etapas sintéticas. Para a
obtencdo de amostras analiticas, 1a e 1b foram purificados por recristalizagdo
fracionada em acetona/agua.

O produto 1¢ foi obtido em forma mais pura e foi recristalizado em tolueno.

Os valores encontrados para a analise elementar dos compostos 1a-c estdo

de acordo com as formulas moleculares esperadas para estes compostos.



Pode-se observar a presenga de bandas caracteristicas dos grupos funcionais
presentes em 1a-c nos espectros de infravermelho destes produtos.

Nos espectros dos trés produtos aparecem duas bandas caracteristicas de
estiramento N—H entre 3425 e 3305 cm™. Em 1b existe também a absorg¢ao devida
ao estiramento de N—H do anel heterociclico, que encontra-se sobreposta a outra
banda de estiramento de N—H em 3312 cm™.

Bandas de absor¢ao fracas devido ao estiramento O—H dos compostos 1a-c
s30 encontradas entre 3200 e 3218 cm™. As freqiéncias em que ocorre a absorgdo
devida ao estiramento O—H nestes compostos evidencia a ocorréncia de pontes de
hidrogénio, uma vez que as bandas de estiramento de O—H sem pontes de
hidrogénio normaimente encontram-se entre 3500 e 3700 cm’, enquanto que em
compostos com pontes de hidrogénio envolvendo a hidroxila, a faixa de absorgdo
desloca-se para freqiiéncias menores '*', como neste caso.

Os dados de absorgédo no infravermelho para as bandas de estiramento de

O—H e N—H para os trés produtos encontram-se agrupados tabela 6.

Tabela 6: comprimentos de onda de bandas de infravermelho importantes para os produtos

1a-c.
N—H O0—H
1a |3413e3332cm’’ 3218cm’
1b 3400 e 3312 (2 sobrepostas) cmt {3217 cm”
1¢c |3425 e 3305cm’ 3200 cm’™

Os espectros de RMN 'H de 1a e 1c foram feitos em cloroformio deuterado,
enquanto 1b teve seu espectro obtido em solugdo de dimetilsulféxido deuterado, por
ser pouco soluvel no solvente anterior.

Todos os produtos apresentaram um singleto alargado, referente aos
hidrogénios do grupo amina, entre 3,5 e 5,0 ppm. O espectro de 1b apresenta outro
singleto, devido ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel benzimidazol, em campo
alto, acima de 12 ppm.
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Os produtos 1a e 1b apresentaram sinais devidos aos hidrogénios dos anéis
aromaticos na regido compreendida entre 6,5 e 8,0 ppm, aproximadamente,
enquanto que em 1c¢ estes sinais estendem-se por uma regido maior, entre 6,6 e 8,6
ppm, aproximadamente.

Os trés espectros apresentaram singletos, devidos aos hidrogénios dos
grupos hidroxila, em campo alto, acima de 10 ppm. Estes singletos, naqueles
espectros feitos em cloroférmio deuterado, sdo estreitos, enquanto no espectro de
1b, feito em dimetilsulféxido, encontra-se mais alargado, 0 que € explicado por
efeitos provenientes do intercaAmbio entre as moléculas do soluto e do solvente. Os
sinais do hidrogénio da hidroxila a campo baixo e estreitos sdo indicadores da
formacgédo de pontes de hidrogénio intramoleculares, como foi dito na segéo 1.5.

Todos os trés produtos contendo o grupo amina, 1a-c, apresentam cor na
regiao do laranja-amarelo.

Os trés produtos apresentam fluorescéncia, tanto em estado sélido como em
solug¢ao, na regiao do laranja-amarelo.

Em segbes subseqientes, discorrer-se-4 sobre os resultados obtidos por
espectroscopia de absor¢gdo no ultravioleta e visivel e espectroscopia de

fluorescéncia.
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3.3 CONVERSAO DO GRUPO AMINA EM ISOTIOCIANATO

Os produtos 2a-c foram gerados pela conversdo dos grupos amina de 1a-c

em grupos isotiocianato.

HO HO
4N 24NN
] N\ . ’ \
™ X X X
NH» NCS
1aX=0, Z=CH 2aX=0, Z=CH
1b X= NH, Z=CH 2b X=NH, Z=CH
1c X=0, Z=N 2c X=0, Z=N

Figura 39: sintese de 2a-c.

O primeiro método sintético escolhido para efetuar-se a sintese dds
isotiocianatos foi a “sintese de Kaluza’, que ja foi comentada na sec¢do 1.7.

Utilizando-se esta técnica, foi possivel obter-se somente a sintese de 2a.

A sintese de Kaluza, como visto antes (secdo 1.7), envolve 2 etapas. Na
primeira delas, a amina, em solugéo, reage com dissulfeto de carbono, na presenca
de uma base, para gerar um ditiocarbamato, que é entdo isolado, dissolvido em
cloroférmio ou diclorometano e vai reagir com cloroformiato de etila, gerando um
composto intermediario que, na presenga de uma base, decompde-se, levando ao
isotiocianato e subprodutos.

Este processo, utilizado para a sintese de 2a, esta representado na figura 40.
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Figura 40: esquema da sintese de 2a.

Para a sintese de 2a, foram utilizados procedimentos adaptados da
literatura®®.

Na primeira etapa da sintese, a amina 1a reagiu com dissulfeto de carbono e
trietilamina , em tolueno, a temperaturas entre -18 e 0 °C, gerando um ditiocarbamato
de trietilamonio, que precipita. Esta etapa foi encerrada ap6s cessar a formagdo de
precipitado, o que durou sete dias. O rendimento bruto obtido foi 87 %.

O ditiocarbamato foi isolado, pesado e dissolvido em diclorometano.
Adicionou- se a quantidade equimolar em relagcao ao sal de ditiocarbamato, mais um
excesso de 10 %', de cloroformiato de etila e, apés 10 min, pequena quantidade de
trietilamina. A reagéo foi efetuada em banho de gelo-sal.

Apo6s o término da reagao, o isotiocianato foi isolado por cromatografia em
coluna, utilizando-se silica gel como fase estacionaria e cloroformio como fase moével
e posteriormente recristalizado em propanona.

O rendimento global, apds todo o processo, foi de 20 %.

O produto obtido mostrou-se puro quando analisado por métodos usuais.

Ao tentar-se aplicar a sintese de Kaluza para a obtengcédo de 2b e 2¢, nédo

foram obtidos os resultados esperados.

*
Logo nos primeiros experimentos, observou-se que um grande excesso de cloroformiato de etila levava a
obtengdo principal de um produto rosa, pouco fluorescente, que ndo era o composto desejado.
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Os produtos de partida 1b e 1¢ sdo muito pouco sollveis em tolueno ou
benzeno, desta maneira impossibilitando o uso de tais solventes. Utilizou-se entéo
metanol como solvente para a primeira etapa da sintese de Kaluza. Quando
deixados reagir com dissulfeto de carbono e trietilamina, em metanol, observou-se
qgque 1b e 1c levaram a produgdo de precipitados fluorescentes, a temperatura
ambiente. O mesmo ndo ocorreu quando utilizaram-se temperaturas entre -18 e 0 °C.
Sabe-se que formagdo de ditiocarbamatos pela reagdo de aminas primarias e
dissulfeto de carbono na presenca de bases ja foi relatada em varios solventes,
incluindo a agua %9192,

Os precipitados formados nao foram identificados, mas presumiu-se que
fossem ditiocarbamatos. Estes foram utilizados para a segunda parte da sintese de
Kaluza.

Os precipitados obtidos na primeira etapa da sintese de Kaluza, utilizando-se
1b e 1c como produtos de partida, ndo foram soluveis em diclorometano ou
cloroférmio. Tentou-se entdo utilizar solventes mais polares para completar-se a
sintese, mas em nenhum dos casos estudados obteve-se a formagéo de
isotiocianatos. Utilizou-se, como solvente, dimetilsulféxido, para o precipitado obtido
de 1b, e acetona para o precipitado obtido de 1¢. O precipitado obtido de 1¢c também
nao levou a formacgao de isotiocianatos quando, suspenso em diclorometano ,reagiu
com cloroformiato de etila e posteriormente com trietilamina.

Aparentemente o0 solvente utilizado na segunda etapa da sintese de Kaluza
possui uma influéncia importante na sintese dos compostos estudados. Um outro
experimento foi realizado em que trocou-se o solvente utilizado para a segunda etapa
da sintese do composto 2a. Neste caso observou-se que a reagao leva ao
isotiocianato quando se utilizou diclorometano ou cloroférmio, mas ndo quando se

utilizou a dimetilformamida' )

Para obter-se a sintese de 2b e 2c recorreu-se ao método descrito por J. C.

Jochims *', que ja foi referido na seg&o 1.7.

* Os solventes utilizados n&o sofreram qualquer tipo de secagem. Sabe-se que o grupo isotiocianato
é susceptivel a hidrélise, princigalmente na presenca de dcidos ou bases, mas esta hidrolise
normaimente é bastante lenta °°. De qualquer forma, talvez a interferéncia da agua, quando
utilizaram-se solventes em que esta poderia estar presente em concentragdo razoavel, seja uma
possibilidade a ser investigada em relag&o a ndo obtengéo dos isotiocianatos nos casos relatados.
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A “Sintese de Jochims”, quando aplicada aos produtos de partida 1b e 1¢

forneceu os isotiocianatos esperados, 2b e 2c¢.

HO HO
Ezj[N\ DCC, CS,, piridina___ B N\
Z X Z X
NH> NCS
1b X=NH, Z=CH 2b X=NH, Z=CH
1c X=0, Z= N 2c Xx=0, Z= N

Figura 41: sintese de 2b e 2c.

A reacgao foi efetuada a temperaturas abaixo de 0 °C (banho de gelo e sal e,
apds 3 horas, em freezer) e durou 24 horas . A solugdo de piridina foi entdo vertida
em agua e os isotiocianatos, misturados ao subproduto dicicloexiltiouréia,
precipitaram, foram filtrados e secos.

Os isotiocianatos 2b e 2c¢ foram isolados por cromatografia em coluna e
posteriormente recristalizados em propanona. A separagadc dos isotiocianatos 2b e
2c do subproduto da reac¢do, a dicicloexiltiouréia, foi bastante trabalhosa, devido ao
R¢ semelhante entre os produtos. Isto possibilitou o isolamento apenas de pequenas
quantidades dos produtos puros, apés um demorado processo de cromatografia.

O rendimento obtido para a sintese de 2b foi de 13 %, apds cromatografia e
recristalizagao. O produto mostrou-se puro quando analisado por técnicas usuais.

O rendimento obtido para a sintese de 2c foi de 20 %, apds separagdo por
coluna e recristalizagdo. O produto obtido mostrou-se puro quando analisado por
técnicas usuais.

"o procedimento original, relatado na referéncia °', referia reagdes sintese de isotiocianatos realizadas em banho
de gelo e sal por uma hora e mais trés horas a temperatura ambiente. Em um primeiro experimento, no qual
tentou-se a sintese de 2b desta forma, observou-se, analisando-se a reagio por CCD, que o isotiocianato, que se
formou durante a primeira hora de reagdo, era consumido quando a temperatura ambiente. Desta forma, achou-se
conveniente modificar -se o procedimento utilizado para a forma aqui descrita.

50



Os valores encontrados para a andlise elementar dos compostos 2a-c estdo
de acordo com as férmulas moleculares esperadas para estes compostos.

Percebe-se claramente a presenga do grupo isotiocianato nos compostos 2a-
¢, pelo aparecimento de uma banda caracteristica, por volta de 2100 cm™, nos
espectros de absor¢do no infravermelho dos trés produtos. Ao mesmo tempo, as
bandas devidas ao estiramento N—H do grupo amina, que apareciam nos compostos
de partida, 1a-c, ndo estao mais presentes. A banda de estiramento de N—H do anel
heterociclico de 2b encontra-se em 3317 cm’™.

Nao sdo facilmente percebiveis as bandas de estiramento de O—H nos trés
produtos. Isto pode ser devido a presen¢a de pontes de hidrogénio mais fortes entre
a hidroxila e o0 grupo imino com relagao aos produtos de partida, 1a-c, o que deve
gerar bandas mais fracas e largas A presenca de pontes de hidrogénio mais fortes
pode ser esperada se considerarmos que houve a troca de um grupo bastante
eletrodoador, o grupo amina , pelo grupo isotiocianato, com menor capacidade de
doar densidade eletronica. O grupo doador, no anel aromatico, deve aumentar a
densidade eletrénica do hidrogénio da hidroxila, tornando-o menos acido e
enfraquecendo as pontes de hidrogénio.

Na tabela 7 encontram-se dados referentes aos espectros de absor¢cido no

infravermelho dos produtos 2a-c.

Tabela 7: comprimentos de onda de bandas de infravermelho para os produtos 2a-c.

Vibragio assimétrica do grupo -NCS (cm™)

2a 2137
2b 2143
2c 2111

Os espectros de RMN 'H de 2a e 2c foram feitos em cloroférmio deuterado,
enguanto 2b teve seu espectro obtido em solugéo de dimetilsulféxido deuterado, por

ser pouco soluvel no solvente anterior.
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Com relagdo aos espectros dos produtos de partida, 1a-c, nota-se o
desaparecimento dos singletos provenientes dos hidrogénios do grupo amina, nao
mais presentes.

Digno de nota é o fato dos singletos devidos ao hidrogénio da hidroxila dos
trés compostos terem aparecido em campos mais baixos em relagdo aos produtos
que lhes deram origem, 1a-c. Isto pode indicar a presenga de pontes de hidrogénio
mais fortes envolvendo a hidroxila, como ja foi comentado acima. Ha que se fazer a
ressalva de que a posi¢cao do pico de hidrogénio de hidroxila em fendis é dependente
da temperatura e da concentragdo, embora este ultimo efeito seja pequeno em
compostos com pontes de hidrogénio intramoleculares ',

Os produtos 2a e 2c¢ sao incolores, enquanto 2b apresenta uma fraca
coloragdo amarela. Os trés produtos sao fluorescentes, tanto em estado sélido como
em solugdo, apresentando emisséo na regiao do verde.

Em sec¢bes subsequentes, discorrer-se-a sobre os resultados obtidos por
espectroscopia de absor¢gdo no ultravioleta e visivel e espectroscopia de

fluorescéncia.

52



3.4 FORMACAO DE TIOUREIAS

Como ja foi citado anteriormente, 0 grupo isotiocianato reage facilmente com

aminas primarias, formando tiouréias % como se pode ver na figura 42.

I
R—NCS + H;N—R' — > RNH—C—NH—R'
Figura 42: reacio de isotiocianatos com aminas primadrias.

Os isotiocianatos 2a-c, se usados como etiquetas fluorescentes para
proteinas, devem ligar-se aos grupos amina das proteinas, formando tiouréias.
Sabe-se que o0s grupos substituintes em ‘sistemas aromaticos podem

influenciar fortemente as propriedades da fluorescéncia .

Desta forma, se
quisermos fazer uma analise das propriedades dos isotiocianatos 2a-c como
etiquetas fluorescentes, € mais conveniente estudar-se as propriedades de tiouréias
formadas por estes isotiocianatos que os proprios isotiocianatos, uma vez que
quando utilizados como etiquetas fluorescentes, estes estardo ligados as proteinas
que se utilizar como substrato sob a forma de tiouréias.

Pelo que foi exposto acima, para verificar a reatividade dos isotiocianatos 2a-c
frente a aminas e estudar as propriedades de absor¢ao e emissao de luz dos aductos
formados, fez-se a reagdo entre os trés isotiocianatos sintetizados e terc-butilamina.
Adicionalmente realizou-se a reagdo entre 0 composto 2a e a iso-propilamina. A
escolha de uma amina primaria que pudesse servir como modelo recaiu sobre a terc-
butilamina devido a facilidade de obtencdo e por ser uma amina com um certo
impedimento estéreo que pode mimetizar em certo grau o que seria encontrado em
proteinas.

As reagles entre as aminas e 2a-¢ foram realizadas em solventes como
tetraidrofurano, acetona e cloroférmio e procederam instantaneamente a temperatura
ambiente, com rendimento quantitativo, (medido por CCD), gerando as tiouréias 3a-c

e 4a.

53



HO HO
| ) + HyN—R —— || )
Z X Z =X 3
N

CS NH—C—NHR
2a-X=0, Z=CH 3a-X=0, Z=CH, R= terc-butila
2b - X=NH, Z=CH 3b - X=NH, Z= CH, R= terc-butila
2c-X=0, Z=N 3c-X=0, Z=N, R=terc-butila

4a-X=0, Z=N, R=so-propila

Figura 43: formagdo das tiouréias 3a-c e 4a. .

Os valores encontrados para a analise elementar dos compostos 3a-c e 4a
estdo de acordo com as férmulas moleculares esperadas para estes compostos.

Os espectros de infravermelho de 3a-c e 4a apresentam diferencas
importantes em relagdo aos espectros dos produtos de origem, 2a-c, que evidenciam
a reacdo de formacgado das tiouréias ter ocorrido. As bandas provenientes do grupo
isotiocianato ndo estdo mais presentes e em seu lugar surgiram bandas na regido
compreendida aproximadamente entre 3000 e 3500 cm’, que devem provir das
vibragbes de estiramento de N—H do grupo tiouréia. Nesta regido ocorre uma
sobreposicdo com as bandas de estiramento de O—H que também devem estar
presentes, o que torna dificil o assinalamento da origem destas bandas.

Os espectros de RMN 'H de 3a e 4a foram feitos em cloroférmio deuterado,
enquanto 3b e 3c tiveram seus espectros obtidos em solugdo de dimetilsulfoxido
deuterado, por serem pouco soluveis no solvente anterior.

Os espectros dos compostos 3a-c apresentam um singleto na regido entre 1,5
e 2 ppm, proveniente dos hidrogénios do grupo terc-butila.

Aparecem também singletos em regiées variaveis devidos ao hidrogénios
ligados a nitrogénio do grupo tiouréia.

Os compostos 3a, 3b e 4a, apresentam singletos provenientes da hidroxila
entre 11,5 e 13,5 ppm, aproximadamente. No composto 3¢, um dos hidrogénios ndo
aparece no espectro (OH ou NH), provavelmente devido ao efeito do intercambio de
deutério do solvente com o soluto. Nao se observou diferengas importantes entre as
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posicdes do singletos correspondentes aos hidrogénios das hidroxilas entre os
compostos 2a e 3a e 4a.

No espectro de RMN 'H do composto 4a aparece um dubleto por voita de 1,4
ppm devidos aos hidrogénios metilicos do grupo iso-propila € um multipleto por volta
de 5,8 ppm oriundo do hidrogénio metinico do grupo iso-propila.

Os produtos 3a e 4a sdo incolores, enquanto que 3b € amarelo e 3¢ apresenta
cor laranja. Os quatro produtos sdo fluorescentes, tanto em estado sélido como em
solugao, apresentando emissao na regiao do verde (3a, 4a e 3b) ou laranja (3c).

Em sec¢des subseqiientes, discorrer-se-a sobre os resultados obtidos por
espectroscopia de absor¢cdo no ultravioleta e visivel e espectroscopia de

fluorescéncia.
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3.5 MARCACAO DE PROTEINAS

Realizou-se a conjugacdo de duas proteinas com o0s isotiocianatos
sintetizados: albumina sérica bovina e concanavalina-A. Seguiu-se procedimentos
relatados na literatura '*.

Como os fluoroforos 2a-¢ ndo sdo soluveis em agua, que é o solvente utilizado
para a dissolucdo de proteinas, o processo utilizado envolve a dissolu¢do dos
fluoroforos em solventes organicos. Posteriormente, estes solventes séo
adicionados, em pequenas aliquotas, a uma solugdo de proteina em um tampéao
alcalino, cuja funcgéo é fazer com que os grupos amina presentes na proteina estejam
em sua forma nao protonada, que € a forma reativa frente aos isotiocianatos. Apds a
reacao completar-se, o fluoréforo ndo ligado a proteina é separado por cromatografia
de permeacdo em gel em coluna aberta. Maiores detalhes sobre o procedimento
encontram-se na se¢ao 4.

Péde-se observar que as proteinas foram marcadas pelos corantes
flurorescentes, tendo sido gerados conjugados fluorescentes. Feito o espectro de
absor¢do no ultravioleta e visivel para a concanavalina-A e para 0s conjugados
formados pela concanavalina-A e os fluoréforos 2a-c, foi possivel observar-se uma
banda de absorgéo caracteristica dos fluoréforos, por volta de 350 nm, nos espectros
de absor¢do da concanavalina-A marcada.

O espectro de emissao obtido para a albumina sérica bovina marcada com
diferentes concentragbes da etiqueta fluorescente 2a (10, 50 e 100 pg de fluordforo
por mg de proteina) mostra o aumento da emissdo com a concentragao de fluoréforo.

Qualitativamente, observou-se uma grande diferenca entre as intensidades da
fluorescéncia das duas proteinas marcadas. A albumina sérica bovina apresentou
maior fluorescéncia. Isto pode ter sido causado por diferentes concentragdes de
fluoréforo nas duas proteinas, mas também pode ser causado pela propria diferenga
entre as estruturas das proteinas. Ja foi comentado, na se¢éo 1.5, que os fluoréforos
com estruturas do tipo 2-(2-hidroxifenil)benzazois apresentam diminuigdo em sua
eficiéncia quantica quando em solventes polares com capacidade de formar pontes
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de hidrogénio. A maior intensidade de emissdo apresentada pelos aductos formados
pela albumina sérica bovina pode indicar que na concanavalina-A, o fluoréforo
encontra-se circundado por grupos polares da propria proteina, enquanto na
albumina sérica bovina o ambiente proximo aos fluoréforos € menos polar. De fato, a
albumina sérica bovina é referida como sendo rica em sitios hidrofobicos '™

O fato destes fluoréforos terem a sua eficiéncia quantica bastante afetada pela
polaridade do meio e, especiaimente, pela presenca de espécies capazes de formar
pontes de hidrogénio intermoleculares, sugere que o0s mesmos poderiam ser

utilizados como sondas fluorescentes, sensiveis aqueles fatores.
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3.6 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO ULTRAVIOLETA E VISIVEL

Os produtos 1c, 2a-c, 3a-c e 4a foram submetidos a espectroscopia de
absorgdo no ultravioleta e visivel. Utilizou-se um aparelho Beckman DU-600 ou
Varian Cary 3E. Os solventes utilizados foram diclorometano, cloroféormio ou
tetraidrofurano. Utilizaram-se concentracbes de aproximadamente 10° molar. Na
tabela abaixo encontram-se as concentragdes utilizadas para cada produto, o
solvente utilizado, os comprimentos de onda dos maximos de absor¢cdo (Amax) € 0S

respectivos coeficientes de absortividade molar (g).

Tabela 8: dados obtidos pela espectroscopia de absorgdo no ultravioleta e visivel para os

produtos 1c, 2a-c, 3a-c e 4a.

solvente molaridade |Anax (NM) €
1c |diclorometano [1,76x10°  [300 2,4x10°
2a |diclorometano |2,98x107 287 3,2x10*
2b |diclorometano |0,90x10°  |229 6,3x10*
2¢ |diclorometano |2,20x107 287 3,3x10*
3a |diclorometano |1,52x107 269 23x10*
3b |tetraidrofurano |1,53x10°  |292 2,0x10*
3c |diclorometano |2,10x10? 298 2,0x10*
4a |cloroférmio 1,22x10° 270 3,0x10*

Observou-se que 0s compostos com 0S mesmos grupos substituintes na
posicdo 5’ apresentam espectros de absor¢do bastante semelhantes.

Os compostos com o grupo amina, 1a-c, apresentam absorcdo deslocada
para comprimentos de onda maiores, o que evidencia-se pela cor, relativamente
intensa, apresentada por estes produtos, na regidao do amarelo-laranja. Entre os
produtos que tiveram seus espectros medidos, 0 composto 1c € o que apresenta o
maximo de absorgao no maior comprimento de onda, 300 nm.
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Os compostos com o grupo isotiocianato, 2a-c, apresentam absorgéo
deslocada para o azul, em relagao aos produtos que lhes deram origem, 1a-c. Entre
os isotiocianatos, os espectros de absorgéo sdo bastante semelhantes. Os produtos
2a e 2c¢ sdo incolores, enquanto 2b apresenta uma fraca cor amarela. O composto
2b é o que apresenta também o maior coeficiente de absortividade molar.

As tiouréias 3a-c e 4a apresentam também espectros semelhantes entre si.
Para 3b e 3c, observa-se que ha um deslocamento do comprimento de onda do
maximo de absorcao para o vermelho em relagéo aos isotiocianatos que lhes deram
origem, 2b e 2c. Estes dois compostos, 3b e 3¢, apresentam cor amarela. Para os
compostos 3a e 4a, observa-se um desvio para o azul em relagdo ao isotiocianato
que lhes deu origem, 2a. Os espectros de absorgcdo de 3a e 4a sdo bastante
semelhantes.

No caso das quatro tiouréias, 3a-c¢ e 4a, o coeficiente de absortividade molar é
menor em relagdo aos isotiocianatos 2a-c. Ha que se notar que o espectro de 3b foi
obtido em tetraidrofurano, e ndo em diclorometano ou cloroférmio , como nos outros
compostos e a mudanca de solvente pode trazer mudangas nas caracteristicas do
espectro de absorgao.

Mais dados sobre maximos locais de absor¢cdo dos produtos encontram-se na

secido 4.3. Os espectros encontram-se ilustrados na se¢ao 9.
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3.7 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Foram investigadas as propriedades da fluorescéncia dos compostos 2a-¢c e

4a em um espectrofluorimetro digital SLM 8000 D.

3.7.1 Espectros de emissao
Os compostos 2a-c e 4a foram submetidos a espectroscopia de emissdo. Na

tabela 9 estdo relacionados os comprimentos de onda dos maximos de emissdo
obtidos, com os respectivos comprimentos de onda de excitagdo e solventes
utilizados. Os espectros de emissao estao reproduzidos na se¢éo 11.

Tabela 9: comprimentos de onda dos maximos de emissdo para os compostos 2a-c e 4a.

solvente A de excitagdo | Amax da emissao
2a | cloroférmio 344 nm 496 nm
2b | cloroférmio 344 nm 477 nm
2¢ | cloroformio 344 nm 512 nm
4a | cloroférmio 337 nm 532 nm
2a | diclorometano | 339 nm 500 nm
2a | diclorometano | 280 nm 498 nm

Observa-se que entre 0os compostos 2a-¢ ocorre um aumento no comprimento
de onda de emiss&o na ordem 2b<2a<2c.

Mais adiante, serdo discutidos dados complementares obtidos por
espectroscopia de emissdo com excitagao por laser.

3.7.2 Espectros de excitagao
Os compostos 2a e 4a foram submetidos a espectroscopia de excitagdo. Foi

observada a correspondéncia entre os espectros de excitacdo e absorgdo destes

compostos, conforme pode ser visto, a titulo de exemplo, na figura 44.
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Figura 44: espectros de absorgao (esquerda) e excitagdo (direita) do composto 4a.

A correspondéncia observada entre os espectros de absor¢do e excitagdo
destes compostos indica que 0s mesmos possuem um bom grau de pureza.
Os espectros de excitagdo estao reproduzidos na se¢ao 10.

3.7.3 Eficiéncia quantica de fluorescéncia
O composto 2a teve a sua eficiéncia quantica determinada (em relagdo a uma

solugao de sulfato de quinina), em diclorometano, utilizando-se a seguinte relagdo:
D=0 xA xS J = eficiéncia quantica do composto questionado
S'xA @’ = eficiéncia quantica do composto de referéncia
(sulfato de quinina, 0,51)

A’ = absorbancia da solugdo do composto de
referéncia
A = absorbancia da solugdo do composto
questionado

S = area sob 0 espectro de emissdo do composto
questionado

S’ = area sob o espectro de emissdo do composto
padrao

Chegou-se ao resultado de 0,14, que pode ser considerado um valor razoavel,

1

j@ que encontra-se em literatura 0 que uma eficiéncia quantica acima de 0,1

normalmente € suficiente para o uso de um corante como etiqueta fluorescente.
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3.8 ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO (COM EXCITACAO POR LASER)

Os produtos 1a, 1c, 2a-c, 3a-c foram submetidos a espectroscopia de
emissdo com excitacdo por laser. Os produtos foram excitados pela terceira
harmdnica do laser Nd:YAG (A=354,7 nm) e a sua emissao foi medida ao longo dos
comprimentos de onda 350 a 700 nm.

A aparelhagem que foi utilizada para a espectroscopia de emissao esta

esquematizada na figura 45.

espelho
laser dicroico
lente
monocromadar
[ fotomultiplicadora
B e
lente espelho
célula dicrdico
sistema de
PC aguisigao de
dados

Figura 45: esquema do aparelho utilizado para obter-se os espectros de emissdo dos

compostos estudados.
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O primeiro espelho dicroico permite a passagem de aproximadamente 99 %
da poténcia do laser, desta forma, atenuando a poténcia do laser que sera focalizada
sobre a amostra, ja que apenas a parte refletida ira atingi-la

Apds a amostra ter sido excitada pelo laser, sua emissdo foi focalizada por
uma lente e passa por um segundo espelho dicréico, que reflete quase a totalidade
da luz de comprimentos de onda abaixo de 400 nm, sendo transparente para
comprimentos de onda maiores, e entdo foi coletada sobre a fenda de um
monocromador ARC SpectraPro 500. A fluorescéncia foi amplificada por uma
fotomultiplicadora EMI 9871B. O sinal da fotomultiplicadora foi integrado por uma
interface digitalizadora de pico e o sinal digitalizado é transferido para um PC.

Na tabela 10 estdo relacionados os comprimentos de onda para os maximos
de emissdo encontrados para cada produto e também a intensidade relativa dos

maximos da emissao (em unidades arbitrarias).

Tabela 10: dados obtidos pela espectroscopia de emissdo para os compostos 1a, 1c, 2a-c, 3a-

C.

Produtos | solvente |concentragdo |intensidade comprimento de | intensidade
(molar) relativa do | onda do maximo | proporcional a
maximo de | de emissdo (nm) | concentragio  10*
emissao molar
1a CH.Cl; [1,02x10* {237 480 233
1c CH,Cl> {1,10x10* [190 486 173
2a CH.Cl, |1,01x10* |1753 496 1735
2a THF  |1,01x10* |735 494 730
2b THF  |1,02x10* |139 472 136
2c CHxCl, |1,01x10* | 1347 499 1343
3a CH.Cl, |1,01x10* |732 507 725
3b THF  [1,03x10* | 4041 475 3924
3c CH.Cl, [9,93x10° |266 529 268

A aparelhagem utilizada € bastante susceptivel a ruidos, portanto os valores
apresentados estdo sujeitos a presenga de um erro ndo estimado. Os valores
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apresentados para os maximos de intensidade foram obtidos apds tratamento
matematico dos pontos obtidos feito em software especifico para diminuir a
contribuicdo de ruidos.

Considerando-se que a intensidade da emissdo deve ser proporcional a
concentragdo no intervalo utilizado, a tabela apresenta a intensidade de emisséo que
deve ser proporcional a concentragao 10™ molar para todos os produtos, a titulo de
comparagao.

Pode-se observar, pela tabela 10, que os benzazois (ou oxazolo-piridinas)
sintetizados apresentam grandes variagdes em sua intensidade de luminescéncia,
dependendo do grupo substituinte presente na posi¢do 5'.

Os produtos possuindo o anel oxazol (1a, 1c, 2a, 2¢, 3a e 3c¢) apresentam
comportamento semelhante quanto a dependéncia da intensidade de emissdo em
relacdo ao grupo substituinte. A intensidade de luminescéncia aumenta de acordo
com o grupo substituinte na seguinte ordem:

amina < tiouréia < isotiocianato

Os compostos com 0 grupo amina, 1a e 1c, possuem uma intensidade de
emissao bastante pequena em relagéo aos compostos com 0 grupo isotiocianato, 2a
e 2c. Ha um aumento de aproximadamente 644 % na intensidade de emisséo
quando se substitui 0 grupo amina de 1a pelo grupo isotiocianato, gerando ©
composto 2a. Da mesma forma o composto 2c¢ apresenta um aumento de
aproximadamente 676 % em relagdo ao composto 1¢. Quando 0s grupos
isotiocianato de 2a e 2¢ sao convertidos em grupo tiouréia, pela reacdo com terc-
butilamina, gerando entdo os compostos 3a e 3¢, estes experimentam uma
diminuigdo na intensidade de sua emissdo. Esta diminui¢éo, entre os compostos 2a e
3a, & de aproximadamente 58 %. Entre os compostos 2¢ e 3¢ a diminuigdo de
intensidade encontrada & maior, de aproximadamente 80 %.

Comparando-se os compostos da familia dos benzoxazéis (1a, 2a e 3a) com
aqueles da familia das oxazolo-piridinas (1¢, 2¢ e 3c¢), observa-se que 0s
benzoxazdis sintetizados apresentam maior intensidade de emissdo em relagdo as
oxazolo-piridinas com 0 mesmo grupo substituinte, comportamento que € valido para
todos grupos substituintes estudados.



O comportamento dos compostos da familia dos benzimidazoéis € algo distinto
daquele apresentado pelos benzoxazdis e oxazolo-piridinas. Enquanto que naqueles
compostos anteriormente discutidos ocorria uma diminuicdo da intensidade de
emissdo quando trocava-se O grupo isotiocianato pelo grupo tiouréia, para os
compostos da familia dos benzimidazdis observa-se, ao contrario, um aumento da
intensidade de emiss&o ao trocar-se o grupo isotiocianato de 2b pelo grupo terc-butil-
tioureida, gerando o composto 3b. Este aumento é de aproximadamente 2785 %.

Comparando os compostos da familia dos benzimidazéis com aqueles da
familia dos benzoxazois e oxazolo-piridinas, observa-se que o isotiocianato 2b possui
uma intensidade de emissio bastante menor que as intensidades observadas para
0s compostos 2a e 2c. Por outro lado, a tiouréia 3b apresenta uma intensidade de
emissdo bastante maior que as tiouréias 3a e 3c, constituindo-se no composto de
maior intensidade de emissao entre os estudados.

Ha que se notar que os compostos 2b e 3b tiveram seus espectros de
emissdo obtidos em tetraidrofurano e nao diclorometano, como nos outros casos. A
troca do solvente deve acarretar mudangas na eficiéncia quantica dos produtos.
Neste caso, espera-se que solventes com capacidade de formar pontes de
hidrogénio causem uma diminuigéo na eficiéncia quantica, uma vez que favorecem a
formagdo de estruturas menos rigidas neste tipo de compostos, logo, mais
propensas a perder energia por conversao interna. Da mesma forma, pontes de
hidrogénio entre moléculas do fluoréforo e do solvente podem impedir a ocorréncia
da TPIEE, como foi discutido na se¢éo 1.5.

Observa-se claramente a influéncia do solvente ao comparar-se o0 maximo de
intensidade de 2a quando dissolvido em diclorometano e em tetraidrofurano. O
maximo de intensidade de 2a em tetraidrofurano foi, aproximadamente, 58 % menor
gue o valor registrado quando se utilizou como solvente ¢ diclorometano. (O
tetraidrofurano € um solvente mais polar e possui a capacidade de formar pontes de
hidrogénio com o soluto, caracteristica ndo apresentada pelo diclorometano). Ndo se
pode, porém, generalizar-se este comportamento para todos os compostos
sintetizados, uma vez que nao foram realizados suficientes experimentos.

Quanto aos comprimentos de onda da luz emitida, observa-se que 0
substituinte amina leva a emissdo a comprimentos de onda maiores em todos os
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produtos estudados. Entre o grupo isotiocianato e o grupo tiouréia o deslocamento
da regido de emissdo ndo € muito pronunciado, porém observa-se um pequeno
aumento do comprimento de onda do maximo de emissao para as tiouréias
estudadas em relac@o aos isotiocianatos que lhes deram origem.

Pode-se observar que os produtos em geral apresentam grandes
deslocamentos de Stokes, comparando-se seus espectros de absor¢do e emissao.
Na tabela 11 estdo relacionados os maximos de absorgdo mais deslocados para o
vermelho e os maximos de emisséo (excitagdo a 355 nm) para os compostos 1c, 2a-

¢ e 3a-c, assim como o deslocamento de Stokes entre estes maximos.

Tabela 11: deslocamentos de Stokes para os compostos 1c¢, 2a-¢, 3a-c.

Amax @bs. (nm) | Anax em. (nm) | deslocamento de Stokes (nm)
1c | 379 485 106
2a | 348 495 147
2b | 335 472 137
2c | 351 498 147
3a | 337 507 170
3b | 339 475 136
3c | 343 529 186

Os deslocamentos de Stokes para estes compostos ficam entre 106 e 186 nm,
0 que pode ser considerado um valor relativamente alto (a titulo de comparagéo, o
deslocamento de Stokes para a isotiocianatofluoresceina é de apenas 28 nm '%).
Este fato sugere a ocorréncia de fototautomerismo nos compostos estudados, como
seria de fato esperado.

Analisando-se o0s dados obtidos, quanto a intensidade de emissdo de
fluorescéncia, chega-se a conclusdo de que o produto 2b deve ser o mais promissor
como etiqueta fluorescente, sob este ponto de vista, pois gera a tiouréia mais
intensamente fluorescente entre aquelas estudadas. Por outro lado, o produto 2c
gera a tiouréia menos fluorescente. Ha que se ter uma certa cautela quanto a essa

afirmacéo, ja que estes compostos sofrem influéncia marcante da polaridade do meio
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em que se encontram e ndo se pode descartar, no momento, a hipétese de que
sofram estas influéncias em diferentes graus.

O comportamento apresentado pelas tiouréias estudadas pode ser
extrapolado para os conjugados formados entre os isotiocianatos 2a-c com
proteinas, pois neste caso também deve ocorrer a formagdo de grupos tiouréia,
ligando os fluoréforos e as proteinas.
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4. CONDIGOES EXPERIMENTAIS:

4.1 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Pontos de fusao:
Os pontos de fusao foram medidos em um aparelho Thermolyne e nédo estéo
corrigidos.

Analise Elementar:
Os dados de analise elementar foram obtidos em um aparelho PERKIN-
ELMER 2400.

Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho:
Os espectros de absorgédo no infravermelho foram obtidos em um apareiho
FTIR Mattson 3020 ou Perkin Elmer 1430.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear :
Os espectros de RMN "H foram obtidos em um aparelho Varian VXR-200 (200
MHz).

Espectroscopia de Absorgao no Ultravioleta e Visivel:
Os espectros de absor¢cdo no ultravioleta e visivel foram obtidos em um
aparelho Beckman DU-600 ou Varian Cary 3E.

Espectroscopia de Emissao no Ultravioleta e Visivel:

Utilizou-se um espectrofluorimetro SLM 8000 D ou o aparelho descrito na
secao 3.7.
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4.2 Reagentes utilizados:

¢ Anilina :Merck

o Nitrito de Sédio: Vetec, p.a.

e Acido Salicilico: Synth, p.a.

¢ Ditionito de Sédio: Synth, p.a.

e Acido Polifosférico: Merck, para sintese; ou sintetizado como descrito na
literatura'®®

¢ o-Amino-fenol: Scharlaw, >97%

e Carbonato de Sédio: Nuclear, para analise

e 1,2-Fenilenodiamina: Merck, > 99%

e Acetona: Merck, para analise

e 2-Amino-3-hidroxipiridina: Aldrich, 98 %

¢ Hidréxido de sodio: Merck, para analise

e Tolueno: Merck, para analise

o Trietilamina: Vetec, para sintese

¢ Dissulfeto de carbono: Grupo Quimica, para analise

o Cloroférmio: Synth, para analise

e Cloroformiato de etila: Merck, para sintese

¢ Acido cloridrico: Merck, para analise

¢ Silica-gel: Merck (silica-gel 60, 70-230 mesh)

¢ Dicicloexilcarbodiimida: Fluka, 99 %

e Piridina: Merck, para analise

e Tetraidrofurano: Nuclear, para analise

e terc-Butilamina: Merck, destilada

e jso-Propilamina: I.C.1., 70 %
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4.3 CONDICOES SINTETICAS:

4.3.1 Acido 5-amino-2-hidroxibenzéico:

Fez-se uma solugdo com 18,6 gramas (0,2 mol) de anilina, 45 mL de &cido
cloridrico concentrado e 45 mL de agua. Esta foi resfriada a 0 °C em banho de gelo
e sal. Adicionou-se, vagarosamente e com agitagdo, de maneira que a temperatura
ndo aumentasse além de 2 °C, uma solugdo de 14 gramas de nitrito de sédio
(NaNO3) em 40 mL de agua. Continuou-se a agitagdo por mais 10 min e adicionou-

se 4 gramas de carbonato de sodio. A solugdo resultante foi entdo adicionada
vagarosamente a uma solugéo, previamente resfriada e com agitagio, de 28 gramas
de acido salicilico (0,2 mol mais 0,4 gramas em excesso), 33 mL de NaOH 35%
(m/v), 67 mL de agua e 2 gramas de carbonato de sédio. A temperatura foi mantida
sempre abaixo de 5 °C. Apéds toda solugado do sal de diazdnio haver sido adicionada,
a agitacdo foi mantida por 5-6 horas. Obteve-se uma pasta amarela. "
A pasta obtida foi tratada com 80 mL de solugéo de hidréxido de sédio 36%
(m/v) e a mistura foi aquecida a 80 °C. Durante 15 min, 80 gramas de ditionito de
sodio foram adicionados, com agitagéo, a uma temperatura de 80-90 °C. ( A reagdo
deve ser realizada em capela devido aos vapores toxicos de anilina que s3o
liberados). A solugéo comega a tornar-se mais clara e € completamente descolorida
alguns minutos apds o término da adigdo do ditionito de sddio. ( A persisténcia de
cor apds 15 min indica que o ditionito de sadio utilizado nao era de boa qualidade.
Neste caso, mais ditionito de sddio deve ser adicionado até que a solucéo seja
incolor). Se necessario, mais hidroxido de sédio deve ser adicionado a mistura, de
maneira a manter a solugdo com uma reagdo fortemente alcalina frente a
fenoliftaleina durante todo o tempo. Apds a descoloragdo da solugdo, a anilina
formada foi separada através de destilagdo por arraste de vapor ou,
alternativamente, por extracdo com éter de petréleo. Apds toda a anilina haver sido
removida, a solugao residual foi filtrada e ao filtrado adicionou-se, vagarosamente e
com agita¢do, acido cloridrico concentrado até se obter uma reagdo fracamente
acida frente ao papel de tornassol. O acido p-amino-salicilico separou-se na forma
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de um precipitado cinza. (Um excesso de acido deve ser evitado, pois assim o
produto tornaria a dissolver-se).

4.3.2 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol, (1a):

Uma mistura composta por 2,000 gramas de acido 5-amino-2-hidroxibenzoico
(13,06 mmol), 1,424 gramas de o-amino-fenol (13,06 mmol) e 10 mL de acido
polifosforico, foi aquecida a temperatura de 200 °C por 4 horas, com agitagdo. Apos,
a mistura reacional foi vertida em 400 mL de agua destilada. Filtrou-se a mistura, e o
precipitado cinza obtido foi agitado com solucdo de carbonato de sodio 10 % (p/v),
tomando uma cor amarelo-claro. Filtrou-se novamente, e lavou-se o precipitado com
agua destilada. Secou-se 0 precipitado sem aquecimento.

O rendimento bruto obtido foi de 74%.

O produto obtido foi utilizado em forma bruta para a proxima etapa sintética,
ou purificado por recristalizagéo fracionada em acetona/agua para ser analisado.

4H—0O
8 2
g8
\ 3
5 © 4

IV (espectro 1, KBr), v(cm’1): 3413; 3332; 1545; 1498; 1234.

RMN de H (espectro 11, 200 MHz, CDCl3;, ppm):d 10,94 (s, 1 H, OH); 6,74-
7,83 (7 H, 7xCH); 3,54( s, 2 H, NH.)
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Analise elementar (calculado para C13H1oN2O5):

Cc H N
Percentual tedrico: 6902% 446% 12,38%
Resultados experimentais: 69,06 % 4,56% 12,06 %
Desvio: 00,04 % 00,10% 00,32 %

4.3.3 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzimidazol, (1b):

Uma mistura composta por 2,000 g de acido 5-amino-2-hidroxibenzéico (13,06
mmol), 1,412 g de 1,2-fenilenodiamina (13,06 mmol) e 10 mL de acido polifosforico
foi aquecida a temperatura de 200 °C durante 4 horas, com agitagcdo. Apds, a
mistura reacional foi vertida em 400 mL de agua. O precipitado obtido foi filtrado a
vacuo e em seguida agitado com solu¢do de carbonato de sédio 10% (p/v), com o
que toma uma cor amarela. Filtrou-se novamente e lavou-se o precipitado com dgua
destilada. Secou-se o produto a 60 °C.

O rendimento bruto obtido foi de 53%.

O produto obtido foi utilizado em forma bruta para a proxima etapa sintética ou

purificado por recristalizacao fracionada em acetona/agua para ser analisado.

1 H—O

9 N 2
8
7 N
6 I 4
H5 NH,

Ponto de fusado: produto se decompde sem fundir, acima de 260 °C.

IV (espectro 2, KBr), v(cm™): 3400; 3312; 1504; 1257.
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RMN de 'H (espectro 12, 200 MHz, DMSO-ds, ppm): & 13,12 (s, largo, 1H, NH
ou OH); 10,28 (s, largo, 1H, NH ou OH); 7,71 ( m, 2H, 2xCH); 7,33 (m, 3H, 3xCH);
6,88 (m, 2H, 2xCH); 4,80 (s, largo, 2H, NH,)

Analise elementar (calculado para C13H{1N3O):

Cc H N
Percentual tedrico 69,32% 492% 18,65%
Resultados experimentais 69,03% 4,79% 18,26 %
Desvio: 00,29 % 00,13% 00,39 %

4.3.4 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)oxazolo[4,5-b]piridina, (1c):

Uma mistura composta por 2,000 g de acido 5-amino-2-hidroxibenzdico (13,06
mmol), 1,438 g de 2-amino-3-hidroxipiridina (13,06 mmol) e 10 mL de acido
polifosforico foi aquecida, com agitagdo, a temperatura de 200 °C por 3 horas. A
mistura foi entdo vertida em 400 mL de agua destilada e filtrada. O filtrado foi
neutralizado com solugéo concentrada de NaOH, e o precipitado amarelo formado foi
recolhido por filtragdo e seco a 60 °C.

O rendimento bruto obtido foi de 81%.

O produto obtido foi utilizado em forma bruta para a proxima etapa sintética ou
recristalizado em tolueno para ser analisado.

H=Q
7N N
D 3
™
5 O 4

NH,

Ponto de fuséo: 218-220 °C
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IV (espectro 3, KBr), v(cm™"): 3425; 3305; 3200; 1543; 1406.

RMN de 'H (espectro 13, 200 MHz, CDClI3, ppm):5 10,56 (s, 1 H, OH); 8,48-
8,52 ( dd, J1=4,8, J=14, H’, ); 7,79-7,78 ( dd, J1=8,2, J,=1,4, H® ); 7,19-7,29 (m, 2
H, 2xCH); 6,08-6,95 (m, 2 H, 2xCH); 3,48 (s, largo, 2 H, NH,).

UV-Vis (espectro 21, diclorometano, A, €): 235 nm (18.194); 300 nm (24.170);
313 nm (21.529); 379 nm (9.213)

Analise elementar (calculado para C12HgN3O,):

Cc H N
Percentual tedrico 6343% 399% 1849%
Resultados experimentais 62,89% 369% 18,11 %
Desvio: 00,54 % 00,30% 00,38 %

4.3.5 2-(2’-hidréxi-5’-isotiocianatofenil)benzoxazol, (2a):

aqui Dissolveu-se 0,500 g de 1a (1,86 mmol) na quantidade minima de tolueno.
Adicionou-se 0,5 mL de trietilamina e 0,5 mL de dissulfeto de carbono. A mistura
reacional foi mantida a temperaturas abaixo de 0 °C, sob agitacdo, durante 7 dias. (A
reacdo foi efetuada em um freezer, aproximadamente a -18 °C, com agitagdo
ocasional).

Formou-se um precipitado que consistia em um ditiocarbamato de
trietilamonio, de massa molecular 403,56, que foi filtrado, lavado com tolueno e seco
ao ar.

Pesou-se o precipitado e este foi dissolvido na quantidade minima de
cloroformio. A solUgéo resultante foi resfriada em banho de gelo e sal e adicionou-se,
sob agita¢do, a quantidade equimolar (em relagédo ao sal de ditiocarbamato obtido) e
mais um excesso de 10%, de cloroformiato de etila. Apdés 10 min, adicionou-se
guantidade equimolar de trietilamina, aguardou-se mais 10 min e deixou-se a
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solugdo a temperatura ambiente por mais 1 hora, sempre sob agitacdo. Apds isso, o
extrato organico foi lavado 3 vezes com 10 mL de HCI 3 M, seco com Na,SO, anidro
e concentrado em evaporador rotativo.

O isotiocianato produzido foi isolado por cromatografia em coluna aberta,
utilizando silica-gel como fase estacionaria e cloroférmio como fase moével. O
produto foi recristalizado em propanona.

O rendimento obtido foi de 20%.

8 2
7 N
\ 3
0
4
> NCS

Ponto de fuséao: 169-171 °C
IV (espectro 4, KBr), vicm™): 2137, (NCS); 1492; 1227; 735,

RMN de 'H (espectro 14, 200 MHz, CDCls, ppm): & 11,65 ppm (s, 1 H, OH);
7,84-7.85 (d, J=2,4, H*); 7,24-7,75 (m, H®, H®, H®, H’, H®); 7,05-7,09 (d, J=9,0; H?) .

UV-Vis (espectro 22, diclorometano, A, €): 232 nm (20.590); 275 nm (28.357);
287 nm (32.468); 302 nm (17.300); 348 nm (11.344)

Analise elementar (calculado para C14HsN20,S):

C H N
Percentual teérico 6268% 3,00% 1044%
Resultados experimentais 62,74 % 3,10% 10,18%
Desvio: 00,06 % 0,10% 00,26 %
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4.3.6 2-(2’-hidroxi-5'-isotiocianatofenil)benzimidazol, (2b):

Fez-se uma solugdo com 0,458 g de dicicloexiicarbodiimida (1,88 mmol) em 10
mL de CS,. Esta foi resfriada em banho de gelo-sal e adicionou-se, lentamente e
com agitagcdo, uma solugdo de 0,500 g de 1b (1,88 mmol) em 10 mL de piridina.
Manteve-se a temperatura abaixo de 0 °C por 24 horas (efetuou-se a reagdo a -18-0
°C). A mistura reacional foi entdo vertida em 400 mL de agua destilada, obtendo-se
um precipitado, que foi filtrado e seco a 50 °C. A massa do precipitado foi 1,002 g.
Separou-se 2b por cromatografia em coluna aberta utilizando silica-gel como fase
estacionaria e tolueno como fase movel. O produto foi posteriormente recristalizado
em propanona.

O rendimento obtido foi de 13%, apds recristalizagao.

Ponto de fusdo: 288-292 °C

IV (espectro 5, KBr), vicm™): 2143 (NCS); 3317 (NH); 1496; 1265.

RMN de H (espectro 15, 200 MHz, DMSO-dg, ppm): & 13,49 (s, largo, 2 H,
OH e NH); 8,26-8,27 (d , J=2,6, H*); 7,38-7,78- (m, H? H> H’, H® H®); 7,15-7,19 (d,

J=9,0, H%).

UV-Vis (espectro 23, diclorometano, A, €): 229 nm (63.226); 276 nm (54.529);
288 nm (56.503); 301 nm (34.297); 335 nm (29.813)

76



Analise elementar (calculado para C14HgN3;OS):
Formula molecular: C14HoN2OS

C H N
Percentual tedrico 6291% 339% 1572%
Resultados experimentais 62,91% 3,30% 15,56 %
Desvio: 00,00% 0,09% 00,16 %

4.3.7 2-(2’-hidroxi-5'-isotiocianatofenil)oxazolo[4,5-b]piridina, (2c):

Fez-se uma solugdo com 0,453 g de DCC (1,86 mmol) em 10 mL de CS;. Esta
foi resfriada em banho de gelo-sal e adicionou-se, lentamente e com agitagdo, uma
solugédo de 0,500 g de 1c (1,86 mmol) em 20 mL de piridina. Manteve-se a
temperatura abaixo de 0 °C por 24 horas (efetuou-se a reagéo a -18-0 °). A mistura
reacional foi entdo vertida em 400 mL de agua destilada, obtendo-se um precipitado,
que foi filtrado e seco a 50 °C. A massa do precipitado foi 0,482 g. Separou-se 2¢ por
cromatografia em coluna aberta utilizando silica-gel como fase estacionéaria e tolueno
como fase moével. O produto foi recristalizado em propanona.

O rendimento obtido foi de 22%, apés separagdo cromatografica.

1H—0O )
72N N
LY
X 0
5 4

NCS

Ponto de fusdo: 181-183 °C

IV (espectro 6, KBr), vicm™): 2111 (NCS); 1489; 1406; 1223.
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RMN de 'H (espectro 16, 200 MHz, CDCl;, ppm): 5 11,30 ( s, 1 H, OH); 8,66-
8,63 ppm (dd, J1=5,0, J=1,4, H' ); 7,96-8,01 (dd, J1=8,0, J,=1,4, H%); 7,91-7,92 (d,
J=2,8, H*): 7,31-7,46 (m, 2 H, 2xCH); 7,12-7,16 (d, J=9,0, H).

UV-Vis (espectro 24, diclorometano, A, €): 234 nm (15.738); 287 nm (33.384);
307 nm (28.192); 351 nm (14.603)

Analise elementar (calculado para C43H;N30,S):

c H N
Percentual tedrico 5799% 262% 1560%
Resultados experimentais 58,36 % 2,48% 15,65 %
Desvio: 00,37 % 0,14 % 00,05 %

4.3.8 2-[2’-hidroxi-5’-(N-terc-butiltioureida)fenillbenzoxazol (3a):

Dissolveu-se 50 mg de 2a em quantidade minima de tetraidrofurano.
Adicionou-se um excesso de terc-butilamina (= 0,2 mL) e, apds 5 min, o produto da

reagéo foi reprecipitado com agua. O precipitado foi filtrado, lavado com agua e seco

ao ar.
Obteve-se rendimento quantitativo (medido por CCD antes da precipitagdo em

agua).

8 4H—0 )

g
\ 3
5 © 4 ﬁ o
N—C—N
o C(CHy)3

Ponto de fusdao:166-167 °C
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IV (espectro 7, KBr), v(cm"): 3256; 3047, 1538; 1247.

RMN de H (espectro 17, 200 MHz, CDCls, ppm,): 8 11,61 (s, 1 H, OH); 7,10-
7,90 (m, 8H, 7xCHe NH ); 5,88 (s, 1 H, NH); 1,52 (s, 9H, 3xCH,).

UV-Vis (espectro 25, diclorometano, A, €): 269 nm (23.741); 337 nm (11.792)

Analise elementar (calculado para C1gH1gN302S):

Cc H N
Percentual teérico 63,32% 561% 1231%
Resuitados experimentais 63,36 % 546 % 11,71 %
Desvio: 00,04% 0,15% 00,50 %

4.3.9 2-[2’-hidroxi-5’-(N-terc-butiltioureida)fenililbenzimidazol, (3b):

Dissolveu-se 20 mg de 2b em propanona a quente e adicionou-se excesso de
terc-butilamina (~ 0,2 mL). Apés 15 min o solvente e o excesso de terc-butilamina
foram evaporados a 50 °C.

Obteve-se rendimento guantitativo (medido por CCD).

Ponto de fusdo: > 350 °C.
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IV (espectro 8, KBr), v(cm'1): 3381; 3303; 3153; 2965; 1502.

RMN de *H (espectro 18, 200 MHz, DMSO-ds, ppm, TMS ): § 13,30 (s, largo, 1
H, H' ou H%: 13,18 (s, largo, 1 H, H' ou H%; 9,20 (s, 1 H, H'"® ou H'"); 8,08-8,09 (d,
J=2,6, H4); 7.80 (s, largo, 1 H, CH); 7,71 (s, largo, 1 H, CH); 7,35-7,40 (4 H, 3xCH e
NH); 7,06-7,11 (d, J=8,8, H?); 1,59 (s, 9 H, 3xCHs).

UV-Vis (espectro 25, tetraidrofurano, A, €): 292 nm (20.341); 339 nm (11.227)

Analise elementar (calculado para Cy7H17N30.S):

Cc H N
Percentual tedrico 6198% 520% 12,76 %
Resultados experimentais 62,27 % 538% 12,05%
Desvio: 00,29% 0,18% 00,71 %

4.3.10 2-[2’-hidroxi-5’-(N-terc-butiltioureida)feniljoxazolo[4,5-b]piridina (3c):

Dissolveu-se 20 mg de 2¢ em cloroférmio e adicionou-se um excesso de terc-
butilamina (= 0,2 mL). Apds 15 min o solvente e 0 excesso de terc-butilamina foram
evaporados a 50 °C.

Obteve-se rendimento quantitativo (medido por CCD).

HQ
7N N
|- 3
\ S
T 0 4 N Mo
N—C—N
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Ponto de fusdo: 186-189 °C ( a temperaturas por volta de 150 °C e acima,
comega a ocorrer uma mudang¢a no produto, evidenciada pelo aparecimento de
fluorescéncia verde, intensa, sob luz UV, enquanto o composto originalmente
apresentava fluorescéncia laranja, fraca).

IV (espectro 8, KBr), vicm™): 3370; 3171; 2975; 1532; 1408.

RMN de 'H (espectro 19, 200 MHz, DMSO-ds, ppm): & 9,27 (s, largo, OH ou
NH); 8,55-8,58 (d, J=5,6, H7); 8,28-8,32 (d, J=8,6, Hs); 8,18-8,19 (d, J=2,61, H4);
7,43-7,53 (m, H*, H®, NH ); 7,05-7,09 (d, J=8,8, H?); 1,49 (s, 9 H, 3xCHj).
Obs: um dos protons (OH ou NH) ndo aparece devido ao intercambio com

solvente.

UV-Vis (espectro 26, diclorometano, A, €): 261 nm (17.681); 298 nm (20.753);
343 nm (11.927)

Analise elementar (calculado para C17H1gN4O2S):

(0 H N
Percentual teérico 59,63 % 530% 16,36 %
Resultados experimentais 5943 % 5,16 % 16,40 %
Desvio: 00,20% 0,14 % 00,04 %

4.3.11 2-[2’-hidroxi-5’-(N-iso-propiltioureida)fenillbenzoxazol (4a):

Dissolveu-se 50 mg de 2a em quantidade minima de tetraidrofurano.
Adicionou-se um excesso de iso-propilamina (~ 0,2 mL), e ap6és 5 min o produto da
reagdo foi reprecipitado com agua. O precipitado foi filtrado, lavado com agua e seco

ao ar.
Obteve-se rendimento quantitativo (medido por CCD antes da precipitagdo em

agua).

81



8 2
g8
\ 3
5 O 4 ﬁ Hio
N—C—N
oH CH44(CHa)s

Ponto de fusdo: 179-180 °C

IV (espectro 10, KBr), v(cm™"): 3368; 3161; 2967; 1897; 898.

RMN de 'H (espectro 20, 200 MHz, CDCls, ppm): & 11,86 (s,H1); 8,13-8,14 (d,
J=2.4, H*: 7,50-8,01 (m, H> H> H° H’, H® H®); 7,39-7,43 (d, J=8,8, H?); 5,85-5,89
(d, J=8,0, H'%): 4,6-5,0 (m, H''); 1,44-1,47 (d, 2xCHs)

UV-Vis (espectro 29 cloroférmio, A, €): 270,0 nm (3,0><104); 337,6 (1 ,4><104)

Analise elementar (calculado para C17H17N30,S):

C H N
Percentual tedrico 6198% 520% 12,76 %
Resultados experimentais 62,27 % 5,38 % 12,50 %
Desvio: 00,29% 0,18 % 00,26 %

4.3.12 Conjugacao de proteinas com 2a, 2b e 2c:

Fez-se uma solucéo do fluordforo (2a, 2b ou 2¢), de concentragdo 10 mg/mL
em DMSO/Dioxano 1:1. Adicionou-se aliquotas desta solugdo, vagarosamente e com
agitagdo, a 1 mL de uma solugdo da proteina (albumina sérica bovina ou
concanavalina-A), de concentragdo 5 mg/mL em carbonato de sédio 0,1 M (pH 9).
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Foram utilizadas concentragtes de 10, 20, 50, 100 e 200 ng de isotiocianato por mL
de solucdo de proteina. Incubou-se a mistura por 60 min a temperatura ambiente,
com agitacdo. Adicionou-se 20 pl de cloreto de aménio 1 M. A mistura de reagao foi
submetida a cromatografia em coluna com Sephadex G-50 para separar a proteina
marcado do fluordforo livre que poderia estar presente. A coluna foi equilibrada e
eluida em tampéo fosfato salino (10 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH 7,4).
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5. CONCLUSOES

1. Neste trabalho foi relatada a sintese e caracterizagdo de 10 substancias
heterociclicas fluorescentes. Trés destas, que se constituiram no objetivo principal
do trabalho, possuem o grupo isotiocianato, capaz de Iigar—se covalentemente a
proteinas e aminas primarias em geral. S&o os compostos: 2-(2’-hidroxi-5'-
isotiocianatofenil)benzoxazol (2a), 2-(2'-hidroxi-5'-isotiocianatofenil)benzimidazol
(2b) e 2-(2'-hidroxi-5'-isotiocianatofenil)oxazolo[4,5-b]piridina (2c), que foram
obtidos em alto grau de pureza.

2. Os trés isotiocianatos sintetizados apresentam pontes de hidrogénio
intramoleculares e possuem estruturas de tipo reconhecido por apresentar
fototautomerismo, apresentando grandes deslocamentos de Stokes.

3. Os trés isotiocianatos reagiram rapidamente com aminas primarias, gerando
conjugados fluorescentes, e da mesma forma com proteinas, ao tilizar-se
metodologia adequada.

4. O produto que deu origem aos conjugados mais intensamente fluorescentes com
aminas e proteinas foi o isotiocianato 2b, enquanto 2c¢ gerou conjugados com
baixa intensidade de fluorescéncia e 2a gerou conjugados com intensidade de
fluorescéncia intermediaria entre os dois ja citados.

5. Os resultados obtidos pressupdem que os isotiocianatos 2a-¢ tém potencial
utilidade como etiquetas fluorescentes para proteinas ou outros substratos e em
especial 2a e 2b, que apresentam maior intensidade de emissdo de luz ao formar
aductos com aminas (ou proteinas). Os produtos sintetizados apresentam como
vantagem em relagdo a outras etiquetas fluorescentes o seu grande desiocamento
de Stokes e, possivelmente, boa estabilidade fotoquimica, como ja foi relatado
para compostos semelhantes.

6. A sintese de 2b e 2¢, feita pelas técnicas aqui expostas, mostrou-se
particularmente trabalhosa e demorada, devido as dificuldades de isolamento dos
produtos finais. Sabe-se porém que existem outras técnicas de sintese de
isotiocianatos, que nao foram por nés tentadas, que talvez levem a termo a

sintese e o isolamento de 2b e 2c com menor dificuldade.
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7. As condi¢Oes experimentais das sinteses ndo foram otimizadas e em certos casos
os rendimentos obtidos neste trabalho referem-se a um unico experimento.

8. Os produtos sintetizados podem servir como protétipos de uma nova familia de
etiquetas fluorescentes em que parametros como o coeficiente de absortividade
molar, eficiéncia quantica, comprimentos de onda dos maximos de absorgdo e
emissdo, podem ser modificados, pela sintese de compostos com diferentes
grupos substituintes.

9. As possibilidades de aplicagdo dos corantes fluorescentes sintetizados e descritos
neste trabalho ndo se esgotam na que foi originaimente proposta, ou seja, como
etiguetas fluorescentes, uma vez que corantes fluorescentes possuem uma
infinidade de usos tecnoldgicos e cientificos.
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7. ESPECTROS DE INFRAVERMELHO
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Os espectros 1 a 9 foram obtidos em um espectrometro FTIR 3020 Mattson.
O espectro 10 foi obtido em um espectrémetro Perkin Eimer 1430.
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Espectro 1: espectro de infravermelho do composto 1a, em pastilha de KBr.
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Espectro 2: espectro de infravermeiho do composto 1b, em pastilha de KBr.
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Espectro 3: espectro de infravermeiho do composto 1c, em pastilha de KBr.
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Espectro 4: espectro de infravermelho do composto 2a, em pastilha de KBr.
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Espectro 5: espectro de infravermelho do composto 2b, em pastitha de KBr.
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Espectro 6: espectro de infravermelho do composto 2c, em pastitha de KBr.
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Espectro 7: espectro de infravermelho do composto 3a, em pastitha de KBr.
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Espectro 8: espectro de infravermelho do composto 3b, em pastilha de KBr.
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Espectro 9: espectro de infravermelho do composto 3¢, em pastilha de KBr.
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Espectro 10: espectro de infravermelho do composto 4a, em pastilha de KBr.
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8. ESPECTROS DE RMN 'H
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Espectro 11: espectro de RMN "H do composto 1a.
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Espectro 12: espectro de RMN 'H do composto 1b.
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Espectro 13: espectro de RMN 'H do composto 1¢

101

T 1
PPM

) i 1] 1 1 1 1] 1 1 J

et
5.9

|
2

— 1
18.8

3.9 10.5

7.9

e
7.7

Lend
[

L S A N S SR SN SUA SN Ean SUAS RN N S S HR AN S B 2 J S SR SN NN U SEA S SN S S T SRS MRS R EANS EE N U N S SR S NEN NS S SN SRR
' ) i



NCS

Espectro 14; espectro de RMN 'H do composto 2a.
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Espectro 15: espectro de RMN 'H do composto 2b.
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Espectro 16: espectro de RMN 'H do composto 2c¢.
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Espectro 17: espectro de RMN "H do composto 3a.
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Espectro 18: espectro de RMN 'H do composto 3b.
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Espectro 19: espectro de RMN 'H do composto 3c.
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H(CHza)2

Espectro 20: espectro de RMN 'H do composto 4a.
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9. ESPECTROS DE ABSORGAO NO ULTRAVIOLETA E VISIVEL
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Os espectros de absor¢do 21-27 foram obtidos em um espectrofotdmetro
BECKMAN DU-600.

Os espectros 28-29 foram obtidos em um espectrofotdmetro Varian Cary 3E.

Os solventes utilizados e as concentragbes estdo indicados para cada
espectro.
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Espectro 21: espectro de absorgdo no ultravioleta-visivel do composto 1c.
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Espectro 22: espectro de absorgdo no uitravioleta-visivel do composto 2a.
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Espectro 23: espectro de absorgao no ultravioleta-visivel do composto 2b.

3,0000 ' - ' : _, .
: : ’ HO
N
)
8 : NCS
9 .
a3 .
£
[
2
2 ]
| AN ' // v\ A o diclorometano
\/"'W T ‘\./"’f_\\ 2,20x10° molar 4
0,0000 . . -

200,0 comprimento de onda (nm) 800,0

Espectro 24: espectro de absorgdo no ultravioleta-visivel do composto 2c.
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Espectro 25: espectro de absorgdo no ultravioleta-visivel do composto 3a.
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Espectro 26: espectro de absorgéo no ultravioleta-visivel do composto 3b.
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Espectro 27: espectro de absorgao no ultravioleta-visivel do composto 3c.

3.00 —7

Espectro 28: espectros de absor¢do no ultravioleta-visivel para os compostos 2a-c. O solvente € diclorometano.
As absorbéncias no comprimento de onda de 344 nm estdo indicadas na figura.
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Espectro 29: espectro de absor¢io no ultravioleta-visivel para o composto 4a. O solvente utilizado foi
cloroférmio ¢ a concentragiio 1,22x10™ molar.
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10. ESPECTROS DE EXCITAGAO
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Os espectros de excitagdo foram obtidos em um espectrofluorimetro digital
SLM 8000 D.
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Espectro 30: espectro de excitagdao do composto 4a. O solvente é cloroférmio. O compriménto
de onda de leitura é 532 nm.
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Espectro 31: espectro de excitacdo do composto 2a. O solvente foi diclorometano. O
comprimento de onda de leitura foi 498 nm.
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11. ESPECTROS DE EMISSAO
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Os espectros 32-39 foram obtidos pela excitagdo das solu¢des pelo terceira
harménica do laser de Nd-YAG, comprimento de onda de 354,7 nm, utilizando-se
aparelho descrito na se¢do 3.8. As unidades de intensidade s&o arbitrarias.

Os espectros 40-44 foram obtidos em um espectrofluorimetro SLM 8000 D. As
unidades de intensidade sao arbitrarias.
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Espectro 32: espectro de emissdo do composto 1a.
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Espectro 33: espectro de emisséo do composto 1c.
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Espectro 34: espectro de emissado do composto 2a.
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Espectro 35: espectro de emissdo do composto 2b.
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Espectro 36: espectro de emissdo do composto 2c.
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Espectro 37: espectro de emissdo do composto 3a.
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Espectro 38: espectro de emissao do composto 3b.
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Espectro 39: espectro de emissdo do composto 3c.
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Espectro 40: espectro de emissdo de albumina sérica bovina marcada com trés concentracdes diferentes do
composto 2a por mg de proteina: 10 pg/mg , 50 pg/mg e 100 pug/mg.
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Espectro 41: espectro de emissio do composto 2a. O solvente é cloroférmio, o comprimento de onda de
excitaciio é 344 nm e o comprimento de onda do maximo de emissio é 496 nm.
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Espectro 42: espectro de emissio do composto 2b. O solvente é cloroférmio, 0 comprimento de onda de
excitacio é 344 nm e o comprimento de onda do maximo de emissio é 477 nm.

123



Inax=32838 .00

LI

1 i
1
Lnin=450,00 b ¢‘Afl=650. 00

Espectro 43: espectro de emissio do composto 2c. O solvente é cloroférmio, o comprimento de onda de
excitacio € 344 nm e o comprimento de onda do maximo de emissdo é 512 nm.
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Espectro 44: espectro de emissio do composto 4a. O solvente ¢é cloroférmio, o comprimento de onda de
excitagiio ¢ 337 nm e o comprimento de onda do msaxime de emissiio € 532 nm.,
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