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RESUMO

Os compostos benzazolicos representam uma importante classe de fluordforos
que apresentam uma intensa emissdo de fluorescéncia na regido do UV-Vis. Mais
especificamente, derivados do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol fazem uma troca
protonica entre o oxigénio e o nitrogénio azolico e por isso, fluorescem através de um
mecanismo conhecido como ESIPT (Excited State Intramolecular Proton-Transfer).

Este trabalho visa a sintese ¢ o estudo do comportamento ESIPT de novas
sondas em lipossomas lipidicos, para isso, foram sintetizados compostos lipofilicos
fluorescentes a partir do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol. Através da reagdo
deste benzoxazol com o iodo-octano, o acido estedrico e o acido oléico obteve-se,
respectivamente, um N-alquilbenzoxazol com C8:0 e duas amidas graxas com C18:0 e
C18:1. Os rendimentos das reagdes foram de 35% para o composto 5, 50% para os
compostos 7-8, ¢ 80% para o composto 3. As estruturas dos compostos foram
confirmadas por RMN de 1H e "C, FTIR ¢ CHN. Com relagio as caracteristicas
fotofisicas, as duas amidas graxas apresentaram fluorescéncia da regido do verde e a
amina secundaria na regido do laranja.

Com as duas amidas graxas (C18:0 e C18:1) e a amina (C8:0) foram feitas
solugdes aquosas de lipossomas com a L-a-fosfatidilcolina (PC), o 1,2-dipalmitoil-
glicero-3-fosfocolina (DPPC) e o cis-1,2-dioleoil-glicero-3-fosfocolina (DOPC).
Através da caracterizacdo das solugdes lipidicas pelas espectroscopias de absor¢do e de
emissao, concluiu-se que a sonda C8:0 ndo ¢ suficientemente lipofilica para se inserir no
ambiente apolar dos lipossomas, ao passo que as sondas C18:1 e C18:0 foram
completamente inseridas nesta por¢ao da estrutura supramolecular de que sdo feitos os

lipossomas.

Palavras-chave: ESIPT, Benzoxazol, sondas lipofilicas, fluorescéncia.
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1. INTRODUCAO

Os compostos benzazolicos (Figura A) representam uma importante classe de
fluoroforos que apresentam uma intensa emissao de fluorescéncia na regido do UV-Vis.
De acordo com o dtomo substituinte na posicao 1, que pode ser O, S ou N, classificam
em benzoxazdis, benzotiaz6is e benzimidazois, respectivamente.

Figura A: Familia dos Benzazdis.
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Sua estrutura, como ilustrado na Figura A, compreende um anel fenodlico
condensado a um anel azolico. Essa classe de compostos possui na posi¢cao 2, uma
posicao suscetivel a substituicdo. Quando substituido por um anel fenoélico contendo um
grupamento  amino, esse, da origem aos derivados 2-(5’-amino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol (Figura 2). Esse derivados realizam uma troca protonica entre o
oxigénio e o nitrogénio azolico e por isso, fluorescem através de um mecanismo
conhecido como ESIPT (Excited State Intramolecular Proton-Transfer).

Figura B: Descricdo estrutural do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol.

Além de realizarem ESIPT, o grupamento amino presente na molécula, confere
reatividade a ela e possibilita a obteng¢ao de novas estruturas por meio de reagdes através
da amina. Assim, sdo facilmente obtidos compostos lipofilicos a partir de substituicao
nucleofilica ou adicdo a carbonila, por exemplo.

A sintese de compostos fluorescentes que apresentem lipofilicidade permite,
além do estudo acerca da fotofisica desses novos compostos, a compreensao de como 0s
benzoxazois se comportam quando inseridos em membranas sintéticas construidas a
partir de lipideos. Paralelamente, se variarmos o tamanho da cadeia alquilica, que

confere maior ou menor lipofilicidade a estrutura e também adicionarmos cadeias com



insaturacdes, podemos analisar a influencia desses dois fatores na interagdo membrana-
sonda.

O principal motivo para esse estudo ¢ que sabendo se os novos benzoxazdis
interagem com as membranas sintéticas e se interagem, a forma como o fazem,
podemos extrapolar a aplicacdo para sistemas vivos, onde o fluor6éforo atue como

marcador celular permitindo o imageamento.



2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 2-(5’-AMINO-2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL

Os compostos benzazolicos sdo uma classe importante de fluoréforos, tendo, em
diversas areas, inumeras aplicacdes, tais como materiais poliméricos, dispositivos
opticos, sondas entre outros. O 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil) benzoxazol (Fig. 1) possui
um anel benzdlico condensado a um anel azdlico contendo um oxigénio e um nitrogénio
nas posi¢des 1 e 3, e ¢ substituido por um grupamento fenila com uma hidroxila em
posi¢do orto € um grupo amino na posicdo meta. Tal estrutura permite que haja troca
protonica entre o oxigénio € o nitrogénio azodlico fazendo com que o composto
apresente propriedades fotofisicas interessantes como intensa emissdo de fluorescéncia
e um grande deslocamento de Stokes devido a um mecanismo conhecido como ESIPT
(Excited State Intramolecular Proton Transfer).

Com todas essas caracteristicas fisicas e quimicas, o 2-(5’-amino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol ¢ um excelente precursor para a sintese de sondas de
membrana, pois 0 grupamento amino tem alta reatividade, podendo ser substituido por
ligantes de interesse ao trabalho, no caso cadeias lipofilicas. Por outro lado, a alta
intensidade de emissdao de fluorescéncia e o grande deslocamento de Stokes fazem com
que os resultados obtidos a partir do estudo fotofisico sejam uteis e relevantes para a

elucidacao da estrutura das novas sondas em membranas sintéticas.

Figura 1: Estrutura do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol.

2.2 FLUORESCENCIA

O espectro eletromagnético apresenta radiagdes com comprimento de onda
desde as ondas de radio até os raios cosmicos, sendo que cada comprimento de onda
estd relacionado com uma determinada energia (PAVIA, LAMPMAN, KRIZ,
VYVYAN, 2010). Quando essa radiagdo entra em contato com a matéria podem ocorrer
diversos processos: reflexdo, espalhamento e o processo de interesse, a absor¢ao

(OWEN, 2000). Ao absorver a radiagdo, a molécula passa a um estado excitado, que



pode ser eletronico, vibracional ou rotacional, de acordo com a energia proveniente da
radiacdo absorvida e pode retornar ao fundamental através de diferentes mecanismos,
dependendo de suas caracteristicas estruturais, como ilustra o diagrama de Jablonsky

(Figura 2).

Figura 2: Diagrama de Jablonsky (LACOWICZ, 2006).
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Analisando de maneira mais detalhada o diagrama de Jablonky, que ilustra os
processos fotofisicos que acorrem quando a matéria interage com a radiacao, a molécula
ao absorver um foton, passa do estado fundamental (Sy) para o 1° ou 2° estado excitado
singlete (S; ou S;), onde pode decair ao Sy, emitindo fluorescéncia, relaxar
vibracionalmente através de uma conversao interna (IC) ou passar para um estado
excitado triplete (T;) através de uma conversdo intersistema (ISC), posteriormente
fosforescendo (LACOWICZ, 2006).

Os compostos estudados nesse trabalho, por apresentarem estrutura rigida e
conjugacao estendida, apresentam como processo de decaimento energético a

fluorescéncia e o mecanismo pelo qual ela ocorre ¢ chamado de ESIPT.

2.3 TRANSFERENCIA PROTONICA INTRAMOLECULAR NO ESTADO
EXCITADO (ESIPT)

A transferéncia protonica intramolecular no estado excitado ¢ uma
fototautomerizacao no estado excitado (NISHIY A, 1986), que ocorre em heterociclos

em que haja um grupo 4cido doador e um grupo bésico receptor, como € o caso dos 2-



(5’-amino-2’-hidroxifenil) benzoxazol, onde o doador do préton € o oxigénio fenolico e
o receptor, o nitrogénio azoélico.

O mecanismo inicia com a absor¢do de radiacdo Uv-Vis pelo composto na sua
forma enol-cis fundamental (E), o qual passa ao estado enol excitado (E*), onde
rapidamente converte-se ao tautomero ceto (K*) pela transferéncia do préton. No estado
excitado, o hidrogénio ¢ mais acido e o nitrogénio mais basico, assim a forma mais
estavel ¢ a ceto, os dois grupos (C=0 e NH) também se encontram ligados por ligacdo
de hidrogénio. Posteriormente, hd o decaimento da forma ceto excitada (K*) para a

forma ceto fundamental (K) e a emissdao de fluorescéncia. No estado fundamental, o

composto retorna a forma ceto e o ciclo fotofisico (Figura 3) ¢ finalizado.

Figura 3: Mecanismo de ESIPT de 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol
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2.4 LIPIDEOS E ESTRUTURAS LIPIDICAS

Os lipideos sdo uma classe de compostos que possuem uma grande diversidade
quimica. Uma defini¢do e também caracteristica marcante ¢ a sua insolubilidade em

agua. As suas fungdes biologicas sdo tdo amplas quanto a sua diversidade quimica

Fosfolipideos sdo os elementos mais importantes na estruturacao das membranas

celulares. Outros lipideos, mesmo em pequenas quantidades, exercem atividades

essenciais como coenzimas, pigmentos para absor¢do de luz, sitios hidrofobicos para
proteinas, agentes emulsificantes no trato digestivo, hormdnios e muitas outras
Ressalta-se também o seu papel de isolante térmico, crucial para a manuten¢do da vida
de espécies em lugares com baixas temperaturas. Desequilibrios no metabolismo destas

moléculas podem levar a problemas clinicos como aterosclerose e obesidade



Os lipideos utilizados nesse trabalho sdo os fosfolipideos. Apresentam na sua
estrutura um grupo polar, composto por um grupo fosfato e geralmente por uma amina
quaterndria, € uma parte apolar, composta por cadeias alquilicas saturadas ou
insaturadas. A parte apolar que rege a forma com que os fosfolipideos interagem (Figura
4), a auséncia ou a presenca de insaturagdes nas cadeias alquilicas faz com que os
agregados se estruturem de maneiram levemente diferente, o que influi na

permeabilidade da membrana por eles gerada.

Figura 4: Interacao de fosfolipideos (LEHNINGER, 2006).
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Devido as suas caracteristicas estruturais mencionadas anteriormente, os lipideos
apresentam diferentes organizacdes, entre elas micelas, micelas reversas, lipossomas,

bicamadas, entre outras. Abaixo estdo ilustradas algumas delas.

Figura S: Tipos de estruturas lipidicas

(http://en.wikipedia.org/wiki/Micelle, acessado em 02/12/12)

Essas estruturas sdo formadas dependendo do meio em que se encontram e tem o

objetivo de estabilizar o sistema como um todo. Por serem anfifilicas, se o meio ¢ polar,



tendem a isolar a parte apolar do meio e se o meio € apolar, ocorre o inverso. A
temperatura ¢ outro fator importante na organiza¢do de moléculas anfifilicas em

sistemas polares, tendo em vista que a temperatura pode inverter a polarizagdo.

(HOMBERG, JONSSON, 2002).



3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar corantes lipofilicos fluorescentes por ESIPT, bem como a realizacdo do

estudo do comportamento fotofisico dos mesmos quando inseridos em lipossomas

lipidicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

i)

Sintese do precursor fluorescente 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol;
Sintese dos novos corantes  fluorescentes  2-(5’-octilamino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol, 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol e 2-
(5’-oleamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol;

Caracterizacdo dos corantes sintetizados por técnicas espectroscopicas de 'H
e "C-RMN, FTIR e CHN;

Estudo fotofisico dos corantes sintetizados por absor¢do no Uv-Vis e
emissao de fluorescéncia em solucgao;

Obtencao de lipossomas lipidicos com cada um dos corantes sintetizados;

Estudo fotofisico dos lipossomas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SINTESE DO 2-(5’-AMINO-2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL (3)

O procedimento de sintese do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (3) foi
realizado através de um reacdo de condensagdo entre acido 5-aminosalicilico (1) e o o-
aminofenol (2), utilizando 4cido polifosférico (APF) (HEIN, 1957) como solvente e
catalisador acido da reac¢do (Esquema 1).

O mecanismo de atuacdo do APF (Figura 6) foi estudado (YING-HUNG SO,
1997) principalmente, através da técnica de ressonancia magnética nuclear, através da
qual os autores analisaram o comportamento do 4cido junto a diversos reagentes em

varias temperaturas, compreendendo, assim, o papel do 4cido na sintese do benzoxazol.

Esquema 1: Sintese do precursor 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol.

OH HO
H,N N
</ />—CO0H+ jij APF, 5h, 180°C Oi A\
HO Y
1 2 3 NH,

H,N

Por meio desse estudo, t€ém-se o conhecimento de que a primeira etapa reacional
ocorre através da ligacao entre o acido 1 e o APF, formando um anidrido polifosforico.
Posteriormente, ha o ataque nucleofilico do oxigénio do fenol ao carbono eletrofilico do
anidrido dando origem a um éster, que converte-se a amida correspondente. A ultima
etapa da reacgdo ¢ a ciclizacdo e formagdo do anel azdlico, pelo ataque do oxigénio ao
carbono carbonilico gerando o anel e consequente desidratacdo para a formacao da

ligacao dupla, esta etapa ocorre com o auxilio do APF que atua com agente desidratante.



Figura 6: Mecanismo de sintese do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol.

(YING-HUNG SO, 1997)
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4.2 SINTESE DOS BENZOXAZOIS LIPOF{LICOS

A inser¢do de grupos lipofilicos na estrutura do 2-(5’-amino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol tem como objetivo principal o estudo do comportamento destes
em lipossomas obtidos a partir de diferentes lipideos: o 1,2-dipalmitoil-glicero-3-
fosfatidilcolina (C18:0); o 1,2-dioleoil-glicero-3-fosfatidilcolina (C18:2); e um misto L-
a-fosfatidilcolina (C16:0-C18:1), como mostra a Figura 7.

Desse modo, foram escolhidos reagentes que dessem caracteristicas lipofilicas
ao 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol. Escolheu-se iodo-octano por possuir uma
cadeia curta (comparativamente aos C18) e saturada (C8:0), o acido estedrico por
possuir uma cadeia longa e saturada (C18:0), e por fim o 4cido oléico, que tem uma
cadeia longa com um insaturagdo (C18:1) (Fig. 7).

Com esses trés novos corantes lipofilicos foi possivel avaliar a influéncia do
tamanho da cadeia do corante e também a influéncia da existéncia da insaturagdo na

cadeia carbOnica sobre as caracteristicas fotofisicas.
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Figura 7: Corantes e lipideos utilizados para a obtengdo de membranas sintéticas.

- a- -
¢ X3 & a & &K

4.2.1 Sintese do 2-(5’-octilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (5)

Para a sintese de 5, realizou-se uma reagdo de substitui¢do nucleofilica
bimolecular através do grupo amino de 3 como nucledfilo e o iodo-octano (4) como
substrato (FANG, 2001; RAIMUNDO, 2002) (Esquema 2). O solvente da reagdo foi a
2-butanona, que € inerte aos reagentes € com caracteristica ideais para reagdes do tipo
Sn2, além de ter um ponto de ebuli¢do alto (80 °C) tendo em vista que a reacdo ocorre
em refluxo. Foi adicionado K,CO; s6lido como base para a retirada do préton do grupo

amino apo6s o ataque nucleofilico sob o iodo-octano.

Esquema 2: Sintese do 2-(5’-octilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol.

HO N
N |
C[ AN N N Butan-2-ona, K,CO; [0
1 = refluxo, 24h>
(0]
3 NH, 4 5

OH
HN ~ N NN
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O nucleofilo (grupo amino do benzoxazol 5) ataca o substrato como mostrado na
Figura 8, gerando um estado de transi¢do onde ha a formacdo parcial de uma nova
ligacdo nucleofilo-substrato e o rompimento parcial da ligagao substrato-grupo de saida.
Esse estado de transicao leva a formacao do produto final com a liberagao do grupo de
saida. A ultima etapa de reacdo ¢ a remoc¢do do hidrogénio ligado ao nitrogénio

quaternario pela base, gerando assim, o produto final.

Figura 8: Mecanismo proposto para a sintese do 2-(5’-octilamino-2’-

hidroxifenil)benzoxazol (5).

HO HO
N N
\ \
g o .
oNHH NH , KT
w K'HCO;?
—_— K+ CO5?
K'T

A Figura 9 apresenta o espectro de infravermelho do composto 5 em KBr. Na
regido acima de 3000 cm™ podem ser observadas as bandas referentes aos estiramentos
das ligagdes -OH e —NH. Apesar da sobreposicdo das bandas de estiramento da
hidroxila a da amina secundaria, podemos perceber que ndo ha a existéncia das duas
bandas de estiramento simétrico e assimétrico do grupo amino do composto de partida
5, confirmando a substitui¢do da cadeia alquilica. Na regido abaixo de 3000 cm™,
destacam-se, os estiramentos simétrico e assimétrico das ligagdes -C-H, em 2930 e 2840

cm™.
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Figura 9: Espectro de Infravermelho do 2-(5’-octilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol

(5).
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A Figura 10 apresenta o espectro de 'H-RMN do composto 5 em CDCls.
Observa-se na regido de frequéncias altas, em 10,89 ppm o hidrogénio da hidroxila
fendlica, na regido dos aromaticos, os sete hidrogénios do anel benzolico e ao fendlico
ligado a ele, entre 7,75 e 6,76 ppm. Na regido de frequéncias mais baixas, identificamos
todos os hidrogénios alifaticos e o hidrogénio do grupamento amino. Considerando
como carbono a (Ca) o carbono ligado diretamente ao nitrogénio e carbono h (Ch) o
ultimo carbono da cadeia alquilica, observa-se em 3,14 ppm, o tripleto referente aos
dois hidrogénios ligados ao Ca, em 2,84 ppm o singleto largo do higrogénio da amina,
em 1,64 ppm, o quintopleto referente aos hidrogénios ligados a Cb, em 1,34 ppm, todos
os hidrogénios ligados aos carbonos internos da cadeia (Ce-Cg) e por fim, em 0,89

ppm, os hidrogénios metilicos ligados a Ch.

13



Figura 10: Espectro de 'H-RMN (300MHz, CDCl;) do 2-(5’-octilamino-2’-

hidroxifenil)benzoxazol (7).

N | Lol

4.2.2 Sintese do 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (7)
Foram realizados quatro procedimentos experimentais diferentes para a sintese
do corante lipofilico 7, tendo em vista que, primeiramente, ndo se obteve o produto

desejado ou ndo foi possivel a sua purificagao.

4.2.2.1 DCC como reagente de acoplamento

A primeira metodologia utilizada para a sintese do corante 7 foi através da
reacdo de condensagdo entre 3 e o 4cido estedrico (6) com o auxilio dos reagente de
acoplamento N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
como catalisador basico (DERAEVE, 2011; MASU, 2006; IMABEPPU, 2006)
(Esquema 3). A reacdo acorre em duas etapas, a primeira delas ¢ entre o acido
carboxilico e o reagente de acoplamento e tem a func¢do de ativar o acido. A segunda
etapa ¢ o ataque do grupamento amino nucleofilico ao carbono carbonilico, gerando
assim o produto desejado que precipita no meio reacional. Um dos subprodutos de
reacdo ¢ a N,N-dicilohexilureia (DCU), que apresenta problemas na sua remog¢ao
durante o processo de purificagdo por cromatografia em coluna, pois acaba eluindo
praticamente junto a todas as outras espécies. Como a DCU ndo apresenta alta
solubilidade em agua, o procedimento de extracdo utilizando agua torna-se ineficaz,

assim como a utiliza¢ao de qualquer outro solvente. Desse modo, confirma-se a sintese
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do produto 7, através de técnicas espectroscopicas, porém ndo se consegue obter o

meSmo puro.

Esquema 3: Sintese do 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (7) via

DCC/DMAP.
O HN’ :
o) DCC/DMAP W )\
X
0 (0} N
\/\M/\)J\OH H,CCl,, Ar, 3h, 0°C 12
12
6

HO
-0 Q\“ o
(0
NH, 0

H,CCly, Ar, 12h, t.a. 7

IMPURO!

HN

O mecanismo dessa reagdo nao estd completamente esclarecido (SHEIKH,
2010), sendo que na Figura 11 apresenta-se uma proposta. A reagdo inicia com o
catalisador bésico desprotonando o oxigénio da hidroxila. Posteriormente, hd o ataque
no carbono eletrofilico da carbodiimida, gerando o primeiro intermediario de reagdo que
¢ protonado, regenerando o catalisador. Formado o éster reativo, a etapa seguinte ocorre
junto ao 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil) benzoxazol, levando a formacdo do segundo
intermediario, que apds a movimentagao dos elétrons e o abandono do grupo de saida

(uréia) chega ao produto final 7.
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Figura 11: Mecanismo proposto para a sintese do 2-(5’-estearamida-2’-

hidroxifenil)benzoxazol (7) e adaptado de (SHEIKH, 2010).

N
N /O
| N=C=N

- (O
H

/
\

N HO
N
AN \ HO
N
(0]
®__ N\
N NH;
| /\ o
H ¢
+ -Q —_—— + —_——
o N
e A L oA )
o \N R /ﬁr \(
C HN
o]
O INTERMEDIARIO 2
INTERMEDIARIO 1

(0]

WZ

20 \(Q

=

4.2.2.2 Acido Polifosférico como reagente

Nao obtido o produto puro com sucesso, buscou-se outras rotas sintéticas que
nao utilizassem reagentes de acoplamento. Uma delas foi utilizar o acido polifosforico
(SNYDER, 1995), onde a primeira etapa envolve a formacdo de uma ligacdo amida.
Dessa forma, esperava-se que houvesse a reacdo entre o acido graxo 6 e o APF para a
formagao do anidrido fosforico 6, como ilustrado no Esquema 4. E consequentemente,
que o anidrido 6’ reagisse com a amina 3 formando o produto desejado. Porém, apds a
neutralizagdo do meio, ao comparar a CCD do precipitado com o reagente de partida 3
constatou-se que este ndo havia reagido. E possivel que o anidrido fosférico ndo tenha
sido formado, ja que o acido carboxilico em questdo ¢ bem menos reativo ou que o meio
fortemente acido tenha protonado o nitrogénio do grupamento amino de 3 desativando-

0.
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Esquema 4: Sintese do 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (7) via APF.

0
APF, 180°C, 2h —
\\ / P OH
OH H
12
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3 NH, o
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180°C, 3h
HN

4.2.2.3 EDCI como reagente de acoplamento

Das duas metodologias utilizadas, a primeira obteve-se o produto contendo
impurezas de dificil remocdo e a segunda ndo se obteve sucesso. Assim, foram
pesquisados reagentes de acoplamento que fossem facilmente removidos no processo de
purificacdo e o reagente escolhido foi a N-(3-Dimetilaminopropil)-N'"-etilcarbodiimida
hidrocloreto (EDCI) (Esquema 5). Pois a uréia formada a partir da EDCI, ao final da
reacdo, tem considerdvel solubilidade em 4gua, ao contrario do produto. Portanto, ao
término da reacdo, filtrou-se o bruto reacional, que contém o produto e a ureia e
adiciona-se agua, sob agita¢dao. Todas as outras espécies, ou seja, precursor nao reagido,
DCC, DMAP, acido estearico, permanecem na solucdo filtrada. Dessa forma, toda a
ureia ¢ extraida pela agua e o produto fica em suspensdo necessitando apenas uma

filtracdo para que esteja puro.
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Esquema 5: Sintese do 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (7) via EDCI.
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O mecanismo dessa rea¢ao ¢ idéntico ao mecanismo descrito no item 2.3.2.1, a
unica diferenca seria o reagente de acoplamento utilizado para a ativagdo do acido
carboxilico.

A Figura 12 apresenta o espectro de infravermelho do composto 7 em KBr. Nota-se
a falta da banda de estiramento OH, possivelmente devido a interacdo do hidrogénio
com o nitrogénio do anel azdlico, por ligagdo de H, por outro lado, observa-se
claramente a banda do estiramento NH, em 3295 cm™, que antes estava sobreposta,
mostrando o desaparecimento da dupla banda de estiramento NH,. Na regido abaixo de
3000 cm’, as principais bandas sdo referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico
da ligacdo C-H, em 2930 e 2840 cm'l, ao estiramento da carbonila, em 1648 cm’! e em

1540 cm™ ao estiramento de ligagdo C=C de aromatico.
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Figura 12: Espectro de Infravermelho do 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol

(7).
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A Figura 13 apresenta o espectro de 'H-RMN do composto 7 em acido
trifluoroacético deuterado. O fato da utilizagdo desse solvente deve-se a baixa
solubilidade do composto 7 na maioria dos solventes organicos. Realizou-se testes de
solubilidade em cloroformio, diclorometano, acetato de etila, hexano, tetrahidrofurano,
DMSO, entre outros e todos resultaram em solubilidade negativa. A utilizagdo do acido
trifluoroacético deuterado para a analise faz com que a resolucao dos picos seja muito
inferior, de maneira ndo foi possivel observar os desdobramentos dos sinais. Na regido
de frequéncias altas, em 11,89 ppm, ha o sinal que refere-se ao hidrogénio da hidroxila,
que sai junto ao do acido trifluoracético, e em 8,87 ppm o hidrogénio da amina. Na
regido dos aromaticos, ha os sinais dos 7 hidrogénios do anel benzolico e ao fendlico
ligado a ele, entre 8,57 ¢ 7,56 ppm. Na regido de frequéncias mais baixas, identificamos
todos os hidrogénios alifaticos presentes no composto. Voltamos a considerar como
carbono a (Ca), o carbono ligado diretamente a carbonila e carbono q (Cq) o ultimo
carbono da cadeia alquilica. O espectro assemelha-se muito ao anterior nessa regiao,
tendo em vista que ha somente o aumento da cadeia alquilica. Portanto, observa-se em
2,89 ppm, o tripleto referente aos dois hidrogénios ligados ao Ca, em 2,09 ppm, o

quintopleto referente aos hidregénios ligados a Cb, de 1,78 até 1,41 ppm, todos os
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hidrogénios ligados aos carbonos internos da cadeia (Cc-Cp) e por fim, em 1,09 ppm,
os hidrogénios metilicos ligados ao Cq.
Figura 13: Espectro de 'H-RMN (300MHz, CF;CO,D) do 2-(5’-estearamida-2’-

hidroxifenil)benzoxazol (7).
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4.2.2.4 A partir do cloreto de 4cido

Outra metodologia, testada paralelamente a do item acima e alternativa aos
reagentes de acoplamento, foi transformar o acido graxo em seu respectivo cloreto de
acido, utilizando cloreto de tionila (CLAWSON, 2009; SARI, 2011) e depois reagir
com o 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (3) (Esquema 6). A metodologia obteve
sucesso; porém, foi obtido o produto com um rendimento menor (20% em comparacao
com 50% da metodologia com EDCI). Acredita-se que o fator limitante do rendimento
foi a ndo conversdo total do &cido graxo em cloreto de acido, tendo em vista que a
reatividade deste ¢ menor do que acidos carboxilicos de uma forma geral, o que pode

ser inferido pelo maior tempo de reacao para formar o cloreto (6-8 horas).
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Esquema 6: Sintese do 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (7) via cloreto do

acido graxo 6.
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A descricdo do mecanismo para a formacdo do composto 7 baseou-se na
referéncia de Green (GREEN, 1967) e envolve duas etapas: a primeira em relagcdo a
sintese do cloreto de 4cido e a segunda referente ao produto final (Figura 14). Na
primeira parte, a reagdo inicia com o ataque da ligacao dupla da carbonila no enxofre do
cloreto de tionila, liberando CI. O ion cloreto abstrai o proton do oxigénio positivo,
originado a partir da movimentacdo eletronica, gerando assim, o intermediario 1,
instavel e altamente eletrofilico, e HCI. O proprio acido cloridrico formado na reagado
tem a funcao de gerar o cloreto de acido, pois o par de elétrons do ion cloreto ataca o
carbono carbonilico formando o intermediério tetraédrico 2que rearranja para chegar ao
cloreto de acido, liberando SO, e HCI. A segunda parte compreende o ataque do par de
elétrons do grupamento amino no carbono eletrofilico de cloreto de 4cido, forma um
intermediario tetraédrico que apos rearranjo eletronico e liberacdo do ion cloreto chega
ao produto desejado. Nessa etapa, a funcdo da trietilamina ¢ remover o hidrogénio do
grupamento amino de 3, retornando o nitrogénio a sua forma neutra.

O produto foi caracterizado pelas mesmas técnicas do item 2.3.2.3 e obteve-se 0s

mesmos resultados.
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Figura 14: Mecanismo proposto para a sintese do cloreto do acido estedrico e do 2-(5’-

estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol.
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4.2.3 Sintese do 2-(5’-oleamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (8)

O procedimento de sintese do corante 8 foi idéntico ao utilizado no item 2.3.2.1, no
qual o reagente de acoplamento e o catalisador basico foram DCC/DMAP e as mesmas
condi¢des foram empregadas (Esquema 7). A diferenga entre eles ¢ que o composto em
questdo ndo precipita no meio reacional, dessa forma ao término da reagdo realiza-se
uma filtracdo para eliminar o excesso da ureia formada e através de cromatografia em
coluna utilizando diclorometano como eluente obtém-se o produto puro. A eficiéncia
ocorrida nesse caso, diferente do anterior, deve-se ao fato do composto 8 eluir mais
rapido na coluna e também numa velocidade bem maior que a DCC residual ou a sua
ureia, dessa forma ndo temos a contaminagdo do composto desejado. O mecanismo foi

anteriormente discutido no item 2.3.2.1 e segue todas aquelas etapas.
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Esquema 7: Sintese do 2-(5’-oleamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (8) via DCC/DMAP.
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A Figura 15 apresenta o espectro de infravermelho do composto 8, em KBr. Da
mesma maneira que no anterior, verifica-se a falta da banda de estiramento OH, também
devido a ligagdo de H entre o hidrogénico fendlico e o nitrogénio azélico, ha também a
presenga da banda do estiramento NH, em 3295 cm™, de forma clara. Na regido abaixo
de 3000 cm’, o espectro ndo muda muito em relacio ao do composto anterior.
Observamos as mesmas bandas, comecando pelos estiramentos simétrico e assimétrico
da ligagio C-H, em 2930 e 2840 cm™, depois pelo estiramento da carbonila, em 1648
cm-1 e em 1540 cm-1 ao estiramento de ligagdo C=C de aroméatico. Em 1709 cm’™, esta
presente a Unica banda que diferencia os dois compostos, que ¢ devido a insaturagao

presente no composto 8.
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Figura 15: Espectro de Infravermelho do 2-(5’-oleamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol

(8).
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A Figura 15 apresenta o espectro de '"H-RMN do composto 8, em CDCl;. Na
regido de frequéncias altas, o sinal do hidrogénio da hidroxila estd presente em 11,31
ppm e o sinal do hidrogénio da amina em 8,35 ppm. Tanto o sinal do hidrogénio da
amina no composto 7 quanto no composto 8, estdo presentes numa regido de frequéncia
mais altas do que em relacdo ao do composto 5, esse fato deve-se a estarem ligados a
um carbono eletrofilico, portanto deficiente em elétrons, fazendo com que saiam mais
desblindados. Os sinas dos hidrogénios aromaticos estdo presentes entre 7,73 e 7,02
ppm e os hidrogénios olefinicos em 5,34 ppm. Na regido dos alifaticos, utilizando a
definicdo anterior para a atribuicdo dos carbonos, observa-se, em 2,39 ppm, o tripleto
referente aos dois hidrogénios ligados ao Ca, em 2,00 ppm, os hidrogénios vizinhos a
olefina, lidados a Ci e Cj, em 1,76 ppm, os dois hidrogénios ligados a Cb, em 1,32
ppm, aqueles ligados do Cc at¢ Cg e Cl até Cp e por fim, em 0,88 ppm, os hidrogénios

metilicos ligados ao Cq.
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Figura 16: Espectro de 'H-RMN (300MHz, CDCl) do 2-(5’-oleamida-2’-

hidroxifenil)benzoxazol (8).
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4.3 OBTENCAO DOS LIPOSSOMAS LIPIDICOS

Compostos anfifilicos apresentam diferentes formas de organizagdo, como foi
discutido no item 1.4, dependendo das condi¢des em que esses sistema sdo gerados.
Para esse trabalho, utilizou-se uma metodologia para a formagdo de lipossomas, onde
primeiramente, se dissolveu os lipideos junto ao corante e evaporou-se o solvente para
que ficassem dispersos e desordenados. Posteriormente se adicionou agua para gerar
estruturas organizadas em que os grupos polares se encontrassem na camada exterior € a
parte apolar no interior da estrutura. Foram utilizados trés diferentes lipideos: (a) L-
fosfatidlilcolina (PC, C16:0-C18:1), (b) 1,2-dipalmitoil-glicero-3-fosfatidilcolina
(DPPC, C18:0) e (c) cis-1,2-dioleoil-glicero-3-fosfatidilcolina (DOPC, C18:1) (Figura
17).

As cadeias alquilicas desses lipideos variam em relacdo a auséncia (DPPC) e a
presenca de insaturacdes (PC e DOPC), e por meio do estudo fotofisico, buscou-se
avaliar a forma como os corantes anfifilicos 5, 7 e 8 interagem em meios micro-

heterogéneos como os lipossomas.
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Figura 17: Fosfolipideos utilizados para a preparacao das solugdes de lipossomas: (a)
L- fosfatidlilcolina (PC), (b) cis-1,2-dioleoil-glicero-3-fosfatidilcolina (DOPC) e (c)
1,2-dipalmitoil-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC)
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4.4 ESTUDO FOTOFISICO
O estudo fotofisico dos compostos 5,7 e 8 foi realizado em dois solventes (etanol
e cloroformio) e também em presenga de solucdes aquosas de fosfolipidicos. As

solucdes utilizadas foram preparadas em concentracdes entre 10%-10° M.

3.4.1 Fotofisica do 2-(5’-octilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (5)

A Figura 18 mostra os espectros de absor¢cao normalizados na regido do Uv-Vis
do composto 5, a partir da analise dos espectros foi possivel observar que o
comprimento de onda dos maximos de absor¢ao (A,hs) ndo variou muito com a mudanga
da polaridade do solvente e que inseridos nos lipossomas, os deslocamentos dos A,,s N30
sdo significativos, em torno de 380 nm, sendo o sistema com o PC tendo um leve

deslocamento batocromico.
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Figura 18: Espectros de absorcdo no Uv-Vis do 2-(5’-octilamino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol (5) em solventes organicos (etanol e cloroférmio) e em

lipossomas de PC, DPPC e DOPC.
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A andlise dos espectros de emissdo de fluorescéncia de 5 pode inferir a respeito
da localizacdo da sonda no sistema lipidico. O que se observou pela andlise dos
espectros da Figura 19 foi que a sonda 5 comporta-se como se estivesse acomodada na
regido polar do ambiente lipidico (meio aquoso), uma vez que a intensidade da banda de
emissdo da espécie enol ¢ mais intensa do que a banda da espécie responsavel pela
banda ESIPT. Esta conclusao est4d baseada na comparagdo que se faz dos espectros de 5
em solventes organicos € nos lipossomas. O comportamento da sonda no solvente etanol
simula o ambiente aquoso, assim como o solvente cloroférmio aproxima-se do ambiente
apolar das cadeias carbonicas dos fosfolipideos. Desta forma, pode-se notar que os
espectros de emissdo da sonda 5 nos lipossomas de PC, DPPC e DOPC assemelha-se ao
espectro em etanol, além de ter um pequena contribui¢ao da banda ESIPT.

Dessa forma, analisando as duas bandas, a normal (esquerda) e ESIPT (direita),
nota-se que a intensidade da banda normal ¢ maior que a intensidade da banda ESIPT,
corroborando para o fato de que a sonda localiza-se em um meio polar, ou seja, ela esta
estruturada dentro do lipossoma de forma que a parte polar da sonda esteja exposta ao

meio, assim, esta disposta na camada mais externa do lipossoma (Figura 5). Fato
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explicavel pelo tamanho da cadeia que ndo ¢ grande o suficiente para interagir de forma
efetiva e gerar um lipossoma.

O comprimento de onda de emissdo (Aey) do composto em todos os sistema fica
em torno de 600 nm, indicando que a fluorescéncia ¢ na regiao do laranja.
Figura 19: Espectro de emissdo de fluorescéncia do 2-(5’-octilamino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol (5) em solventes organicos (etanol e cloroférmio) e em

lipossomas de PC, DPPC e DOPC.
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4.4.2 Fotofisica do 2-(5’-estearamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (7)

A Figura 20 mostra o espectro de absor¢ao normalizado na regido do Uv-Vis do
composto 7, mais uma vez o fato de se variar o solvente ou o lipideo em que o corante
esta inserido, ndo afetou de forma significativa o A, do corante, de forma que todas as

medidas de A,ps ficaram bem proximas a 340 nm.
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Figura 20: Espectro de absor¢do no Uv-Vis do 2-(5’-estearamida-2’-
hidroxifenil)benzoxazol (7) em solventes organicos (etanol e cloroférmio) e em

lipossomas de PC, DPPC e DOPC.
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A analise do espectro de emissdo de fluorescéncia do corante 7 (Figura 21),
mostra um comportamento totalmente inverso ao apresentado pelo corante anterior.
Nota-se, como esperado, que utilizando etanol como solvente houvesse a banda normal
no espectro pelas razdes antes discutidas, porém para os demais meios ha somente a
banda ESIPT. Por meio desse resultado, evidencia-se que a parte polar do corante esta
toda inserida na parte interna das estruturas lipidicas formando assim um lipossoma
(Figura 5). Bem como no corante 5, o tamanho da cadeia que governa a organizagao,
nesse caso também foi o responsavel pelo resultado. O fato da cadeia ser grande faz
com que a interacdo seja bem efetiva com o lipideo, assim o sistema adota a
conformacdo de menos energia, que ¢ aquela em a parte hidrofobica estd totalmente
1solado do meio, que ¢ o caso dos lipossomas.

O comprimento de onda de emissao do corante ¢ 500 nm, sendo assim fluoresce

na regido do verde.
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Figura 21: Espectro de Emissao de Fluorescéncia do 2-(5’-estearamida-2’-
hidroxifenil)benzoxazol (7) em solventes organicos (etanol e cloroférmio) e em

lipossomas de PC, DPPC e DOPC.
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4.4.3 Fotofisica do 2-(5’-oleamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (8)

A Figura 22 mostra o espectro de absor¢ao normalizado na regido do UV-Vis do
composto 8, o comportamento observado com as variagdes de meio sdo muito
semelhantes as apresentadas para o corante 7, pois o fato de existir uma insaturagao
entre C9-C10 na cadeia alquilica do composto em questdo, que ainda esta bem longe do
anel benzazolico, ndo ¢ suficiente para deslocar o Aus do composto, esse também

absorve radiacdo em 340 nm.
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Figura 22: Espectro de Absorcdo no UV-Vis do 2-(5’-oleamida-2’-
hidroxifenil)benzoxazol (8) em solventes organicos (etanol e cloroférmio) e em

lipossomas de PC, DPPC e DOPC.
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Se formos comparar os espectros de emissdo de fluorescéncia dos compostos 7 e
8, veremos que sao muito semelhantes, de tal forma que tudo o que foi discutido para o
composto 7, também se encaixa para 0 composto em questao.

O corante também forma lipossomas junto as lipideos e emite fluorescéncia no
verde, no mesmo comprimento de onda. A conclusdo mais importante ¢ acerca da
presenca da insaturacao, que de acordo com os estudos realizados nao influi de maneira
tao significativa na estruturacdo. Nao podemos avaliar através desse estudo o quanto de
influéncia ela possui, porém, observamos que o tamanho da cadeia contribuiu de

maneira mais significante para a formagao dos lipossomas.
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Figura 23: Espectro de Emissao de Fluorescéncia do 2-(5’-oleamida-2’-
hidroxifenil)benzoxazol (8) em solventes organicos (etanol e cloroférmio) e em

lipossomas de PC, DPPC e DOPC.
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5. CONCLUSOES

O precursor fluorescente, bem como, todos os trés corantes lipofilicos
fluorescentes propostos foram sintetizados com sucesso, tendo rendimentos de 80%,
para o precursor, 35%, para o composto 3, 50%, para o 5 e 50% para o 7, e foram
devidamente caracterizados através das técnicas de RMN-IH, RMN-13C, Infravermelho
e CHN.

O estudo fotofisico dos novos corantes mostraram que o precursor, bem como o
composto 3 fluorescem na regido do laranja, ja que a adi¢do da cadeia alquilica nao
desloca o comprimento de onda de emissdo e os demais na regido do verde, fato
explicado pela adicdo do grupo carbonilico, que promove um deslocamento
hipsocromico.

Analisando as bandas normal e de ESIPT dos espectros de fluorescéncia dos
compostos verificou-se que o composto 3 formou uma micela enquanto os compostos 5
e 7 houve a formacgao de lipossomas. Essas evidéncias devem-se ao fato de que a cadeia
de oito carbonos do composto 3 ndo torna a estrutura lipofilica o suficiente para a
formacao do lipossoma. Ao contrario, os demais compostos mostraram que uma cadeia
alquilica composta de 18 carbonos ¢ suficiente para dar lipofilicidade a molécula.

Além disso, verificou-se que a presenga da insaturagdo no composto 7 nado
melhora de forma significativa a interagdo com os lipideos, possivelmente ha mudancas
na estrutura do lipossoma, porém o fato de existir ou ndo a insaturagdo fez com que

essas estruturas fossem formadas.
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6. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram: Acido 5-aminosalicilico, o-
aminofenol, lodooctano, Acido Estearico, N,N-diciclohexilcarbodiimida, 4-
dimetilaminopiridina, =~ N-(3-Dimetilaminopropil)-N'"-etilcarbodiimida  hidrocloreto,
Cloreto de Tionila, Trietilamina, Acido Oléico (Sigma-Adrich). Carbonato de potassio e
Bicarbonato de sodio (Vetec). Silica-gel 60 (Merck). Os solventes utilizados foram:
Acido Polifosférico, 2-butanona, Hexano, Diclorometano, Agua deionizada. Os lipideos
L-a-fosfatidilcolina (de ovo de galinha), 1,2-dipalmitoil-glicero-3-fosfatidilcolina, 1,2-

dioleoil-glicero-3-fosfatidilcolina sdo da marca Avanti.

Todas as analises foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os equipamentos utilizados foram:

Ressondncia Magnética Nuclear: as andlises de 'H-Rmn ¢ C-RMN foram
realizadas no espectrometro Varian Inova. Os espectros de hidrogénio foram obtidos a
300 MHz e os de carbono a 75,5 MHz. Foram utilizados tubos de 5 mm de diametro
interno. Os solventes utilizados foram CDCl; e CF;CO;D.

Absor¢do no infravermelho: Espectrometro de Infravermelho (FTIR) Varian
640-IR, em pastilhas de KBr.

Absorc¢ao no UV-Vis em solucdo: Espectrometro Shimadzu UV-2450.

Emissdo de Fluorescéncia: Espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301 PC. As
analises foram feitas em solugdo utilizando os comprimentos de onda do méaximo de
absor¢ao como comprimento de onda de excitagdo para as medidas de fluorescéncia.

Analise Elementar de CHN: Perkin Elmer 2400.

Ultrassom: Thornton T14.

6.2 SINTESE DO 2-(5’-AMINO-2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL (3)

Em um baldo monotubulado de fundo redondo, adicionou-se 3,56 g de acido 5-
aminosalicilico (1) (32,6 mmol) em 25 mL de &4cido polifosforico. A temperatura
reacional foi elevada a 90°C, sob agitacdo, e depois que 1 solubilizou completamente
adicionou-se 5 g de o-aminofenol (2) (32,6 mmol) e elevou-se a temperatura a 190°C,
onde permaneceu, sob agitacdo, por 5 horas. Ao término da reacdo, deixou-se esfriar a

temperatura ambiente e o bruto reacional foi vertido sob 900 mL de gelo picado/agua,
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sob agitagao. O bruto reacional ficou precipitando durante uma noite. Foi filtrado e
neutralizado dando origem a um sélido de coloracdo verde-escuro. O sdélido foi
purificado por cromatografia em coluna utilizando silica-gel como fase estacionéria e
diclorometano como eluente. Foram obtidos 5,9 g (2,6 mmol, 80% rend.) do produto 3

(s6lido amarelo-claro).

NH,

Ponto de Fusdo: 174-175 °C. Andlise elementar calculado para C;3H;oN,O;: C 69,02%;
H 4,46%; N 12,38%. Encontrado: C 69,06%; H 4,56%; N 12,06%. IV (KBr, cm'l):
3410 (vas NHy), 3330 (vs NHy), 1630 ¢ 1545 (Varom C=C). RMN de 'H (CDCls, 300
MHz, 6 em ppm): 10,94 (s, 1H, OH); 7,75-7,67 (m, 1H, Hs-); 7,63-7,55(m, 1H, Hy);
7,4-7,32 (m, 2H, Hs-He); 7,24-7,19 (m, 1H, He'); 7,01-6,95 (m, 1H, H5); 6,83-6,76 (m,
1H, Hg); 3,54 (s largo, 2H, NH).

6.3 SINTESE DO 2-(5’-OCTILAMINO-2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL (5)

Em um baldo monotubulado de fundo redondo, adicionou-se 500 mg do
precursor 3 (2.21 mmol) e 0,4 mL de iodooctano (4) (2,21 mmol, d = 1,33 g/mL) em 15
mL de 2-butanona. A reagdo permaneceu em refluxo, sob agitacdo, durante 24 horas. O
solvente foi removido e adicionou-se hexano no bruto reacional, deixando-se agitar por
ulguns minutos, a parte solivel foi removida e seca. A parte ndo soluvel foi descartada.
O solido obtido apds secagem foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
silica-gel como fase estacionaria e diclorometano como eluente. Foram obtidos 260 mg

(0,77 mmol, 35% rend.) do produto 5 (s6lido amarelo-escuro).
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Andlise elementar calculado para C; HysN,On: C 74,52%; H 7,74%; N 8,28%.
Encontrado: C 73,85%; H 7,57%; N 8,15%. IV (KBr, cm'l): 3440 (v OH), 3400 (v NH),
2930 (Vass C-H), 2840 (v¢ C-H). RMN de 'H (CDCls, 300 MHz, & em ppm): 10,89 (s,
1H, OH); 7,75-7,67 (m, 1H, H3"); 7,63-7,55(m, 1H, Hy'); 7,4-7,32 (m, 2H, Hs,Hs); 7,24-
7,19 (m, 1H, He); 7,01-6,95 (m, 1H, H7); 6,83-6,76 (m, 1H, Hg); 3,14 (t, 2H, H,); 2,84
(s largo, 1H, NH); 1,64 (m, 3H, Hy); 1,34 (m, 8H, Hc-H,); 0,89(t, 3H, Hy).

6.4 SINTESE DO 2-(5’-ESTEARAMIDA-2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL (7)

6.4.1 DCC como reagente de acoplamento

Em um baldo bitubulado de fundo redondo, adicionou-se 0,5 g de acido estearico
(6) (1.76 mmol), 0,44 g de N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (2,13 mmol) e 20 mg
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (quantidade catalitica) em 30 mL de diclorometano
seco. A reacdo permaneceu a temperatura ambiente, sob agitacdo, em atmosfera de
argonio durante 3 horas. Apoés, adicionou-se 400 mg do precursor 3 (1,76 mmol) e
deixou-se a reacdo durante a noite. Filtrou-se, descartando-se o so6lido e lavou-se a
solucdo com o produto com agua (4x50 mL) e com solucao saturada de NaHCOs3 (4x50
mL). Purificou-se por cromatografia em coluna utilizando silica-gel como fase
estacionaria e diclorometano como eluente. O produto final foi caracterizado por RMN-
'H e através da analise dos espectros, conclui-se que havia impurezas. Apesar de

diferentes tentativas de purificagdo, nenhuma delas obteve sucesso.

6.4.2 APF como reagente

Em um baldo monotubulado de fundo redondo, adicionou-se 0,63 g de acido
estearico (2,21 mmol), 0,5 g do precursor 3 (2,21 mmol) e 15 mL de acido
polifosférico. A reacdo permaneceu sob agitacdo, a 180°C, durante 5 horas. Apds o
término da reacdo, foi resfriada a temperatura ambiente e vertida em 500 mL de gelo
picado/agua, onde permaneceu precipitando durante a noite. Filtrou-se e neutralizou-se
o solido. Apos a neutralizacdo, analisou-se o bruto por cromatografia em camada

delgada, onde foi constatado que nao houve formagao do produto.
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6.4.3 EDCI como reagente de acoplamento

Em um baldo bitubulado de fundo redondo, adicionou-se 0,63 g de acido
estearico (6) (2,21 mmol), 0,43 g de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
hidrocloreto (EDCI) (2,21 mmol) e 20 mg de 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
(quantidade catalitica) em 30 mL de diclorometano seco. A reagdo permaneceu a
temperatura ambiente, sob agitacdo, em atmosfera de argdnio durante 3 horas. Apos,
adicionou-se 500 mg do precursor 3 (2,21 mmol) e deixou-se a reagdo durante a noite.
Filtrou-se e purificou-se o precipitado através de dissolucdo em agua, o produto ¢
insoluvel em agua, porém as impurezas sao soluveis. Dessa forma, adicionou-se dgua ao
solido e utilizando um ultrassom e macerando o produto, obteve-se uma suspensdo do
produto com as impurezas em solugdo. Apo6s filtragdo, obteve-se 440 mg (0,89 mmol,

50% rend.) do produto 7 puro (sélido branco).

Anadlise elementar calculado para C;;HauNOs: C 75,57%; H 9,00%; N 5,59%.
Encontrado: C 74,04%; H 8,67%; N 5,67%. IV (KB, cm'l): 3295 (v NH), 2921 (Vass C-
H), 2853 (v C-H), 1648 (v C=0), 1540 e 1470 (Varom C=C) e 1256 (v C-N). RMN de 'H
(ATF-d, 300 MHz, 6 em ppm): 11,66 (s, 1H, OH); 8,87 (s, 1H, NH), 8,21-8,10 (m, 2H,
Hs, Hy); 8,07-7,92 (m, 4H, Hy4, Hs, He, Hy); 7,62-7,54 (m, 1H, Hg); 2,89 (t, 2H, H,),
2,09 (m, 2H, Hy), 1,78-1,41 (m, 28H, H-Hy), 1,09 (t, 2H, Hy).

6.4.4 Utilizando Cloreto de Tionila

Em um baldo monotubulado de fundo redondo, adicionou-se 0,5 g de acido
estearico (1.76 mmol) e 0,5 mL de cloreto de tionila (6,85 mmol). A reagdo
permaneceu, em agitacdo, sob refluxo por 6 horas. O excesso de cloreto de tionila foi
eliminado abrindo o sistema e deixando evaporar, resultando em um 6leo alaranjado.
Adicionou-se uma solucio de 0,4 g de 3 (1,76 mmol) e 200 pL. de NEt; em 20 mL de
diclorometano e a reagdo prosseguiu durante a noite. O produto, que precipitou durante

a reagdo foi filtrado. Obteve-se 175 mg (0,35 mmol, 20% rend.) do produto 7 puro.
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A descrigdo espectroscopica foi descrita anteriormente no item 5.3.3.

6.5 SINTESE DO 2-(5’-OLEAMIDA-2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL (8)

Em um baldo bitubulado de fundo redondo, adicionou-se 0,56 mL de acido
oleico (8) (1.76 mmol, d = 0,893), 0,44 g de N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (2,13
mmol) e 20 mg de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (quantidade catalitica) em 30 mL de
diclorometano seco. A reacdo permaneceu a temperatura ambiente, sob agitacdo, em
atmosfera de argdnio durante 3 horas. Apds, adicionou-se 400 mg do precursor 3 (1,76
mmol) e deixou-se a reagcdo durante a noite. Filtrou-se, descartando-se o sélido e lavou-
se a solucdo com o produto com agua (4x50 mL). Purificou-se por cromatografia em
coluna utilizando silica-gel como fase estacionaria e diclorometano como eluente.

Foram obtidos 430 mg (0,88 mmol, 50% rend.) do produto 9 (s6lido branco).

Anadlise elementar calculado para Cs;;HsoN,Os: C 75,88%; H 8,63%; N 5,71%.
Encontrado: C 76,34%; H 9,33%; N 5,93%. IV (KBr, cm'l): 3281 (v NH), 2921 (vu C-
H), 2853 (vs C-H), 1709 (vair. C=C), 1648 (v C=0), 1531 e 1451 (Varom C=C) e 1250 (v
C-N). RMN de 'H (CDCls, 300 MHz, 8 em ppm): 11,31 (s, 1H, OH); 8,35 (s, 1H, NH),
7,73-7,66 (m, 1H, Hs°); 7,60-7,53 (m, 1H, Hy"); 7,47-7,32 (m, 4H, Ha4, Hs, He, H7); 7,08-
7,02 (m, 1H, Hg¢); 5,34 (t, 2H, Hy, Hj); 2,39 (t, 2H, H,); 2,00 (t, 2H, Hy,H;); 1,76
(quintopleto, 2H, Hy); 1,32 (m, 25H, H.-Hr e H;-Hp) e 0,88 (t, 3H, Hy);

6.6 OBTENCAO DOS LIPOSSOMAS LIPIDICOS

Foram obtidos trés lipossomas diferentes, a partir de trés lipideos, o L-a-
phosphatidylcholine (Egg, Chicken), o 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine e o
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (cis). Para isso, pesou-se, em um baldo
monotululado, 50-60 mg de um dos lipideos e adicionou-se a solu¢do do corante em
cloroférmio. Apds a solubilizacdo completa do lipideo, evaporou-se o solvente para

formar um filme do lipideo nas paredes do baldo e adicionou-se 4 mL de H,O

38



deionizada. O baldo permaneceu por 30 min no ultrassom para a formagdo dos

lipossomas.
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8. APENDICE

Figura Al: Espectro de "H-RMN (300MHz, CDCl;) do composto 5.

Pulse Sequence: s2pul
S0

-
3
Total time 26 min,

12 sec

Figura A2: Espectro de *C-RMN (75MHz, CDCl;) do composto 5.

Pulse Sequence: APT

Solvent: cdcl3

Temp. 22.0 C / 295.1 K
operator: alunos

File: Leandra_willian_HBO_CS_apt
INOVA-300 *inova3oo”

Relax. delay 1.000 sec ‘

23500 repetitions e
OBSERVE G153, 791241529 Whz NSNS
DECOUPLE H1, 299.9581230 Whz
Power 38 db
on during acquisition
T2-16_modulated
DATA PROCESSTNG
Line broadening 1.0 Kz
FT size 65536
Total time 13 hr, 13 min, 13 sec
(i | ‘
| ‘ ‘
\ ‘
| |
‘ !
vep v T e T et I ST o ' T e .
180 160 100 a0 60 a0 20 ppm
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Figura A3: Espectro de "H-RMN (300MHz, CF;CO,D) do composto 7.

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: |tfa

Temp. 22(0 C / 295.1 K

Operator: [alunos

Flle: Leaddra-fellpa-HBO-AE-TFA-16-10-12

INOVA-300  *inova3no®

Relax. dglay 1.000 sec 7y
Pulse 45]0 degrees {

Acg. timg 2.043 sec g W
Width 4789.3 Hz \ j\, J\

180 repetitions

OBSERVE  [H1, 299.9553454 WHz
DATA PROCESSING

Resol. eghancement -0.0 Hz
FT size 6§536

Total tim¢ 26 min, 12 sec

B P N NP P N N

w-

Figura A4: Espectro de *C-RMN (75MHz, CF;CO,D) do composto 7.

Leandr 1 e 11 pe-HBO-A0-APT

File: =p

ppm

7\
Pulse Sequence: AFT A ?\ﬁ -
cdc13 \
0C ;2351 K L N
alitnos < [ 'J " ! -
TMOMAZ, 100" *1nova: 00" . - S .
Relax. delay 1.000 sec . - A P B
« X5t palse 30.0 degrees P T e NP e N N 5
. Znd pulse 135.0 degrees ¥
Acn. time 1.000 sec . i
widih 181035 Hz
22000 repetitions .
OBSERVI C13, 75.4241528 NHz 4
DECOUPLE- HI, 299 9581230 WHz 2 3 - & o
Poyer 38 aB’ T 5 - - .
on 8l ing atquisition . 5 :
WALTZ-16 modulated % < e
DATA PHOCESS ING E :
ine Lroadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 12 hr, 22 min, 37 sec
|
I
[
| “
. |
A ‘ ‘ |
| e | |
| |
|
. J JL | R
MROMMSTSUOMSRRERING i, | i) T RO T LR
160 140 12 100 80 60
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Figura A5: Espectro de "H-RMN (300MHz, CDCl;) do composto 8.

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdeld

Temp. 22.0 C / 295.1 K

Operator: alunos o
File: Leandra_Felipe HBO_AD_24_08_12

INOVA-300  *inova30o™ N\

Relax. delay 1. ouo sec

.3 Nz

64 repetitions

OBSERVE  H1, 299.9566303 MHZ SR — 2
DATA PROCESSING

Resol. enhancement -0.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 min, 22 sec

T —— T v
11 10 9 8 7 3 5
. iyt — et !

1.52 1.356.42 a.a8 9.69 .
1.42 150 2.00 3.85 11.79 7.28

Figura A6: Espectro de *C-RMN (75MHz, CDCl;) do composto 8.

Solvent: cdc13 —
Temp. 22.0 C / 295.1 K \\
operator: alunos i
File: Leandra-Falipe-HBo-A0-APT /
INOVA-300 " inova3oo =T

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 1. sel
H.

22000 repetitions -,

OBSERVE C13, 75.4241520 WHz = NN

DECOUPLE W1, 2989581230 NHz

Power 31 |

on ﬂurlnn atqulsﬂlan

uALTZ-18 modula

DATA PROCESSIN

Line brmnmlng 1.0 Hz

FT size 6553 [

Total time 12 hr, 22 min, 37 sec
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