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“Feliz o homem, e so ele feliz,

Que pode chamar de seu o dia de hoje,
E, com animo certo, dizer,

Que amanha venha o pior, pois

Hoje vivi plenamente.”

Quinto Horacio Flaco
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RESUMO

Este trabalho apresenta a sintese e caracteridagdm novo benzoxazol fluorescente
modificado na forma de um sal de ambnio quaterrgadilico. Esta molécula foi idealizada
com o objetivo de obter-se uma estrutura mimetidie bicamadas lipidicas para ser
utilizada como sonda fluorescente destes sisteaitese da nova sonda denominada de
C18-benzoxazol-NMe),CI, foi realizada partindo-se da quaternizacdo de @mana
terciaria contendo C18 pela reacdo com um benzbxém@do. Tanto o precursor clorado
guanto o C18-benzoxazol foram caracterizados atiib-se a espectroscopia de absorgéo no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear dedéhio e de carbono e ponto de fusao.
As propriedades fotofisicas destes compostos entsnos inseridos em lipossomas de
lecitina foram estudadas através das espectroscopiblV-vis e de fluorescéncia.

Palavras-chave benzoxazol, ESIPT, sonda lipofilica, bicamadalliga.
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1. INTRODUCAO

Um dos mais importantes aspectos estruturais danagao bioldgica € a presenca
de uma membrana delimitadora, de tal modo que @ripranidade basica da vida - a célula -
é definida fisica e funcionalmente por uma membreglalar. Compreender os sistemas
biolégicos requer, portanto uma familiaridade conguamica e a fisica das membranas
biolégicas.

Membranas bioldgicas sdo estruturas dindmicaseedg@ineas que apresentam muitas
unidades funcionais ou organelas altamente especiak. Os componentes da membrana, tal
como proteinas e lipideos, tém um papel fundamewalegulacdo, sinalizacdo, protecao,
reconhecimento, disponibilizacdo de sitios de fgag catalise, regulacdo da fusdo de
membranas na célula, mobilidade celular entre eutkstes processos celulares estédo
intimamente ligados as propriedades fisicas das hmamas como fluidez, formagédo de
microdominios, variabilidade quimica e dinamicarésraf. Isto resulta que, para
compreender e prever o comportamento celular, éssécio ter o conhecimento e dominio
destes processos. Para tanto, utilizam-se modatésics de bicamadas lipidicas de maneira
a mimetizaiin vitro as interacdes célula-célula.

Bicamadas lipidicas criadas pela fusdo de vesid@as sido utilizadas para este
propdsito. As vesiculas compostas de fosfolipid€agura 1) sdo usualmente denominadas
lipossomas, enquanto que o termo genérico vesialaibuido as estruturas formadas por
outros agentes anfifilicos. Estas estruturas fexhamhvolvem um determinado volume de
solucéo aquosa, variando o seu tamanho desde algnasetros a micrometros de diametro.
Sem qualquer processamento adicional, a dispers&ostblipideos em agua origina uma
populacdo polidispersa denominada MLV ("multilaraell vesicles"— vesiculas
multilamelares), cujos tamanhos estdo geralmentependidos entre 0,4 e 3;n de
diametro. Quando em concentracdes baixas, estasMiantém-se espacialmente separadas
umas das outras, caracteristica que pode ser asplgror técnicas de fluorescéncia para

estudar a dinamica de interag&o celular.

! Ferreira, H.; Licio, M.; Siquet, C.; Reis,Quimica2005 39-51.
2 Gao, F.; Mei, E.; Lim, M.; Hochstrasser, RMAmM. Chem. So2006 128 4814-4822.
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Figura 1. Estrutura de um fosfolipideo e as diferentes for(ha@mmada lipidica e lipossoma)

que seus agregados podem assumir quando em saygasa

Membranas de plasma, membranas intracelulares ldes&ivas e as membranas
artificiais de lipossomas representam uma signifiaadrea de aplicagdo para sondas
fluorescente®s’. Testes de membrana incluem analogos fluorescetetdipideos naturais,
bem como corantes organicos lipofilicos que posspeuta semelhanca estrutural com as
biomoléculas naturais. Estes testes sdo usados grglise estrutural e biofisica das
membranas, para acompanhar o transporte de lipgdeasetabolismo nas células vivas entre
outras aplicagBes que sdo bastante detalhadasilgatias na pagina de uma das maiores
empresas de sondas fluorescentes do mundo, atyet!.

Para servir como um rastreador eficaz da morfologlalar, uma sonda fluorescente,
ou outra molécula detectavel, deve ter a capacidadse introduzir em uma célula, bem
como ter uma retencao dentro dessa estrutura de [mazo. Se for usado em células vivas e
tecidos, a sonda também deve ser biologicamentte ieendo toxica. Quando essas condi¢des
sdo satisfeitas, a fluorescéncia ou outras proguiiesl detectaveis do marcador podem ser
usadas para controlar a posicdo do marcador a® [dagempo. Marcadores fluorescentes
podem ser empregados para definir a conectividadeétulas neuronais, acompanhar a
divisdo celular bem como a fusdo de células oupdsdomas. Além disso, eles podem ser

usados para acompanhar os movimentos de célulasadiaar em culturas, tecidos ou

% http://www.cem.msu.edu consultado em 14/06/2010.
* Maier, O; Oberle, V; Hoekstra,, [IThemistry and Physics of Lipjdsl6 002 3-18.
® Lakowicz, J.R.; Prendergast, F.G.; Hogen,Blochemistrypg 520.



organismos intact8s Por exemplo, o corantdlile Red foi utilizado como sonda em
experimentos de dindmica de formacdo de vesicgsvariacdes na fluorescéncia desta
sonda foram relacionadas com o tamanho, heteraigaleee segregacdo de fase de vesiculas
formadas pelos surfactantes derivados de fosfelgsd 1,2-dimiristoisnglicero-3-
fosfocolina (DMPC) e 1-estearoil-2-oleaifrglicero-3-fosfocolina (SOPE)

A semelhanca ddNile Red os heterociclos 2-(2’-hidroxifenil)benzazdis (kg 6)
constituem uma importante classe de marcadoreefioentes por apresentarem uma intensa
emissdo de fluorescéntia estabilidade fotoquimica. Estes compostos janfoutilizados
como sondas fluorescentes em uma grande variedagistdmas como polimeros organicos e
inorganicos, materiais vitreos (silica) e biopoliose Quando devidamente funcionalizados,
eles podem ser inseridos em diferentes biomoléctd&ss como proteinas, anticorpos,
carboidratos e, a partir deste trabalho, estudasemoviabilidade dos mesmos serem

incorporados em lipossomas.

1.1. MOTIVACAO E OBJETIVO

Tendo em vista o que foi apresentado acima, o dek@émento de moléculas que se
intercalem aos lipideos em lipossomas e/ou membre@manostra interessante a medida que
pode auxiliar no descobrimento do funcionamentotedesistemas bioldégicos e, assim,
melhorar sua atuacéo e aplicacéo.

O objetivo deste trabalho foi sintetizar um fluan@f da familia dos benzoxazdis com
emisséo de luz via desativacdo do estado eletr@xcitado, contendo em sua estrutura um
sal de amdnio quaternario lipofilico com uma cadédgaiilica de dezoito &tomos de carbonos
(estrutura a esquerda na Figura 1: C18-Benzoxazdy,Cl).

Esta estrutura molecular foi idealizada visando etimar uma monocamada lipidica
para estudar o seu comportamento fotofisico em solacdo de lecitina (um tipo de
fosfolipideo surfactante formador de bicamada i@ através das espectroscopias de
excitacdo e de emissado de fluorescéncia. Pelasespspectral desta molécula (variacdes nos
comprimentos de onda de emissdo) no sistema denditza serd possivel determinar se a

® http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Referesitlolecular-Probes-The-Handbook.html consultado em
14/06/2010.

" Rodembusch, F. S. Tese de Doutorado. Porto Aldgstituto de Quimica. Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, 2005.



mesma é capaz de se introduzir na membrana lip&icssim, estudar o comportamento

deste sistema.
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Figura 2. Localizag&o e orientacao representativa (fora dal@sdos corantes C18-
Benzoxazol-N+(Me)2ClI- (esquerda) e C12-Fluorescéiraita) em uma bicamada lipidica.



2. CONCEITOS TEORICOS
2.1 TIPOS DE MODELOS DE BIOMEMBRANAS

Uma membrana biolégica pode ser definida como witddeseparatério que atua
como barreira compartimentalizante dentro ou aorréé uma célula. E quase sempre feita
de uma bicamada de lipideos, na maioria fosfolggdglicolipideos e colesterol, associados
de maneira semifluida com moléculas de proteinasguencontram mergulhadas na bicamada
(Figura 3¥.

Cadeig de carthoidratos

Lipidia

Figura 3. Representacdo esquematica da membrana plasinatica

A complexidade, o numero e diversidade dos fat@mslvidos e operantes nos
fenbmenos que ocorrem nas membranas celulares) faam que os estudos fisico-quimicos
nem sempre possam ser realizailogvo usando sistemas celulares. Assim, e numa primeira
fase, podem utilizar-se sistemasvitro, muito simples, que simulem pequenas partes desses
sistemas complexos. A partir da informacéo reti@ea estes sistemas pode-se usar sistemas
de maior complexidade, numa continua aproximac&osthbemas bioldgicos reais, de forma
a obter dados que possam ser extrapolados paagdasn vivo. Dos diversos modelos de

biomembranas desenvolvidos, os lipossomas sao taguess que mostraram ser mais

& Moura, S.P. Tese de Doutorado. Sdo Paulo, InstitetQuimica, Universidade de S&o Paulo, 2006.
° Murray, R.K.; Granner, D.K.; Mayes, P.A.; RodwallW. Harper’s lllustrated Biochemistry2003, McGraw-
Hill, USA, 262 edicao.
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adequadas uma vez que apresentam o0 ambiente quémanisotropico observado nas
membranas bioldgicas. Os lipossomas sao estruttn@sculares anfifilicas, ou seja,
moléculas que apresentam duas regides distintaspongdo hidrofébica, composta por uma
ou mais cadeias hidrocarbénicas saturadas ou iasaf e uma porcéo hidrofilica, composta
por um grupo polaf. Os anfifilicos podem ser classificados como:

o aniénicos dodecilsulfato de sédio 4 &,sSO ' Na"
o catidnicos brometo de diexadeciltrimetilamdnio <¢8,sN " MesBr
0 ndo-ibnicosmonoéter de dodecilexaoxietileno glicol ;5] OCH,CH,]sOH

o zwiteridnicos 3-dimetildodecilamino propano sulfonato wldsN*(Me)2(CH,)sSOs

Embora se usem surfactantes fosfolipidicos simtgtia elaboracdo de lipossomas, a
preferéncia vai para os compostos de origem nat@al fosfolipideos contendo colina
(fosfatidilcolina), geralmente denominados lec#iri&igura 4), sdo os mais abundantes na
natureza (encontram-se na gema dos ovos e naeso@)stituem o maior componente das
membranas naturais, sendo portanto bastante dakzaa formacéo de lipossomas para as
mais variadas aplicacdes. As lecitinas sdo molécaiaitteribnicas a pH fisiolégico e
possuem a vantagem de se poder manusear a tempeaatbiente sendo relativamente

inertes quimicamente e passiveis de serem obtidaxa custo.

| Fosfato | Colina |
)

Oleoil o

0 | /
! N
W\“/\H{D\_’,K/D E,P ‘-\.D_u.l" |t\..
Palmitol o Glicerol _

Figura 4. Estrutura quimica da Fosfatidilcolina mostrandseus componentes: duas cadeias

de acidos graxos (palmitoil e oleoil), glicerolsfato e uma amina quaternaria.

Uma das aplicacdes dos lipossomas sintéticos € emmcolo para conter farmacos.
Sua utilidade comaleliverytem como base sua habilidade de incorporar droggispouca
solubilidade em agua. Assim, o contato direto dgarcom fluidos sanguineos e tecidos pode
ser evitado (reduzindo irritacdo) e a droga € dilarpor um periodo de tempo prolongado
(liberacdo sustentada). Dentre os principios atermsapsulados nesses carreadores pode-se

10 Frézard, F.; Schettini, D.A.; Rocha, O.G. F.; Demali, C.Quim. Nova2005 28, 511.



citar antiinflamatérios esteroidais e ndo esteisjdarostaglandinas brono e vasodilatadoras,

agentes imunossupressores.letc

2.2 ESTUDO FOTOFISICO
2.2.1. Ultravioleta-Visivel

A absorcdo molecular na regido do espectro dovidleda e do visivel é dependente
da estrutura eletrdnica da molécula. A absorcacerbrgia € quantizada, resultando na
elevacdo dos elétrons de um orbital no estado foedtal, para um orbital de alta energia no
estado excitado. Para a maioria das estruturagomieds, a absor¢cdo nao ocorre
espontaneamente na regido do ultravioleta. Nacprdt espectroscopia ultravioleta esta
limitada para a maior parte dos sistemas conjugados

A energia total de uma molécula é a soma das iesserdetronica, vibracional e
rotacional. A energia absorvida na regido do ulblata produz mudanca na energia
eletrdnica da molécula, resultante de uma trangig&celétrons de valéncia da molécula. Esta
transicdo consiste de um orbital (normalmente dg ndo-ligante ou de um orbitalligante)

para o préximo orbital de mais alta energia (otlitailiganten* ou *) *°.

Antiligante &

n—-o o—a .. =
g Antiligante
o " g
= N—m L T—T
2| (&) Nao-ligante n
i
® Ligante m
(&) Ligante o

Figura 5. Transi¢des eletronicas na regiao do Uv-vis.

As principais caracteristica de uma banda de e#seono ultraviolta, sdo sua
intensidade e posicdo. A posicao da absorcdo pmmds ao comprimento de onda da
radiacdo que € igual a energia requerida para wengi¢do eletrénica. J4 a intensidade da
absorcdo é dependente de dois fatores: da pralzdslide interacdo entre a energia de

radiacéo e o sistema eletronico e da diferenca emivel fundamental e o estado excitado

' santos, L.E.R. Disseratcdo de Mestrado. Ribeir@tnPUniversidade de S&o Paulo, Faculdade dedfitgs
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, 2009.
12 Silverstein, BSpectrometric Identification of Organic Compouréfsedic&o.



Uma absor¢do intensa ocorre quando a transicamom@panhada por uma grande
mudanca no momento de transicdo. Absorcbes comegattes s > 10° sdo absorcdes de
alta intensidade; absorcées de baixa intensidadespmndem a valores dgax < 10°. A
absortividade ) de uma molécula pode ser calculada pela Lei debkeanBeer, mostrada
abaixo, onde\ é o valor de absorbancia medithé®@ o caminho 6tico (em centimetros) é a
concentracédo da solucéo utilizada em mti

e =Albc

Somente espécies moleculares absorvem luz neoregiéipreendida entre 200-800
nm. Esta absor¢do esta relacionada com a presergjéttbnsr e heteroatomos que possuem
pares de elétrons ndo-ligantes. Grupos cromoforasxecromos presentes nas estruturas
moleculares sdo o0s responsaveis pela absorcaoregita na estrutura molecular. A medida
gue ocorre a conjugacéo destes cromoforos, 0 makénabsorcdo desloca-se para regides de
menos energia. As absor¢des molares devem ser graitdes para croméforos com intensas
bandas de absorcdo e vice-versa. A magnitude derti@ibade reflete o tamanho do
cromoéforo e a probabilidade da transicdo em quEstéo

Os grupos cromoéforos sao grupos carregadores degemlmente compostos que
apresentam insaturacdes, podendo apresentar axonfigacdo. Os auxocromos, Sao grupos
gue intensificam a cor em uma molécula. Geralmséate grupamentos que possuem pelo
menos um par de elétrons ndo-ligantes. A sua pgasem estrutura da molécula acarreta em
um deslocamento no maximo de absorcdo. Caso aresanga aumente a conjugacdo da
molécula, ocorre um deslocamento para o vermelbslddamento batocrdmico — maiores
comprimentos de onda). Caso a sua presenca dimaneanjugacdo da molécula, o
deslocamento observado é para o azul (deslocarhgrgocrémico — menores comprimentos
de onday’.

2.2.2. Fluorescéncia

A luminescéncia molecular é a emissédo de radia&oomagnética (na regido do
ultravioleta proximo-visivel) proveniente de molisuque foram excitadas, retornando ao
seu estado fundamental. Esse fenbmeno é denomibaditoluminescéncia, quando a
absorcédo de fotons de luzvék) é o responsavel pela excitacdo da molécula peNagio de
elétrons de valéncia de um orbital menos energ@#a um orbital de maior energia. A
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dependendo da natureza do estado excitado envohadprocesso. Se o estado excitado
envolvido é singleto, onde o spin do elétron noitartexcitado mantém sua orientacéo
original, tem-se a fluorescéncia. Por outro ladofasforescéncia, a orientagdo do elétron que
foi promovido ao estado excitado é invertida (estexcitado tripleto). Em conseqiéncia da
retencdo da orientagdo original, o retorno de umpulacdo que se encontra no estado
excitado singleto para o estado fundamental (quectrater singleto), é permitido e ocorre
muito rapidamente (tempo de vida na ordem de nsjind} a fluorescéncia é intrinsecamente
um fendbmeno luminescente mais comum que a fosfones, competindo eficientemente
com processos de desativagdo ndo-radiativos ddcestaitado. Apos a absorcao de radiacéo
de comprimento de onda caracteristico, a populagienoléculas € promovida para um
estado excitado singleto. A molécula se desativa netaxamento através dos niveis
vibracionais de estados eletrbnicos de mesma Hitillipde até atingir o primeiro nivel
vibracional do estado excitado singleto de menargia. Os processos responsaveis pela
dissipagdo do excesso de energia em uma molécaoiadx estdo mostrados na Figura 6,
onde as linhas tracejadas correspondem a proae@saadiativos.

5
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Figura 6. Diagrama de Jablonski.

O fenébmeno de fluorescéncia foi descoberto em asedd século XIX pelo cientista
britanico George G. Stokes. Sua primeira observégate que o mineral fluorita apresentava

fluorescéncia quando iluminado com luz ultravigletacunhou a palavra “fluorescéncia”.

131 akowitz, JR.,Ed.Plennun Press: New Yark994 Vol 4.



Stokes observou que a luz fluorescente tem comptonde onda maior que a luz de
excitagdo, um fenbmeno que se tornou conhecido cdeslocamento de Stokes. O
microscoépio de fluorescéncia foi planejado no mido século XX por August Koéhler,
Reichert Carl e Lehman Heinrich, entre outros. Ntameto, seu potencial de aplicacdo so foi
descoberto décadas depis

Alexandre Jablonski (1898-1980) é conhecido com@ao da espectroscopia de
fluorescéncia. O princpal interesse deste cientistaa polarizacdo da fotoluminescéncia em
solucbes, e para explicar evidéncias experimemhbiglas em campo, ele diferenciou os
momentos de transicdo entre absor¢do e emissdo.tr&@iho resultou no conhecido
Diagrama de Jablonski (Figura 6), uma ferramentapmpde ser usada para explicar a cinética
e os espectros de fluorescéncia, fosforesc€ncia

2.3. HETEROCICLOS 2-(2-HIDROXIFENIL)BENZAZOLICOS C OMO SONDAS
FLUORESCENTES

Compostos heterociclicos sdo aqueles que apresemtea estrutura ciclica com um
ou mais heteroatomos presentes em uma estrutuhadece constituem uma grande
quantidade de moléculds Dentro desta familia de compostos organicos, ram-se 0s
heterociclos benzazélicos os quais contém um addica condensado a um anel benzénico.
Um anel azdlico caracteriza-se por apresentar ligtisroatomos nas posicées 1 e 3 de um
anel de cinco membros, sendo que um deles é sengioeno de nitrogénio. A introducéo de
um grupo 2’-hidroxifenil na posicdo 2 do anel azdlileva a formacdo dos heterociclos
chamados de 2-(2’-hidroxifenil)benzazoéis (Figura A) variacdo do heteroatomo azélico
produz diferentes derivados, sendo estes os beniiex@X = O), benzotiazdis (X = S) e
benzimidazéis (X = NH). Os 2-(2'-hidroxifenil)berzss caracterizam-se por apresentar
propriedades fotofisicas muito interessantes, coma intensa emissédo de fluorescéncia com
um grande deslocamento de Stokes devido a um nseeande transferéncia protdnica
intramolecular no estado eletrénico excitado. Hst@®meno confere a estes compostos
inimeras aplicacdes, tais como corantes para lssedas fluorescentes para a marcacdo de

biomoléculas, polimeros fluorescentes entre outros.

* Molecular Expression Microscopy Primer: Fluorescendabloski Diagram — Interactive Java Tutorial
15 Campo, L., F., Dissertacéo de Mestrado,Porto A&legrstituto de Quimica, UFRGS, 1999.
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Figura 7. Heterociclos 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazois (X3);
2-(2’-hidroxifenil)benzotiazdis (X = S) e 2-(2'dvioxifenil)benzimidazois (X = NH).

Quando uma molécula organica contém um grupo dadelom atomo de hidrogénio
(na Figura 7 o grupo 2’-OH) e um grupo aceptor @he (na Figura 7 o grupo N-3), uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular € formada stado eletronico fundamental. A absorcéo
de fotons ultravioleta provoca a transferéncia twona de hidrogénio do grupo acido para o
grupo basico no estado eletrdnico excitado em uro dntervalo de tempo (610! s).
Este fenbmeno é conhecido como transferéncia poatdmtramolecular no estado excitado
(ESIPT é o acrénimo utilizado do inglés). O tautéomeom o proéton transferido retorna a
forma inicial emitindo luz no visivel.

A transferéncia de um proton entre dois gruposimi@ mesma molécula ocasiona
grandes rearranjos eletronicos e estruturais, @ss gstdo associados com mudancas no
momento de dipolo e na geometria molecular. A Fidurepresenta o mecanismo de ESIPT
para os corantes do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazé&cm solventes polares e apréticos, o
tautdmero enol (f representa a espécie predominante no estadonfiemtal com uma forte
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o hiémg fendlico e o nitrogénio azdlico. A
excitacdo dessa espécie gera o enol em um estaaivnal excitado (B que, para perder
0 excesso de energia, € sucessivamente convertidtauitbmero ceto (C*) através da
transferéncia intramolecular do hidrogénio fendfica o atomo de nitrogénio.

De um outro ponto de vista, sabe-se que a mudaacadistribuicdo eletronica
ocasionada pela absorcdo de luz aumenta a acidend@s ao mesmo tempo em que N-
heterociclos tornam-se mais basicos. Sendo assiransferéncia do hidrogénio é facilitada
pelo maior carater acido-base no estado excitadpudmo estado fundamental e a forma ceto
(E') é a espécie predominante no estado excitadodeDpse a barreira de energia para que
ocorra a ESIPT é muito pequena, a velocidade dertemizacdo é muito rapida (&) e
por isso torna-se o principal canal de desativaxgia a forma enol (B. No tautdmero ceto
exciado (C*), os grupos N-H e C=0 também estaadbgapor forte ligacdo de hidrogénio

intramolecular que, emite fluorescéncia dando omigeuma forma de menor energia (C). A
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partir desta forma, o préton retorna ao seu estadial regenerando a forma normal)Bem

qualquer mudanca fotoquimica na molétula

Sl
ESIPT
H-0 /—\\
AN
g/l );>_<=/ ,H O\
E T ) H
I S X>=\:/
S[] Absorcio EIHilSﬁO «

Figura 8. Mecanismo de ESIPT.

A fluorescéncia ESIPT desta familia de moléculas s&lo utilizada como ferramenta
na area de biotecnologia para a marcacao de biomatecomo proteinas, além de torna-las
interessantes sondas para microambientes, sistg@inlégicos e nanocavidades. Moléculas
organicas fluorescentes tém sido sintetizadas agldig) a sistemas bioldgicos para atuarem
como sondas fluorescentes, apresentando uma asibiidade em concentragées muito
baixas de corante. A interacdo entre o substratrdbcente e a biomolécula pode ser de
natureza covalente ou simplesmente através desfalgadispersdo de van de Waals e/ou
London. Para que ocorra uma ligagdo covalente eie é necessario que a molécula de
corante tenha grupos que permitam a ligagdo na ddémmla, como por exemplo, o
isotiocianato, isocianato, cloreto de acila, eo&ros, que reagirdo com grupos amina, tiol,
hidroxila e carboxila presentes em algumas bio nuddéc

Um método muito usado em estudos de localizagdomemelos membranares,
membranas naturais e células, é a desativacag@bida fluorescéncia de uma sonda (Figura
9). Esta metodologia baseia-se no conhecimentmcklidacdo da sonda (fluoréforos) na
membrana lipidica. A fluorescéncia emitida por uratedminado fluoroforo contém
informacdes relacionadas ndo apenas com o fluarpfoas também acerca das células que o
rodeiam. O fundamento do método em estruturas @ayas envolve um fluoréforo

solubilizado no interior da estrutura ou adsorvalsua suprerficie, cuja fluorescéncia é

16 campo, L. F. Tese de Doutorado, Porto Alegreitiistde Quimica, UFRGS, 2003.
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suprimida pelo efeito da concentracé&npmeno de auto-absorgad fusdo com membranas

ndo marcadas leva a diluicdo do corante que vdltmeescet’,'®

1? Alta concentragéo de corante
J‘ Flus&0 X "\ > :_." 1 T A
3 i AL L

Sonda fluorescente

Figura 9. Representacdo pictérica de um ensaio de misturbipitieos baseada nself-
guenchingde fluorescéncia. A fluorescéncia da octadecilradan® incorporada (> 1:100)
em um membrana de lipideos é suprimida devidoesi@gdes corante—corante. A fusdo com
membranas sem 0 corante provoca a dispersdo da,smsililtando em um aumento de
fluorescéncia, que nesta figura estd representadauma mudanca de cor de preto para
verde?®,

" Hoekstra, D.; de Boer, T.; Klappe, K.; WilschutBibchem1984 23, 5675.

'8 Mertins, Omar, Tese de Doutorado, Universidadefédio Rio Grande do S008

19 http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/RefersiMolecular-Probes-The-Handbook/Technical-Notes-
and-Product-Highlights/Lipid-Mixing-Assays-of-Memare-Fusion.html consultado em 15/06/2010.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. SINTESE DOS DERIVADOS 2-(2’-HIDROXIFENIL)BENZO XAZOIS

Para a obtencdo de um derivado benzaxazol contedsticas estruturais anfifilicas e
fluorescente, partiu-se da sintese do 2-(5-amidaieoxifenil)benzoxazolpela ciclizagéo
térmica em acido polifosforico dmto-aminofenol e do acido 5-amino-salicilico, conforase
condicbes mostradas na Figura 10. ApOGs o términoredgdo, que foi avaliado por
cromatografia em camada delgada, a solucdo deasauea foi vertida em gelo picado e o
solido formado foi filtrado e neutralizado. O sélidbtido foi purificado por cromatografia

em coluna e a sua estrutura foi confirmada‘peRMN.

COOH HO
NH, OH N
O: . 1) APF, 180°C, 5h ‘C[ \
2 0,
OH HuN )H20, NaHCO3 10% g
(€] 2 3) NH;

Figura 10. Esquema de sintese do amino-benzoxazol

A reacdo do amino-benzoxatom epicloridrina formou o cloro-propil-benzoxazol
4 (Figura 11) que foi caracterizado pgét-RMN. Esta reacdo foi realizada mais de uma vez e
na primeira, o produto foi purificado em colunametografica utilizando-se uma mistura de
cloroférmio e acetona como eluentes (1:1). Comphrae os resultados deé-RMN para o
produto purificado e para os demais, ainda brutd® observou-se nenhuma mudanca
significativa. Desta forma] foi utilizado n&o purificado para a preparagca®.de

HO HO
@N _ C|/W @N\
g \ / EtOH 3
NH, N cl
&) (@) H/\of

Figura 11. Esquema de sintese do precursor cloro-propil-bexznA.

A molécula alvo C18-benzoxazol-{We),Cl 5 foi obtida a partir da reacdo deeom
a N,N-dimetiloctadecilamina (OTA). O benzoxazblfoi dissolvido em etanol e o pH da
solucéo foi corrigido até um pH 7. A OTA foi adineda gota-gota e a mistura ficou sob

agitacdo vigorosa por meia hora. Apés este tengoanéntida em refluxo por cinco dias e
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apos a evaporacdo do solvente, foi recristalizada@etona. O desenvolvimento da reacédo
foi acompanhado por cromatografia em camada deldzgta metodologia de sintese foi

seguida conforme a literatdf&:

C18H37N(CH3)2
EtOH, refluxo

Figura 12. Esquema de sintese da molécula alvo ClS-benzokﬁtlUlle)ZCI' 5.

C18H37

3.2. CARACTERIZACAO DOS BENZOXAZOIS 3 -5 POR *H-RMN

Para todas as moléculas sintetizadas neste toalmlbaracterizagdo espectroscopica
por *H-RMN foi de vital importancia para a elucidacdocenfirmacdo da estrutura das
mesmas. Para todos os casos, o espectrtHd@®N mostra o hidrogénio da hidroxila
fendlica como um singlete bastante estreito e esfoda@mento acima de 10 ppm. Um
hidroxila fendlica normalmente aparece na regidaal-deppm, dependendo do solvente, da
temperatura e da concentracdo. Quando uma ligag&aemblecular € formada, este
hidrogénio é desblindado e move-se pra frequémoas altas. Os deslocamentos quimicos
para os sistemas aromaticos sdo semelhantes gdasaa® compostos.

Nas Figuras 13-15, temos o espectrdHldRMN do compostat. Entre 4,2 e 3,8 ppm
vé-se o sistema alifatico, onde de 4,2-4,1 estéepte um multiplete, correspondente a 1
hidrogénio, referente ao —CH ligado a hidroxila. B2 e em 3,27 ppm aparecem dois
dubletes de dubletes cada um correspondente ardgéido (H e H;) e em 3,72 ppm um
multiplete correspondente a 2 hidrogénios éH;). Também é possivel identificar o sinal de
—NH-H em 2,5 ppm.

% Moss, R. A., Kotchevar, A. T.; Park, B. D.; ScnmP.Langmuir1996 12, 2200..
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Figura 13. *H-RMN do compostogr em cloroformlo deuterado.
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Figura 14. Expanséo do sistema alifatico 4le
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Figura 15. Expansao do sistema aromaticodde

As Figuras 16-18 mostram o espectrdtdeRMN do produtds bem como das regiées
alifaticas e aromaticas expandidas. Na regido ceemalida entre 7,6-6,8 ppm localizam-se os
hidrogénios arométicos com uma area de integragéespondente a sete hidrogénios. Na

regiao dos alifaticos entre 4,7-3,3 ppm observamssgidrogénios HH, correspondentes ao

2 Kotchevar, A. T.; Moss, R. A.; Scrimin, P.; TeajlP.; Zhang, HTetrahedron Lett1994 35, 4927.
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benzoxazol4d. A parte da moléculd que é caracterizada pela cadeia do sal de ambnio
guaternario lipofilico entre 3,4-0,8 ppm. Nesta i@eg podemos observar 0s sinais
caracteristicos das duas metilas ligadas ao at@mmutibgénio quaternario em torno de 3,2
ppm. Da cadeia de C18, o —g¢Hgado ao nitrogénio aparece desblindado junto e@m
metilas, dois —Cklaparecem entre 2,4-1,48 ppm na forma de multgléatre 1,3-0,9 ppm
aparecem 28 hidrogénios da cadeia alquilica. Enpfn8 aparece como um triplete a metila

terminal.

CigH37

QL
) HﬁO/H\N\_

I -

| | | | | | | |
ppm (tL 10.0 5.C 0.0

Figura 14.*H-RMN do compost& em cloroférmio deuterado.
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Figura 17. Expanséo do sistema alifatico do compésto
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Figura 18. Expanséo do sistema aroméatico para o comgnsto

3.3. CARACTERIZACAO DOS BENZOXAZOIS 3 -5 POR INFRAVERMELHO

Todos o0s compostos sintetizados neste trabalho mfoi@racterizados por
espectroscopia no infravermelho (IV). Na Figura 20 possivel ver claramente o
desaparecimento do sinal do estiramento assimétiet (3407 cnl) do compostd3 em
detrimento do aparecimento do sinal de estiramiritb(3322 cnt) indicando a formagéo de

uma amina secundaria como esperado para 0 composto

r T r T r T r T r
4000 3500 3000 2500 2000 1500

Numero de onda (cm™)

Figura 15. Comparacéo das bandas do espectro de infravermethcompostol e 4.
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O IV do C18-Benzazol-NCHs), (5) apresentou estiramento C-H alifatico bem
intenso em 2916 che 2849 crii indicando a presenca de uma cadeia alifatica longa
composto desejado. Comprando o IV do compdst@om 0s espectros encontrados na
literatur&® para um sistema similar ao pretendido, com e sitrngénio quaternario, é
possivel ver claramente a semelhanga entre o cémnpaosbtido e o da referéncia com o
nitrogénio quaternario. E possivel ver também umadh alargada acima de 3000“tm
referente a hidroxila da molécula. Em 1636’cemcontra-se o estiramento C=C do sistema
aromatico. Nao foi possivel visualizar o estiramer€=C-H, pois este sai em uma mesma
regiao que o sinal do estiramento —O-H e, provagate, foi encoberto pelo mesmo.

HeoN—(CHalq7 —HMe

oo

50—+

TERNSALTTANCED %1

T T T
2000 1500 Looo 500
HAVENUHBER! -]

T
4000 000

Figura 16. Espectro de IV do composto referécia ndo quatsiiz.

“Integrated Spectra Database System of Organic Qamaiso (Data were obtained from the National Inttitf
Advanced Industrial Science and Technology(Japan)).

19



Mez*N—1{CHz 17 —He « C1°

Loo

TRAMSHITTANCEI 1
@
a
1

o T T
4000 3000

T T T
2000 1500 Looo 500
HAVENUHBERI -1

Figura 17. Espectro de IV do composto referéngisternizadd.
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Figura 18. Espectro de IV do composko

3.4. CARACTERIZACAO DOS BENZOXAZOIS 3-5 POR ULTRAVIOLETA-
VISIVEL

Com os trés compostos sintetizad® 4 e 5) foram preparadas solugcbes de
concentracdes na ordem de*1A0° e 10° mol.L* e suas absorcdes na regido do UV-vis
foram medidas bem como suas fluorescéncias. Estasnf medidas utilizando-se os
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comprimentos de onda referentes aos maximos decalesdOs valores numéricos obtidos

encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 1. Maximos de absorcdo no UV-Vis para as moléc3lagd e 5 e absortividades

molares médias.

Molécula A(mm) e (L.molt.cm?)
3 368 1,132x16
4 377 9,374x19
5 378 4,173x1d
HO HO, HQ
Coo O Oy
o o o /
@ o @ H/\‘OH/\CI ©) M/E/H\N\_CBH‘”

A modificagdo feitano composto3, notadamente no NI para a obtencdo dos
compostog e5, provocou um deslocamento batocromico no espédetibsorcéo.

A diminuicdo dos valores dg significam uma transferéncia eletronicar* mais
dificil de ocorrer. Quanto maiores os valoresdenais facilmente uma transicéo eletrénica
acontece, pois mais proximos estdo os orbitais leides. O grupo NH, por ser um forte
doador, diminui 0 gap de energia entre os orbitaig, por iSso apresenta um maior valor de
e. O espectro de absorgédo para os compostos podestena Figura 23 onde 0s maximos

foram normalizados.
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Figura 19. Espectro de absor¢éo para os compdtas

3.5. CARACTERIZACAO DOS BENZOXAZOIS 3 -5 POR FLUORESCENCIA

Os compostos sintetizados apresentam duas bandamsiskfio, sendo que 0s maiores
comprimentos de onda estéo relacionados ao tautboeto. Os menores comprimentos de
onda séo relativos as espécies na forma enol elgxacédo esta em competicdo com o
mecanismo ESIPT. Estes resultados podem ser viatdabela 2 abaixo e também na Figura
24.

Tabela 2.Maximos de excitacao de fluorescéncia para as mialgg, 4 e 5.

Molécula A1(nm) A Stokes A2nm) A Stokes
3 444 76 560 192
4 460 83 565 188
5 468 90 565 187
HO
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Figura 20. Espectro de emisséo para 0s compo3tbs

Para estudar o comportamento fotofisico do C18-®@awl|5 em uma solucdo de
lipossoma feito com fosfatidilcolina (gentiimenedao pelo laboratério da Professora Nadya
Pesce da Silveira desta Universidatig)reparou-se uma solucdo do corante em etanol com
concentracdo de 2,7xt0mol/L. Desta solucdo, retirou-se uma aliquota dellque foi
misturada com 1 mL da solucdo aquosa de lipossammauma concentracdo de 7,610
mol/L A mistura ficou sob agitacdo magnética em peratura ambiente por 1 hora e,
trasncorrido este tempo, fez-se as medidas deeBuéncia. Os resultados estdo apresentados
na Figura 25. Em cloroférmio observamos que o derapresenta duas bandas de emissao
(ESIPT e enol) e em etanol apenas uma banda de&nisi observada (enol) conforme o
comportamento esperado para estas moléculas. Ngdeotle lipossoma a emissao enol é
predominante, embora a emissdo ESIPT também témbaokservada. Uma analise prévia
deste resultado, indica que a maioria das moléaldagorante5 estdo com a parte do
fluoréforo em contato com a parte aquosa do lipmss@ a parte alquilica C18 deve estar no

mesmo ambiente apolar que as cadeias alquilichgadsoma.
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Figura 21. Espectros de fluorescéncia do C18-Benzoxaah3CHCl, (—* ), em EtOH

(—=—) e na solucao de liposson—i—).
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4. CONCLUSAO

A nova sonda C18-Benzoxazol{Me),CI foi sintetizada com 25% de rendimento e a
sua estrutura foi confirmada pdH-RMN e por IV. Outras técnicas de determinacao
estrutural encontram-se em andamento.

A incorporacdo do sal de aménio lipofilico C18 aorante 2-(5-amino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol provocou um deslocamenttobi@mico no espectro de UV-vis e
uma diminuicdo do coeficiente de absortividade mdivido a supressdo do grupo doador
NH,. O sal quaternario mostrou-se fluorescente nadoeglo visivel. Os compostos
sintetizados apresentam duas bandas de emisséo,m&n 0s maiores comprimentos de onda
estao relacionados ao tautdmero ceto e os memefasyos as espécies na forma enol cuja
relaxacao estd em competicdo com o mecanismo ESIPT.

Quando incorporada a uma solucao de lipossomaddatitliicolina, o novo corante
C18 apresentou um aumento na intensidade de fl@reis 0 que o0 torna um promissor

marcador molecular fluorescente para bicamadatidis.
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5. EXPERIMENTAL
5.1 EQUIPAMENTOS

A parte experimental deste trabalho foi desendalvho Laboratério de Novos
Materiais Orgéanicos (LMNO), nesta universidade b aoorientacdo da Prof. Dra. Leandra
Franciscato CampoAs analises realizadas foram feitas no Instituto Ql&imica e os
equipamentos utilizados foram:

a) RMN'H e ’C: As anélises de RMN foram realizadas em aparafaoisn Inova e
Varian VNMRs. Os espectros de hidrogénio foramdustia 300 MHz e os de carbono 50
MHz e/ou 75,4 MHz em tubos de 5 mm de diametro.

b) IV: As analises de absorcdo no infravermelhoarforrealizadas em um
espectrometro Mattson Galaxy Série FT-IR3000 mo@6R0 e Varian 640-IR FT-IR pela
técnica usando pastilha de KBr e ATR.

c) Absorcdo UV-VIS: Espectrofotometro Shimadzu UAbQ

d) Emisséao de fluorescéncia: Espectrofluorimetion&tizu RF-5301PC.

e) Evaporacao de Solventes: Extracdo de SolveRtesevaporador Biichi R-114.

5.2. REAGENTES UTILIZADOS

Na realizacdo deste trabalho foram utilizados amiisges reagentes: pentoxido de
foforo P.A. (Vetec), acido 5-amino-salicilico (Aidh), orto-aminofenol, acido polifosfporico
P.A. (Riedel-de-Haén), epicloridrina (Alclor) e otadecildimetilamina (Acros), etanol
(Merck), acetona (Vetec), cloroférmio Vetec. Todos solventes foram utilizados sem
purificacdo prévia. Silicagel 60 (Merck) foi utéida para cromatografia em coluna. Faz-se
necessario ressaltar o cuidado que se deve tealzlhar com a epicloridrina, reagente este

gue produz vapor inflamavel e que é venenoso.

5.3 SINTESE DOS CORANTES
5.3.1 Preparacéo do acido polifosférico (APF)

O &cido polifosférico utilizado foi o adquirido cencialmente ou o preparado pela
dissolugédo de 38g.0s em 21 mL HPQO, pré-aquecido a 90°C e sob agitacdo magnética.
ApOGs a solubilizacdo do,©s, a mistura é utilizada imediatamente ou entacgsfiada a
temperatura ambiente e guardada em frasco fecheeldeelo (muito higroscépica).
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5.3.2 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (3)

Uma mistura composta por 13 mmol de &cido 5-amabicibico (2) e da
correspondente anilinarto-substituida(1) em 10 mL de &cido polifosforico, foi aquecida a
temperatura de 200 °C por 4 horas sob agitacami®ep resfriada, a mistura foi vertida em
agua gelada. O precipitado obtido foi neutralizadm solugdo de carbonato de célcio 10%,
filtrado, lavado com agua e seco. O produto obfid@urificado em coluna de silicagel com
diclorometano como eluente. O resultado da pugéioa foi um solido amarelo com
rendimento de 68%.

Ponto de fusédo: 174-175 °C.

IV (KBr, cm™): 3407 gasNH); 3330(vsNH,): 1630 e 1545varom C=C).

RMN de'H (CDCI3, 300MHz,8 em ppm): 10,94 (s, 1H, OH); 7,83-6,74 (m, 7H, Hs, Hs,
H-, Hs', Hy', He).

5.3.3 2-(5'-N-3-cloro-2-hidroxipropil-2’-hidroxife nil)benzoxazol (4)

1,29 mmol do produt® foi solubilizado em etanol e adicionado (funil ddigéo)
sobre 5,16 mmol de epicloridrina & 45°C. A mistiitau sob agitacéo e refluxo por 24 horas,
ocorrendo a formacg&o de um precipitado. O solvémtevaporado. O rendimento para esta
reacao foi de 88,27%.

Ponto de fusédo: 117-120°C.

IV (KBr, cm™): 3322 ¢ NH); 2904; 1622 e 1587 (arom C=C).

RMN de'H (CDCI3, 300MHz3 em ppm): 7,6-6,9 ppm (m, 7H, aromaticos); 4,20@84,(m,
1H, -CHOH-); 3.42 (ddJ = 12.86, 4.18 Hz, 1H); 3.27 (dd,= 12.90, 7.31 Hz, 1H); 3.27 (dd,
J =12.90, 7.31 Hz, 1H), 3.72 (dd = 6.46, 5.35 Hz, 1H).

5.3.4 C18-Benzazol-N+(Me)2 (5)

O composto5 foi obtido pela solubilizacdo de 0,314 mmol d&’-N-3-cloro-2-
hidroxipropil-2’-hidroxifenil)benzoxazol 4) em etanol suficiente e posterior adicdo sobre
0,689 mmol de OTA. A mistura foi mantida sob adgitag refluxo por 6 dias. Apds este
tempo, o excesso de solvente foi evaporado. Acajelzala foi adicionada e o sistema ficou
em geladeira durante a noite, ocorrendo a formagiam precipitado que, foi filtrado. A
sequencia de adicdo de acetona gelada e precpitsig&petida até que ndo houvesse mais a
formacgé&o de precipitado. O rendimento foi de 25%.
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Ponto de fusdo: Decompdem acima de 200 °C.

IV (KBr, cm™): 2916 e 2849y(-C-H alifatico); 2904; 1636 (C=C arom) >3000 (-OH)

RMN de'H (CDCI3, 300MHz3 em ppm): 7,6-6,9 ppm (m, 7H, aromaticos); 4,7¢m51H,
-CHOH-); 3,9-3,3 (m, 4H); 3,2-3,1 (s alargado, 8Rlp-1,48 (m, 4H); 1,3-0,9 (m, 28H); 0,8
(t, 3H).

5.3.5 Solugéo de Lipossomas
O preparo da solucdo de lipossomas utilizada, e fconforme literaturd 60 mg de

lecitina foram dissolvidos em 10 mL de acetato tila e uma porgédo aquosa foi adicionada
ocorrendo a formacdo de duas fases. A misturaubmstida a sonicagédo, ocorrendo a
formacgéo das micelas. O solvente organico foi eragmo concentrando as micelas. Na etapa

final, sob agitagcéo, os lipossomas sédo formadosigt@ma tornou-se um liquido leitoso.
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