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RESUMO

Este trabalho apresenta a sintese, caracterizacdo e estudo fotofisico de novos
heterociclos benzazdlicos fluorescentes com potencial aplicacdo como sondas de ambientes
lipidicos. Para isso, foram sintetizados trés corantes que contém em sua estrutura cadeias
alquilicas de oito, doze e dezoito 4&tomos de carbono ligados a um nucleo benzazoélico que € o
responsavel pela fluorescéncia destes compostos. O corante que possui a cadeia alquilica de
dezoito carbonos apresenta-se ainda na forma de um sal de amonio quaternario, com o objetivo
de tornar a sua estrutura mais anfifilica do que os seus analogos neutros de oito e doze
carbonos, e com isso, promover a interacdo entre meios que apresentam polaridade diferente
como, por exemplo, &gua e membrana.

A obtencdo dos derivados contendo oito e doze carbonos foi realizada a partir da reacédo
de substituicdo nucleofilica entre o heterociclo 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol e os
respectivos iodoalcanos em presenca de uma base, com rendimentos na faixa de 45%. O
derivado com dezoito carbonos foi obtido em duas etapas, sendo a primeira a reacéo entre o 2-
(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol e a epicloridrina para formar o intermediario 2-(5’(N-3-
cloro-2-hidroxipropilamina)-2’-hidroxifenil)benzoxazol. A reacdo deste intermedidrio com a
N,N-dimetiloctadecilamina levou a formacédo do corante na forma de sal de amonio quaternario
com 68% de rendimento. Os corantes foram caracterizados por Infravermelho, Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono, Andlise Elementar e ponto de fusdo, além da
caracterizacdo fotofisica.

O estudo fotofisico do sistema fosfatidilcolina/corante mostrou que os corantes sofrem
a influéncia do meio lipidico, bem como a afinidade do corante quaternizado pelo sistema
lipidico diferencia-se dos corantes neutros. Além disso, os corantes com cadeias alquilicas de
oito e doze atomos de carbono se mostraram sondas mais eficientes para meios apolares ou
polares apréticos e sdo liberados para 0 meio com o aumento da dilui¢cdo do sistema. Ja o
corante com cadeia alquilica de dezoito &tomos de carbono apresentou maior afinidade com o
ambiente hidrofilico do sistema lipidico, ficando incorporado na bicamada lipidica, mesmo

com o aumento da diluicdo.

Palavras-chave: ESIPT, Lipossoma, Fosfatidilcolina, Benzoxazol.
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ABSTRACT

This work presents the synthesis, characterization and photophysical study of new
fluorescent benzazolicos heterocycles with potential application as probes of lipid
environments. For this, three dyes were synthesized containing alkyl chains in the structure of
eight, twelve and eighteen carbon atoms attached to a core benzazolico which is responsible for
the fluorescence of these compounds. The dye that has the alkyl chain of eighteen carbons still
presents as a quaternary ammonium salt, with the goal of making its structure more amphiphilic
than their neutral analogues of eight and twelve carbons, and thereby promote the interaction
means that present different polarity, for example, water and membrane.

The obtaining of derivatives containing eight twelve carbons was made from the
nucleophilic substitution reaction between the heterocycle 2-(5'-amino-2'-hydroxyphenyl)
benzoxazole and its iodoalcanos in the presence of a base, with yields around 45%. The
derivative eighteen carbons was obtained in two steps, the first being the reaction between 2-
(5'-amino-2'-hydroxyphenyl) benzoxazole and epichlorohydrin to form the intermediate 2-
(5'(N-3-chloro-2-hydroxypropylamine)-2'-hydroxyphenyl) benzoxazole. The reaction of this
intermediate with N, N-dimetiloctadecilamina led to the formation of the desired compound
quaternised 68% yield. The compounds were characterized by infrared, nuclear magnetic
resonance of hydrogen and carbon, elemental analysis and melting point, besides the
characterization photophysics.

The photophysical study of the phosphatidylcholine/dye system showed that the dyes
suffer the influence of the lipid and affinity of the dye quaternized by the system differs from
dyes that show no load. In addition, the neutral dyes with alkyl chains content eight and twelve
carbon atoms, proved most interesting probes for apolar media or polar aprotic media and are
released into the medium with increasing dilution of the system. Already the derivative with
eighteen carbon atoms and having quaternary nitrogen showed higher affinity for hydrophilic
environment lipid system, becoming incorporated into the lipid bilayer, even with increased

dilution.

Key-word: ESIPT, Liposome, Phosphatidilcholine, Benzoxazole .
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1. INTRODUGCAO

Uma das estruturas de maior importancia nas células sdo as membranas de
fosfolipidios, que formam os limites entre os diferentes compartimentos celulares com 0 meio
externo constituindo a membrana celular. Além de atuarem como limitadores ou barreiras, as
membranas plasmaticas também participam de funcdes especializadas como o metabolismo, a
sinalizacdo e o reconhecimento celular.*

Neste contexto, um dos maiores dilemas em membranologia é entender as razdes por
tras da diversidade lipidica, ou seja, porque uma membrana contém centenas de espécies
lipidicas quando somente uma pequena gquantidade seria suficiente para promover a barreira
hidrofobica, carga superficial e fluidez na membrana. Isto evidencia que as membranas nao
existem sob a forma de uma mistura homogénea de lipidios, proteinas e sacarideos, mas sim,
sob a forma de uma mistura complexa e heterogénea dos mesmos.”

Diferentes tipos de modelos membranares compostos de fosfolipidios tém sido
utilizados na investigacdo de membranas celulares. Estes modelos estdo divididos em dois
tipos: (i) sistemas planares, originados de fosfolipidios na interface ar-agua formando uma
monocamada em que a combinacdo de duas monocamadas d& origem a uma bicamada e (ii)
sistemas vesiculares, cujos tamanhos variam similarmente aos sistemas bioldgicos. Quando
formadas por mais de uma bicamada, as vesiculas sdo chamadas de vesiculas multilamelares
(Multilamellar Vesicles - MLV), enquanto que quando originadas de uma Unica bicamada, sao
chamadas de vesiculas unilamelares (Unillamelar Vesicles - ULV). O tamanho das vesiculas
pode variar entre 100 nm e 1 pm, sendo que vesiculas unilamelares pequenas (Small
Unilamellar Vesicles - SUV) estdo abaixo de 100 nm, as vesiculas unilamelares grandes
(Large Unilamellar Vesicles - LUV) tém tamanho entre 100 nm e 1 pum e as vesiculas
gigantes (Gigants Unilamellar Vesicles - GUV) possuem tamanhos em torno de 1 um.?

A Figura 1 exemplifica o mecanismo de formacdo destas vesiculas. A letra A
representa a fase de preparacao para a hidratacdo que consiste em dissolver o lipidio em um
solvente orgénico e por evaporacdo obter um filme; a letra B representa a fase de hidratacdo
do filme lipidico levando a formacdo das MLVs que, por etapas de extrusdo e sonicagédo
representados pela letra C levam a separacgéo das vesiculas por tamanho (LUV e SUV).



filme lipidico seco agua expansio

Figura 1. Representacdo esquematica da preparacdo de vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas unilamelares grandes (LUV). (Adaptado de

www.avantilipids.com).

Os modelos membranares de fosfolipidios sdo chamados de lipossomas quando
constituidos por fosfolipidios e dgua. Uma das variacGes destes sistemas sdao os chamados
etossomas, que assim se denominam por apresentarem um determinado volume de etanol
combinado com a agua que pode chegar até 40 %. A principal diferenca dos etossomas frente
aos lipossomas é a sua maior fluidez, a qual ¢ atribuida a presenga do etanol. A maior fluidez
dos etossomas faz com que estes sistemas venham sendo bastante utilizados, por exemplo,
como carreadores de farmacos em tratamentos dérmicos.

A utilizagdo de moléculas organicas fluorescentes como sondas na investigacdo de
mudancas dinmicas e estruturais em bicamadas lipidicas é uma técnica ja bem conhecida®*” e
0 emprego da espectroscopia de fluorescéncia tem sido a ferramenta mais utilizada para a
elucidacdo e caracterizacéo destes processos.®®

Desde que Weller relatou pela primeira vez o fendmeno da transferéncia protonica
intramolecular no estado excitado (excited-state intramolecular proton transfer — ESIPT),®
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este processo continua a receber atencdo até os dias de hoje e inlmeras aplicacdes tém



sido desenvolvidas em &reas importantes, inclusive como sondas fluorescentes de membrana.
Compostos como os derivados de 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol (Figura 2) apresentam
caracteristicas fotofisicas bastante interessantes devido ao processo de ESIPT, como por
exemplo, intensa emissdo de fluorescéncia com um grande deslocamento de Stokes, que é
definido como a diferenga entre os comprimentos de onda dos maximos de emisséo e de
absorcao das moléculas.

Levando em conta que compostos que apresentam fluorescéncia tém sido utilizados
para detectar componentes particulares de complexos biomoleculares como, por exemplo, as
celulas vivas, este trabalho propbs a sintese de moléculas fluorescentes da familia dos
heterociclos benzazélicos que possuem a capacidade de se inserir em um ambiente lipidico,
como é o das células vivas e, desta forma, também possam ser utilizadas como marcadores
moleculares fluorescentes para células. Para tanto, deve-se verificar se estas moléculas
primeiramente sdo capazes de se inserir em sistemas membranares modelo e se sua
fluorescéncia sera detectada neste meio. Por este motivo, neste trabalho realizou-se a sintese
de benzoxazo6is modificados com cadeias alquilicas de oito e doze carbonos, bem como um
benzoxazol na forma de um sal de aménio quaternario anfifilico. Estas moléculas sintetizadas
foram introduzidas em solucGes de lipossomas (vesiculas lipidicas) de lecitina de soja - que
consiste em uma mistura de fosfolipidios com a predominéncia da fosfatidilcolina (Figura 2,
estrutura (b) - e um estudo fotofisico foi realizado para avaliar a potencialidade das novas

moléculas como sondas de sistemas lipidicos.
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Figura 2. Estrutura do (a) 2-(2'-hidroxifenil)benzoxazol e da (b) fosfatidilcolina isolada da lecitina de

soja.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar corantes da familia dos heterociclos benzazolicos com caracteristicas
lipofilicas, bem como caracterizar o comportamento fotofisico dos mesmos em solventes

organicos, em lipossomas e etossomas de lecitina de soja.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar, purificar e caracterizar alquil-benzoxazdis com cadeias alquilicas ndo-
ramificadas de oito, doze e dezoito carbonos;

» Caracterizar o comportamento fotofisico dos alquil-benzoxazéis em diferentes solventes
organicos;

> Preparar lipossomas e etossomas de lecitina de soja;

» Preparar lipossomas e etossomas contendo os alquil-benzoxazois;

» Caracterizar o comportamento fotofisico dos sistemas lipossoma/alquil-benzoxazol e

etossomo/alquil-benzoxazol.



3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1. FOTOFISICA

3.1.1. Luminescéncia e Fotoluminescéncia

O termo luminescéncia foi introduzido em 1888 pelo fisico alemdo Eilhardt
Wiedemann, para designar todos os fendmenos de emisséo de luz que ndo sofressem um
aumento de temperatura (ao contrario da incandescéncia que é o termo utilizado para
denominar o fendmeno de emissao de luz por um corpo quente.”*** Luminescéncia é o nome
dado ao fendmeno relacionado a capacidade que algumas substéncias apresentam em
converter certos tipos de energia em emissdo de radiacdo eletromagnética. A luminescéncia
pode ser observada para todas as fases da matéria, seja gasosa, liquida ou so6lida, para ambos
compostos organicos e inorganicos. A radiacdo eletromagnética emitida por um material
luminescente pode ocorrer nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho.

O nome luminescéncia é utilizado como uma generalizacdo do fenémeno. Ha varios
tipos de luminescéncia que diferem entre si pela energia utilizada para a excitagdo como, por
exemplo a eletroluminescéncia é provocada por uma voltagem elétrica, a catodoluminescéncia
por um feixe de elétrons de alta energia, a quimiluminescéncia pela energia de uma reacéo
quimica, a termoluminescéncia pela estimulacao térmica e a fotoluminescéncia pela absorcao
de fotons.

A fotoluminescéncia inclui tanto a fluorescéncia como fosforescéncia. A fluorescéncia
difere da fosforescéncia, no fato de que as suas transicdes eletrébnicas ndo envolvem a
mudanca de spin eletrénico. Como consequéncia, a fluorescéncia tem tempo de vida mais
curto (~10%s) ap6s cessar a fonte de energia. Em contraste, uma mudanca de spin eletrénico,
acompanha as emissdes fosforescentes, a qual faz a radiacdo poder durar por um tempo
facilmente detectavel apds o término da fonte de irradiacdo, frequentemente milisegundos até

alguns segundos.™
3.1.2. Espectros de Absorcao e de Emissédo
Em condigdes normais, as moléculas estdo no estado vibracional de menor energia do

estado eletronico fundamental. A absorcdo de um foton de radiacdo ira excitar as moléculas

para um estado eletrdnico de maior energia, e para os diversos niveis vibracionais e



rotacionais deste estado eletrénico. Desta forma, um espectro de absorgdo ser4 composto por
um conjunto de bandas associadas as diversas transi¢des vibracionais e rotacionais associadas
aos dois estado eletronicos envolvidos na transicdo eletrdnica.’*** A lei de Lambert-Beer
permite uma analise quantitativa a partir dos espectros de absor¢do de UV-Vis. A lei de
Lambert-Beer pode ser expressa matematicamente pela relagdo: A = &bc, onde A é a
absorbancia, ¢ é o coeficiente de absortividade molar, b € o caminho dptico e ¢ a concentracao
da amostra, expressa em Molar.® A partir desta equacdo, tem-se que a intensidade de uma
banda de absorcdo deveria sempre aumentar com a concentragdo da amostra, mas nao
necessariamente de modo linear. No caso de solugfes concentradas, o desvio da linearidade
pode ser grande e se diz que a lei de Lambert-Beer deixou de ser obedecida, isto é, a
absorbancia néo é direta e linearmente proporcional com a concentragéo.®

Da mesma forma que a absor¢do, um espectro de emissdo podera ter uma relaxacgao
vibracional que corresponde as transi¢des do estado vibracional de menor energia do primeiro
estado eletrdnico excitado para os varios estados vibracionais do estado eletrdnico
fundamental. Neste caso, havera uma relaxacdo vibracional em direcdo a valores menores de
energia (maiores comprimentos de onda). Do ponto de vista puramente qualitativo, a
existéncia de uma forte sobreposicdo entre 0s espectros de absorcdo e de fluorescéncia, isto é,
um pequeno valor para o deslocamento de Stokes, exige que ndo ocorra uma grande alteracéo
de geometria molecular entre os dois estado envolvidos (Figura 3). Consequentemente, este €
um dado experimental que permite avaliar alteracfes de geometria com 0 processo de
excitacdo eletrdnica. Nos casos em que esta alteracdo € pequena, 0s dois espectros se
sobrepdem e se obtém espectros que sdo imagens especulares. Esta condicdo é atingida por
muitos hidrocarbonetos aromaticos condensados, que sdao moléculas com alguma rigidez e

que, por isto, ndo sofrem grandes alteragdes de geometria com a excitacio.™
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Figura 3. Esquema hipotético de niveis de energia mostrando os processos de absorcdo e de

fluorescéncia e os correspondentes espectros.™’
3.1.3. Efeito do Solvente na Fotofisica

De um modo geral, havera variacdo na posicdo, intensidade e formato da banda de
absorcdo e de emissdo de um determinado composto quando em presenca de um solvente.
Esta mudanca reflete a interagdo do soluto-solvente que modifica a diferenca de energia entre
o0 estado fundamental e o excitado. O estudo do deslocamento da posi¢do do comprimento de
onda e da variacdo da intensidade da banda de absorcdo com o solvente pode ser usado como
informac&o para determinar o tipo de transicdo que esta ocorrendo.**!” O efeito do solvente
no espectro de uma dada molécula é o quanto se verifica destas mudancas na interagédo soluto-
solvente apds a excitagdo. Estas mudancas podem envolver diversos fatores, tais como a
dispersao, polarizacao, forcas eletrostaticas e interacdes de transferéncia de carga. A interacao
soluto-solvente aumenta com o aumento da polaridade do solvente, dependendo do quanto o
estado fundamental ou o estado excitado € mais fortemente estabilizado, resultando num
deslocamento batocrdmico ou hipsocrémico. Isto é referenciado como um solvatocromismo
positivo ou negativo, respectivamente (Figura 4). Assim, se o estado excitado é mais polar do

que o estado fundamental ou vice-versa, o solvatocromismo poder4 ser observado.™®
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Figura 4. Deslocamento batocrdmico e hipsocrémico do estado fundamental e excitado.’

3.1.4. Transferéncia Protonica Intramolecular no Estado Eletrénico Excitado - ESIPT

O mecanismo de transferéncia protdnica intra ou intermolecular é considerada como
sendo o mais importante e fundamental processo na quimica e na biologia, assim como as
reacOes acido-base e as reacbes enzimaticas. Dependendo do respectivo sistema, varios tipos
de reacdes de transferéncia de prdton ocorrem no estado fundamental ou excitado. Dentre
elas, a transferéncia proténica intramolecular no estado eletrdnico excitado (ESIPT) tem
recebido particular atencdo dos pontos de vista tedrico e experimental, pois (i) possibilita uma
grande separacdo entre 0s maximos de absorcdo e emissao (grande deslocamento de Stokes)
minimizando processos de auto-absorcéo, (ii) sdo rapidos (~10™2 s) e (iii) sdo capazes de
ocorrer mesmo em estruturas rigidas e temperaturas baixas.!® Desde que a primeira
observacdo da ESIPT foi relatada por Weller® na metade do século passado, um grande
namero de moléculas que exibem a ESIPT tem sido desenvolvidas e investigadas, incluindo
derivados da benzofenona,'* flavonas,® entre outras.

Uma ligagdo hidrogénio intramolecular, como a encontrada em moléculas que
apresentam o mecanismo de ESIPT, proporciona uma rigidez consideravel para a estrutura

quimica molecular.?%

Assim, o processo ESIPT requer uma ligacdo hidrogénio
intramolecular entre um doador de proton (-OH, NH,) e um aceptor de proton (-C=0, -N=)

préximos um ao outro na molécula. Em um estado fundamental ESIPT tipico, as moléculas



existem exclusivamente na forma enol (E) que é melhor estabilizada pela ligacéo
intramolecular de hidrogénio. Com a fotoexcita¢do, ocorre uma redistribuicdo eletronica de
cargas, causando um aumento da acidez do grupo doador de préton e um aumento da
basicidade do grupo aceptor. Como resultado, ocorre a transferéncia do proton da forma enol
excitada (E*) para a forma ceto excitada (K*). Apds o decaimento radiativo (emissdo de
fluorescéncia) ocorre uma transferéncia protonica reversa para a forma enol no estado
fundamental E (Figura 5). A diferenca entre a absorcdo (E) e emissdo (K) das espécies

moleculares exclui a auto-absorcéo e resulta em um grande deslocamento de Stokes.’
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Figura 5. Representacgdo do ciclo fotofisico de ESIPT.

3.1.5. Efeito do Solvente na ESIPT

O mecanismo de ESIPT é extremamente dependente da polaridade do solvente e
muitos estudos experimentais e tedricos tém sido realizados para melhor compreender a
influéncia da polaridade do solvente nas diferentes geometrias estabilizadas em solucdo.?"%
Em solventes préticos e/ou polares, existe uma competicdo entre a transferéncia do proton
intramolecular e intermolecular com o solvente, enfraquecendo a ligacdo hidrogénio
intramolecular, possibilitando a estabilizacdo do conférmero enol-cis aberto (Ej;), originario
da ruptura da ligacdo hidrogénio entre a hidroxila fenolica e o nitrogénio da posi¢édo 3,

seguido de uma rotacdo de 180° do grupo 2’-hidroxifenila sob a ligagcdo C,-C;- (Figura 6). Em



solventes apolares e/ou pouco polares, conformeros do tipo enol-trans (Ey;) e enol-trans
aberto (En) podem ser estabilizados. Todos os conformeros (E;-E\/) que apresentam
relaxacdo normal podem competir com o conférmero enol-cis responsavel pelo mecanismo
ESIPT, apresentando em muitos casos uma dupla emissdo de fluorescéncia em um mesmo

solvente.?

Figura 6. Possiveis geometrias da forma enol em solucao.
3.2. HETEROCICLOS BENZAZOLICOS

Heterociclos benzazélicos sdo compostos que possuem em sua estrutura um anel
azolico condensado a um anel benzénico. O anel azblico caracteriza-se por apresentar dois
heteroatomos na posicdo 1 e 3 de um anel de cinco membros, sendo que um deles é sempre 0
atomo de nitrogénio sp? na posicdo 3. A variacdo do heterodtomo na posicdo 1 produz
diferentes derivados, aos quais chamamos benzoxazol quando X = O, benzimidazol, quando
X = N e benzotiazol quando X = S (Figura 7a). A presenca de um grupamento fenila na
posicdo 2 do anel azélico e uma hidroxila em posicdo orto a esta ligacdo, proporciona a
formacdo de heterociclos do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazélicos, conforme pode ser visto na
figura abaixo (Figura 7b). Estes heterociclos caracterizam-se por apresentarem propriedades
fotofisicas no que diz respeito a intensa emissdo de fluorescéncia com um grande

deslocamento de Stokes devido ao mecanismo ESIPT.?
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Figura 7. Estrutura dos compostos benzazélicos, onde X = O, S ou NH.

O método sintético mais utilizado para a obtencdo destes heterociclos consiste na
condensacdo bimolecular entre anilinas o-substituidas com um &cido carboxilico, éster, nitrila,
cloreto de acila, amida ou aldeido.?* O mecanismo de condensacéo inicia-se pelo ataque
nucleofilico do grupo amina ao carbono carbonilico do &cido, com a formacdo de um
intermediario anilida. Em seguida ocorre o fechamento do anel com a perda de uma molécula
de 4gua para formar os correspondentes benzoxazol, benzimidazol e benzotiazol.** Um
agente ciclizante bastante empregado nestas reacdes de ciclizagdo € o acido polifosforico, que
também se presta para reacGes de acilagdo, alquilacdo, reacBes catalizadas por acido e na
sintese de heterociclos contendo nitrogénio.”*

3.3. LIPOSSOMAS

Lipossomas ou vesiculas de fosfolipidios sdo particulas coloidais auto-organizadas que
ocorrem naturalmente, mas podem também ser sintetizadas. H& 40 anos, Alec Bangham com
sua observacdo pioneira de que fosfolipidios em solucdo aquosa podem formar estruturas
fechadas em bicamadas permitiu que a pesquisa sobre lipossomas percorresse um longo
caminho convertendo-se de simples objetos de pesquisa biofisica em carreadores terapéuticos
para numerosas aplicages clinicas.?®

Lipossomas sdo vesiculas microscopicas formadas por uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas e separadas por um meio aquoso. Eles podem encapsular substancias
hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as primeiras ficam retidas no compartimento aquoso e

as lipofilicas adsorvidas no interior da membrana. Estas vesiculas sdo constituidas
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basicamente por fosfolipidios (podendo ser de natureza sintética ou natural) e esterois. Os
lipidios mais utilizados nas formulagcdes de lipossomas sdo as fosfatidilcolinas,
fosfatidilserinas, fosfatidilglicerol e esfingomielinas, que tendem a formar uma bicamada
estdvel em solucdo aquosa. As fosfatidilcolinas sdo as mais empregadas em estudos de
formulacGes de lipossomas, pois apresentam grande estabilidade frente a variagcdes de pH ou
de concentracdo de sal no meio.”® Na evolucdo do seu emprego como carreadores de
farmacos, algumas alteracGes foram feitas na estrutura basica dos lipossomas, possibilitando
maior aplicacdo terapéutica. Eles também foram classificados quanto as caracteristicas de

interagdo com sistemas bioldgicos.**

3.3.1. Estruturacdo dos Lipossomas

De forma geral, as moléculas podem ser divididas em polares ou apolares
considerando sua simetria e distribui¢do das nuvens eletrdnicas. Algumas moléculas, porém,
sdo constituidas de uma regido polar e uma regido apolar na mesma estrutura, ligadas de
forma covalente e sdo chamadas de moléculas anfifilicas. Devido a esta caracteristica,
apresentam a propriedade de auto-organizacdo produzindo diferentes estruturas quando em
solucdo aquosa. No processo de auto-associacdo, a orientacdo destas moléculas obedece ao
estado de menor energia termodinamica: as regides polares em contato com o meio polar
(4gua) e as regides apolares com o meio apolar (cadeias hidrocarbénicas). A representacdo de
uma molécula anfifilica numa configuracdo de circulo (parte polar) com cauda (parte apolar),

com distintas organizacdes estruturais®>°

pode ser vista na Figura 8.

Com relagdo aos lipidios, aqueles que apresentam uma forma geométrica conica
tendem a formar micelas, que sdo estruturas cujas cadeias hidrocarbonicas dos lipidios ficam
protegidas do meio aquoso (no qual ndo sdo sollveis) e as cabecas hidrofilicas, polares, sdo
expostas na superficie, voltadas para 0 meio aquoso. J& os lipidios com forma geométrica
cilindrica, tendem a formar bicamadas lipidicas. Estas bicamadas formadas, cujas cadeias
hidrocarbo6nicas se estendem para dentro das duas superficies, separando dois compartimentos
aquosos, formam uma base interna hidrocarbonada, e as cabegas hidrofilicas se voltam para
fora, estendendo-se para as fases aquosas. Evitando ainda o contato da regido hidrofobica com
a agua, as bicamadas podem se fechar sobre si mesmas formando estruturas vesiculares,

também chamadas de lipossomas.*?®
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Figura 8. Representacdo das possiveis formas para moléculas anfifilicas relacionadas com a simetria

estrutural e as respectivas fases mais provaveis de estruturas coloidais.”

Na Figura 9 estdo representadas as estruturas genéricas de algumas destas moléculas
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Figura 9. Representagdo genérica das estruturas de uma serina, colina e inositol.

3.4. ETOSSOMAS

Os etossomas sdo uma derivacdo dos lipossomas, em que se utiliza uma elevada
concentragcdo de alcool para a preparagdo dos mesmos (tipicamente de 20 a 40%). Desta

forma, etossomas séo vesiculas etandlicas de fosfolipidios que sdo utilizadas, sobretudo, para
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a administracdo transdérmica de drogas. Os etossomas tém maior razdo de penetracdo através
da pele quando comparados aos lipossomas. O incremento da permeacdo dos etossomas é
atribuido ao etanol, que aumenta a fluidez da membrana lipidica resultando em um

incremento da permeabilidade dos etossomas na pele.”’
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Figura 10. Acdo do etanol sobre a bicamada lipidica.

O etanol é conhecido como um eficiente potencializador da permeabilidade e tem sido
adicionado em sistemas vesiculares para preparar nanovesiculas elésticas.?® Muitas pesquisas
indicam que os etossomas possuem uma boa estabilidade de armazenamento devido ao fato de
que o etanol proporciona uma carga superficial negativa liquida, evitando assim a agregacao
das vesiculas, devido & repulsdo eletrostatica.”®*

Tipicamente, etossomas podem conter fosfolipidios com diferentes estruturas quimicas
como a fosfatidilcolina, a fosfatidiletanolamina, o fosfatidilglicerol, o fosfatidilinositol,
polietilenoglicol, entre outros. A literatura referencia dois métodos para a preparacdo dos
etossomas: 0 método frio e 0 método quente. No método a frio o fosfolipidio, um farmaco ou
outra molécula de interesse séo dissolvidos em etanol em um recipiente fechado a temperatura
ambiente e sob agitagdo vigorosa. Propilenoglicol ou outro poliol é adicionado durante a
agitacdo e a mistura é aquecida em banho-maria até 30°C. Agua, também aquecida a 30°C é
adicionada ao recipiente fechado e a mistura é agitada por 5 min. Ja no método de preparacéo
a quente, o fosfolipidio é disperso em agua por aquecimento em banho-maria a 40°C até a
obtencdo de uma solugdo coloidal. Em outro recipiente, etanol e propilenoglicol sao
misturados e aquecidos a 40°C. Quando ambas misturas estdo na temperatura de 40°C, a fase
organica é adicionada sobre a aquosa. O farmaco é dissolvido na &gua ou no etanol
dependendo de suas propriedades hidrofilicas/hidrofobicas.”® Nestes dois métodos de
preparacdo o tamanho da vesicula pode ser diminuido usando os métodos de sonicagdo ou

extrusdo.?®
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4. EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental desta dissertacdo foi desenvolvida no Laboratério de Novos
Materiais Organicos do Instituto de Quimica da UFRGS.

Os reagentes e solventes utilizados foram os seguintes: acido 5-aminosalicilico 95%
(Aldrich), 2-aminofenol (Aldrich), iodooctano (Aldrich), iodododecano (Aldrich) e N,N-
dimetiloctadecilamina 89% (Aldrich), epiclorodrina (Alclor), &cido polifosférico P.A.
(Vetec), 1,4-dioxano P.A. (Vetec), etanol P.A. (Merck), diclorometano P.A. (Synth),
acetonitrila P.A. (Synth), 2-butanona (Vetec).

As analises elementares foram realizadas em um equipamento Perkin EImer modelo
2400. As medidas de espectroscopia na regido do infravermelho foram realizadas em um
equipamento Shimadzu Prestige 21 em pastilha de KBr ou no modo de Reflectancia Total
Atenuada (ATR). As medidas de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis foram
obtidas a temperatura ambiente utilizando em espectrofotémetro Shimadzu UV 2450. Para as
medidas de espectroscopia de emissdo de fluorescéncia foi utilizado um espectrofluorimetro
Shimadzu RF-5301PC. Os espectros de emisséo de fluorescéncia foram obtidos utilizando os
maximos de absor¢do como comprimento de onda de excitagdo. As medidas de ressonancia
magnética nuclear de *H e de *C foram realizadas em aparelhos Varian Inova e Varian
VNMRs, sendo que os espectros de *H foram obtidos a 300 MHz e os de **C, a 75,4 MHz, em
tubos de 5 cm de didmetro. As imagens dos lipossomas e etossomas foram obtidas através da
microscopia confocal em um equipamento Olympus FV1000 no centro de microscopia desta

Universidade, e a microscopia Optica em um microscépio de epifluorescéncia Olympus BX41.

4.2. SINTESE DOS CORANTES FLUORESCENTES

A metodologia sintética utilizada para a obtencdo dos corantes 3-7 esta apresentada na
Figura 11. A primeira etapa que leva a sintese do precursor 3 parte da rea¢do de condensagédo
bimolecular entre o acido 5-aminosalicilico (2) e o o-aminofenol (1) em &cido polifosférico
(APF) e 4 horas de reacdo a uma temperatura de 180°C. Depois de resfriada, a solucéo é

vertida em gelo e depois de filtrado, o solido é neutralizado com uma solugdo de bicarbonato
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de sodio 10%. O produto neutralizado € seco em estufa e purificado por cromatografia em

coluna de silica-gel em cloroférmio ou diclorometano como solvente.
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NH- on
L, -
oH H;N

c=aminofenol (1) acido 5-aminosalicilico (2)
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Figura 11. Esquema de sintese dos compostos 3-7.
4.2.1. Sintese do 2-(5’-Amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (3)

A obtencdo do 2-(5’-amino-hidroxifenil)benzoxazol (3) seguiu a metodologia descrita
na na literatura,” onde uma mistura equimolar de o-aminofenol (1) (2 g; 18,4 mol) e 4cido 5-
aminosalicilico (2) (2,82 g) em é&cido polifpsférico (10ml) foi aquecida sob agitacdo a
temperatura de 180°C por 5 horas. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada. Depois de resfraida, a mistura foi vertida em gelo picado (400 g) e o precipitado
obtido foi filtrado, neutralizado com solu¢do de NaHCO3; 10%, lavado com &agua e seco a
temperatura ambiente. O produto obtido (3) foi purificado em coluna de silica-gel com
diclorometano como eluente. Ponto de fusdo: 174-175°C; IV (KBr, cm™): 3407 (vas NHy);
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3330 (15 NH,); 1630 € 1545 (varom C=C):; RMN de *H (CDCls, 300MHz, 5em ppm): 10,94 (s,
1H, OH); 7,83-6,74 (M, 7H, Ha, Hs, He, H7, Hs:, Has, He): 3,54 (s, largo, 2H, NH,).

4.2.2. Sintese do 2-(5’-(N-3-Cloro-2-hidroxipropilamino)-2’-hidroxifenil) benzoxazol (4)

A sintese de 4 foi baseada na literatura,®* porém utilizando-se o 2-(5’-amino-
hidroxifenil)benzoxazol para realizar a reacdo de substituicdo nucleofilica no grupo amino.
Uma solugdo etanodlica de 3 (0,29 g, 1,29 mmol) foi adicionada através de funil de adicdo
sobre 0,477 g (5,16 mmol) de epicloridrina a 45°C. A mistura foi mantida sob agitacdo e
refluxo por 24 horas. O produto obtido foi purificado por cromatografia em silica gel
utilizando-se CHCl; e acetona (1:1) como mistura eluente. O produto de interesse obtido apos
0 processo de purificagdo apresentou-se sob a forma de um sélido alaranjado com 20% de

rendimento.

Ponto de fusdo: 117-120°C. IV (KBr, cm™): 3322 (v NH); 2904; 1622 e 1587 (vaom C=C).
RMN de H (CDCls, 300MHz, 5 em ppm): 11 (s, 1H, OH); 7,2 - 6,2 (m, 7H, Ha, Hs, Hs, Hy,
Hs:, Ha, Hg), 4,21-4,09 (m, 1H, Hy), 3,75 (dd, J = 4.5Hz e 4.8Hz, 1H, Ho), 3,70 (dd, J = 6,0;
5,7 Hz, 1H, Ho), 3,42 (dd, J = 3,9 1H, H,), 3,27 (dd, J = 7,8 1H H,). RMN de **C (CDCls, 75
MHz, 6 em ppm): 47,8 (C,); 48,1 (C,); 69,9 (Cp); 109,8 (Cy); 110,3 (C;-); 110,6 (Cs’); 118,9
(C4); 119,2 (C5); 121,2 (Cu); 124,9 (Ce); 125,3 (Cs); 140,2 (Cs); 140,7 (Co); 149,1 (Cy);
152,0 (Cs); 162,9 (C»).

4.2.3. Sintese do N-(3-((3-(Benzoxazol-2-il)-4-hidroxifenilamino)-2-hidroxipropil)-N,N-
dimetil-1-octadecanoamonio (5)
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A sintese de obtencéo de 5 foi baseada na literatura,* levando-se em conta a diferenca
quando ao composto organico utilizado (4). Uma mistura do composto 4 (0,29 g, 0,94 mmol)
e N,N-dimetil-octadecilamina (OTA) (0,16 g, 0,54 mmol) em tolueno foi agitada lentamente
sob banho de gelo. A seguir, a mistura foi aquecida a temperatura de refluxo durante 45 h.
Apos este periodo, o solvente foi removido em evaporador rotatorio. O produto, uma cera de
coloragdo marrom-escura, foi lavado com hexano para remogéo de pequenas quantidades de
material de partida (OTA). O desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por cromatografia

em camada delgada (CCD) e o rendimento encontrado foi de 68%.

d

'ac/
NbNMA
H /gikmoqsux

OHe

Ponto de fusdo: Decompde acima de 200°C. Analise elementar calculada: C: 70,39; H: 9,19;
N: 6,84. Encontrada: C: 71,12; H: 9,83; N: 6,12. IV (KBr, cm™): 2916 (v4s C-H), 2849 (1% C-
H), >3000 (v O-H), 1636 (v C=C). RMN de *H (CDCls, 300MHz, §em ppm): 10,74 (s, 1H,
OH), 7,6 - 6,9 (m, 7H, Hy, Hs, He, H7, H3:, Hy:, He?), 4,6 (M, 1H, Hy) 4,0-3,5 (m, 4H, H,, Ho),
3,5-3,0 (m, 8H, Hc, Hq, Hy), 1,70-2,50 (m, 4H, Hg, Hy), 1,10 (m, 28H, Hx-Hy), 0,78 (t, 3H, Hy).
RMN de *C (CDCls, 75 MHz, § em ppm): 13,9 (Cy); 22,5 (C\); 26,9 (Cy); 27,2 (Cp); 28,8-
29,5 (10C, Cs,Cy, Cq, Cyp, Co, Cn, Cm, Ci, Ck, Cj); 109,8 (C7); 110,3 (Cy); 110,6 (Ce); 118,1
(Cq); 119,2 (Cs:); 121,2 (Cy); 124,9 (Cp); 125,38 (Cs); 140,2 (Cs:); 140,7 (Cy); 149,1 (Cyo);
152,0 (Cs); 162,9 (C»).

4.2.4. Sintese do 2-(5’-N-octilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (6)
A sintese do composto 6 foi adaptada da literatura.**** Em um baldo de fundo redondo
foram adicionados 3 (0,61 g, 2,65 mmol), iodooctano (1,27 g, 5,3 mmol), carbonato de

potéssio (0,36 g, 2,65 mmol) e 2-butanona suficiente para solubilizagdo de 3. A mistura foi

mantida em refluxo por 18 horas e a reacdo acompanha por CCD.'**® Apés este periodo,
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obteve-se um liquido oleoso de coloracdo amarela que foi purificado por cromatografia em
silica gel, utilizando cloroférmio como eluente. O produto purificado foi um solido cristalino

amarelo-escuro com rendimento de 45%.

Ponto de fusdo: 92-94°C. Analise elementar calculada: C: 74,25; H: 7,96; N: 7,90.
Encontrada: C: 74,55; H: 7,69; N: 8,28. IV (KBr, cm™): 3390 (v NH), 2930 (15 C-H), 2840
(vsC-H). RMN de H (CDCls, 300MHz, 5em ppm): 11 (s, 1H, OH); 7,2 - 6,2 (m, 7H, Hg, Hs,
Hs, H7, H3», Ha, He); 3,0 (t, 2H, Ha), 1,6 (m, 2H, Hy), 1,2 (m, 10H, Hc-Hg), 0,8 (t, 3H, Hp).
RMN de **C (CDCls, 75 MHz, 5em ppm): 14,0 (Cy); 22,6 (Cy); 27,13 (Cc); 29, 0 (C. ou Cy);
29,3 (Ce ou Cy); 29,5 (Cp 0ou Cy); 31,7 (Cp ou Cy); 44,9 (Cy); 109,8 (Cr); 110,3 (Cy-); 110,6
(Ce); 118,1 (Cy4); 119,2 (Cs0); 121,2 (Cy); 124,9 (Ce); 125,38 (Cs); 140,2 (Cs); 140,7 (Co);
149,1 (C»'); 152,0 (Cs); 162,9 (Cy).

4.2.5. Sintese do 2-(5’-N-Dodecilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (7)

A sintese do composto 7 foi adaptada da literatura.**** Em um baldo de fundo redondo
foram adicionados 3 (0,51 g, 2,21 mmol), iodododecano (0,98 g, 3,32 mmol), carbonato de
potassio (0,30 g, 2,21 mmol) e 2-butanona suficiente para a solubiliza¢do de 3. A mistura foi
mantida em refluxo por 18 h e a reacdo foi acompanhada por CCD. Apds este periodo,
obteve-se um liquido oleoso de coloracdo amarela que foi purificado por cromatografia em
silica gel, utilizando cloroférmio como eluente e obtendo-se um solido alaranjado com 45%

de rendimento.
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Ponto de fusdo: 96-98°C. Andlise elementar calculada: C: 85,11; H: 7,97; N: 7,37.
Encontrada: C: 76,44; H: 8,63; N: 7,11. IV (KBr, cm™): 3390 (v NH), 2915 (v,C-H), 2850
(1,C-H). RMN de *H (CDCls, 300MHz, 8 em ppm): 11 (s, 1H, OH); 7,2 - 6,2 (m, 7H, Ha, Hs,
Hs, H7, Hi:, Hy, He); 3,2 (t, 2H, Hy), 1,6 (m, 2H, Hp), 1,2 (m, 18H, Hc-Hy), 0,8 (t, 3H, H)).
RMN de *C (CDCls, 75 MHz, §em ppm): 14,4 (C)); 22,9 (Cy); 26,2 (C.); 29,4-30,0 (C4-Ci):
32,2 (Cy ou Cj); 33,8 (Cy ou Cj); 52,2 (Ca); 109,8 (C); 110,4 (C); 110,6 (Ce); 118,1 (Cy4);
119,2 (Cy); 121,2 (Cu); 124,9 (Ce); 125,3 (Cs); 140,2 (Cs); 140,7 (Co); 149,1 (C»); 152,0
(Ce); 162,9 (Cy).

4.3. PURIFICACAO DA LECITINA DE SOJA

Lecitina de soja (7,0 g) - cedida pelo laboratério da Professora Nadya Pesce da
Silveira do 1Q-UFRGS - foram purificadas por cromatografia em silica gel (70-230 nm)
utilizando como mistura de eluente dgua:metanol:cloroféormio em uma razdo de 0,4:2,5:6,5,
respectivamente, conforme descrito na literuatura.®**=° O grau de pureza foi determinado por
RMN de 'H.

4.4. PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

Fosfatidilcolina purifivada (60, mg) foram dissolvidos em 10mL de cloroférmio e
acrescidos de 200 uL de agua destilada para a formacao de duas fases imisciveis. A suspensao
foi deixada no ultrasom por 4 minutos formando uma emulsdo onde os fosfolipidios se
estruturam na forma de micelas reversas com nicleo aquoso no solvente organico. O sistema
foi concentrado pela evaporagdo do solvente organico em evaporador rotatério. Para a
hidratacdo do filme lipidico, 10 mL de agua foram adicionados sob agitacdo, ocorrendo a

formacdo dos lipossomas. O processo de hidratacdo lipidica tem por objetivo a obtengédo de
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vesiculas com multiplas bicamadas e foi descrito pela primeira vez por Bangham.**® Um
bom indicativo da formacao dos lipossomas é a formagéo de uma solugdo leitosa, como a que

pode ser vista na Figura 12.

Figura 12. Foto da suspenséo de lipossoma de fosfatidilcolina obtida da lecitina de soja.
4.5. PREPARACAO DE LIPOSSOMAS CONTENDO OS CORANTES 5-7

A preparacdo dos lipossomas contendo os corantes 5-7 foi feita como segue: em um
baldo monotubulado foram adicionados 60 mg de fosfatidilcolina purificada juntamente com
9 mL de cloroférmio e 1 mL de uma solucdo de corante em cloroférmio (1 mg/mL). Sobre
este sistema, 200 uL de &gua foram acrescidos para a obtencdo dos lipossomas em fase
reversa. A mistura foi submetida a sonicacdo por 4 minutos e o solvente organico foi
evaporado obtendo-se um organogel. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de agua para
a hidratacdo do filme lipidico. Este procedimento foi feito para os trés corantes 5-7, de forma
a obter-se uma concentracdo final de corante de 10 mol/L. A partir desta solucéo de 10
mol/L foram feitas diluicSes em &gua, para obtencdo de concentracdes de 10®° mol/L e 10
mol/L.

4.6. PREPARACAO DE ETOSSOMAS CONTENDO OS CORANTES 5-7
Os etossomas contendo os corantes 5-7 foram preparados como segue: em um baldo

monotubulado foram adicionados 60 mg de fostatidilcolina purificada juntamente com 10 mL

de cloroférmio e 200 pL de &gua. O sistema foi sonicado por 4 minutos e a fase orgénica
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evaporada. Posteriormente, 9 mL de &4gua foram adicionados ao organogel para a hidratacéo
do filme lipidico e 1 mL de uma solucéo do corante em etanol do corante foi adicionada ao
organogel (1 mg corante/mL)obtendo-se uma concentracdo final de 10* mol/L para cada
corante. Destas solu¢fes-mée foram feitas duas diluices, obtendo-se concentracdes finais de
10 e 10° mol/L para cada corante. Sendo assim, para cada corante foram preparadas
solucdes de etossoma com concentracéo de corante de 10, 10™ e 10°° mol/L.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS CORANTES FLUORESCENTES

A sintese de 4 se da via reacdo de abertura de anel epoxido em etanol. Nesta reacao, o
carbono menos substituido da epicloridrina, que reage com nucledfilos, € atacado pelos pares
de elétrons do nitrogénio do grupo amina do composto 3, provocando a abertura do anel
epoxido e a formacgéo do produto desejado.

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho dos compostos 3 e 4 foi possivel
observar o desaparecimento das bandas de estiramento simétrico e assimétrico do grupo
amino em 3407 cm™ e 3330 cm™ de 3 em detrimento do aparecimento do estiramento —NH
em 3322 cm™ de 4 corrobora com a elucidacdo da estrutura. A identificacdo dos sinais teve
como base dados da literatura.*® A confirmacdo da estrutura de 4 se deu também por RMN de
'H e de '*C. No espectro de RMN de 'H, visto na Figura 13, pode-se observar 0s
deslocamentos referentes aos sete hidrogénios aromaticos entre 7,7 ppm e 6,7 ppm, e entre 4,5
ppm e 3,5 ppm os hidrogénios alifaticos da molécula.

. -
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Figura 13. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl5) do precursor (4).
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O padréo observado para os sinais dos hidrogénios aromaticos é semelhante para todos
0s corantes. Todos eles apresentam um sistema ABCD representado pelos hidrogénios Hy-H-,
o0 sistema AB compreendendo os hidrogénios Hs- e Hy, € 0 hidrogénio He na forma de um
dubleto com constante de acoplamento meta. Estes hidrogénios aparecem entre 7,6 ppm e 6,9
ppm. Um hidrogénio fendlico normalmente aparece na regido entre 7-4 ppm, dependendo do
solvente, da temperatura e da concentracdo. Quando uma ligagdo hidrogénio intramolecular é
formada, este hidrogénio é desblindado e move-se pra frequéncias mais altas, como é o caso
dos corantes 4-7 que podem sdo observados em torno de 11 ppm.

Expandindo a regido dos hidrogénios alifaticos de 4 (Figura 13), pode-se observar um
multiplete entre 4,25 e 4,0 ppm corresponde ao hidrogénio carbinélico Hy, 0s 2 hidrogénios
H. aparecem entre 3,8 ppm e 3,62 ppm pois sdo mais desblindados devido ao efeito retirador
do cloro, os 2 hidrogénios H, aparecem entre 3,5 e 3,2 ppm. Estes dois conjuntos de
hidrogénios (H, e Hc) deveriam aparecer como dois dubletes, cada qual correspondente a um
dos conjuntos. Entretanto, aparecem desbobrados como dois duplos dubletes deviado ao fato
de os dois serem hidrogénios diastereotdpicos, uma vez que a substituicio de um dos

hidrogénios gera um centro assimétrico.

\ \
4.00 3.50
opm (f1)

Figura 14. Expansao da regido dos hidrogénios alifaticos do espectro apresentado na Figura 13.

Quanto ao espectro de *C APT de 4 (Figura 15), foi possivel identificar os trés
carbonos alifaticos entre 40 e 70 ppm (C,~ 48 ppm, C, ~ 70 ppm e C.~47 ppm), e todos 0s

sete carbonos aromaticos entre 100 ppm e 160 ppm (C,- Cq, Cy:- Cs:). O carbono terciario C; é
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observado em aproximadamente 109 ppm, o carbono quaternario C,- é observado em 110
ppm e 0 Ce:, também proximo a 110 ppm, porém um pouco mais desblindado. Os carbono C,-
e Cs- saem, respectivamente em 118 ppm e 119 ppm, com o Cs- um pouco mais desblindado
devido ao efeito da hidroxila. Os carbonos terciarios Cs e Cs, bastante parecidos
quimicamente, aparecem aproximadamente em 124 e 125 ppm, respectivamente. O carbono
quaternério Cs: é visto em torno de 140 ppm, bastante semelhante quimicamente ao carbono
quaternario C9, que aparece um pouco mais desblindado, também em torno de 140 ppm. Em
torno de 150 ppm podem ser vistos o carbono C,- e o carbono Cg, este ultimo mais
desblindado que o primeiro. Por fim, pode-se observar em aproximadamente 163 ppm o

carbono quaternério Co.

HO

4
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Figura 15. Espectro RMN de APT (75 MHz, CDCls) do precursor (4).

O corante 4 teve o assinalamento completo de seus hidrogénios e carbonos com o

auxilio da técnica heteronuclear de HMQC (Figuras 16-18).
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Figura 16. HMQC do corante 4 em CDCls.

Esta andlise confirmou que os hidrogénios que aparecem entre 3,5 ppm e 3,0 ppm
estdo relacionados ao carbono ligado ao nitrogénio, bem como que os dois hidrogénios que
aparecem entre 4,0 ppm e 3,5 ppm séo aqueles ligados ao carbono ligado ao cloro. E por fim,
que o multiplete em torno de 4 ppm estd ligado ao carbono carbindlico que aparece em

frequéncia maior que os demais carbonos.
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Figura 17. Expansao da regido alifatica do HMQC para o corante 4 em CDCls.

O primeiro carbono terciario aromético, C; em torno de 110 ppm esté relacionado ao
hidrogénio H; que aparece em torno de 7,3 ppm. O carbono C4, por ser mais desblindado
devido ao efeito do nitrogénio, esta em torno de 120 ppm e se relaciona ao hidrogénio Hs em
torno de 7,7 ppm. Os carbonos 5 e 6 assemelham-se quimicamente e saem bastante proximos,
em torno de 126 ppm, assim como o0s hidrogénio Hs e Hg, correlacionados a estes carbonos,
aparecem sobrepostos em torno de 7,4 ppm. O carbono C4 em torno de 110 ppm esta
relacionado ao hidrogénio He:, em aproximadamente 7, 6 ppm. Os dois acoplamentos Hg:
(orto e meta) ficam bastante claros no espectro pela visualizacdo dos dois dubletes entre 6,8-
6,9 ppm e que se relacionam com o carbono C4 em torno de 121 ppm. Ainda pode-se
observar o dublete em torno de 7,0 ppm, referente ao Hs.. Este hidrogénio esta relacionado ao

carbono C;- que é visto em torno de 118 ppm.
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Figura 18. Expanséo da regido aromatica do HMQC para o corante 4 em CDCls.

A confirmacdo da formacdo do sal de amoénio (5) se deu primeiramente por

infravermelho® (Figura 19). Para este corante, observou-se o sinal do estiramento do grupo

hidroxila em torno de 3400 cm™, os estiramentos dos grupos metilénicos —CH, simétrico e

assimétrico em 2916 cm™ e 2849 cm™ respectivamente, bem como o estiramento -C-N em

1460 cm™.
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Figura 19. Espectro no infravermelho do corante 5.

Uma vez que pelo espectro no infravermelho desta molécula ndo se tinha a certeza de
que o nitrogénio estava quaternizado, resolveu-se fazer uma analise comparativa entre o
espectro de 5, a amina de partida - a N,N-dimetiloctadecilamina - e 0 seu respectivo sal.
Conforme pode-se observar na Figuras 19 e 20, os espectros no IV da N,N-
dimetiloctadecilamina e do seu respectivo sal de amonio diferenciam-se principalmente na
regido vibracional dos estiramentos dos grupos metila e metilénico. Através desta analise foi
possivel confirmar que a N,N-dimetiloctadecilamina foi quaternizada pelo corante 4 tendo em

vista a semelhanca do espectro de 5 com o espectro da Figura 21.
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Figura 20. Espectro no infravermelho da N,N-dimetiloctadecilamina. Fonte: SDBS - Spectral

Database for Organic Compounds.
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Figura 21. Espectro no infravermelho do cloreto de N,N,N-trimetiloctadecilaminio. Fonte: SDBS -
Spectral Database for Organic Compounds.

Além da caracterizacao por 1V, a confirmacdo da estrutura de 5 foi feita por RMN de
'H (Figura 22 e 23) e de *C (Figura 24). No RMN de 'H pode-se observar o sinal do
hidrogénio fendlico em 10,74 ppm e os sete hidrogénios aromaticos entre 6,83 ppm e 7,57
ppm, conforme explicacdo dada para o corante 4. Na regido dos hidrogénio alifaticos, até ~
4,2 ppm, observa-se os demais hidrogénios da molécula, conforme pode ser visto na expansao
abaixo. Os seis hidrogénio metilicos ligados ao nitrogénio quaternario, assim como o0s dois
hidrogénio (Hg, He, Hs), aparecem no multiplete entre 3,5 ppm e 3,0 ppm, com integracdo para
oito hidrogénios. Os dois hidrogénios identificados como Hg, assim como os dois hidrogénios
de H, saem praticamente juntos, devido a similaridade de seus ambientes quimicos, entre ~1,8
ppm e 2,5 ppm. Os 28 hidrogénios da alquilica (Hx-H,) podem ser identificados através do
sinal bastante intenso em torno de 1 ppm. J& os trés hidrogénios da metila terminal, saem em
torno de 0,6 ppm. Os hidrogénios correspondentes a porcdo ja identificada anteiormente para
o corante 4 (R-CH,-COH-CH;-R) podem ser novamente observados entre 3,5 e 4,0 ppm (Ho-
He).
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Figura 22. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do corante 5.

opm (t1)

Figura 23. Expansdo do espectro de RMN de *H para a regi&o dos hidrogénios alifaticos do corante 5.

A identificagdo de todos os carbonos da molécula foi possivel através da técnica de
RMN de *C (APT), corroborando para a confirmacéo da estrutura. No espectro abaixo pode-
se observar que os carbonos alifaticos aparecem entre 14 ppm e 70 ppm (C4-C,), com o

carbono primario a, mais blindado, aparecendo em torno de 14 ppm, o carbono secundario v,
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pouco desblindado, aparecendo em torno de 27 ppm, dois outros carbonos secundarios, um
pouco mais desblindados Cy e Cy, aparecem entre 28 e 29 ppm. Os outros 10 carbonos
secundarios e quimicamente semelhantes (Cs-Cj) aparecem entre 28 ppm e 29 ppm. Por fim,
0s carbonos aromaticos aparecem entre 110 ppm e 163 ppm (C,-Cg € C;:-Cg:). O carbono
tercidrio C; é observado em aproximadamente 109 ppm, o carbono quaternario C;- €
observado em 110 ppm e o Ce¢, também proximo a 110 ppm, porém um pouco mais
desblindado. Os carbono C4- e C;- saem, respectivamente em 118 ppm e 119 ppm, com o Cs:
um pouco mais desblindado devido ao efeito da hidroxila. Os carbonos terciarios Cg € Cs,
bastante parecidos quimicamente, aparecem aproximadamente em 124 e 125 ppm,
respectivamente. O carbono quaternario Cs- € visto em torno de 140 ppm, bastante semelhante
guimicamente ao carbono quaternario C9, que aparece um pouco mais desblindado, também
em torno de 140 ppm. Em torno de 150 ppm podem ser vistos o carbono C,: e o carbono Cg,
este ultimo mais desblindado que o primeiro. Por fim, pode-se observar em aproximadamente

163 ppm o carbono quaternario C,.
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Figura 24. Espectro de RMN de APT (75 MHz, CDCI;) do corante 5.

A reacéo de substituigdo entre a amina aromatica 3 o iodooctano para formar o 2-(5°-

N-octilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (6) foi confirmada por IV*® (Figura 25), através do
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qual pode-se observar a presenca dos estiramentos -NH em 3390 cm™ e —-CH, em 2930 cm™ e
2840 cm™, como se esperava para esta estrutura.
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Figura 25. Espectro no Infravermelho para o corante 6.

Pelo RMN de 'H pode-se observar o mesmo sistema aromatico, ja mencionado
anteriormente para os corantes 4 e 5, com os sete hidrogénios compreendidos entre 6,8 ppm e
7,8 ppm e o hidrogénio fendlico em 11 ppm. Como a diferencas entre os corantes se da na
regido alifatica de suas estruturas, abaixo pode ser vista a identificagdo destes hidrogénios.
Assinalado com o0 4 e com integragéo para trés hidrogénios, pode-se observar os hidrogénios
metilicos da molécula, j& em torno de 1 ppm, com integracdo para dez hidrogénios
guimicamente semelhantes, os hidrogénios da cadeia alquilica. ldentificados com o nimero 2
e integracdo pra dois hidrogénios, pode-se observar o sinal dos hidrogénios que sofrem um
fraco efeito de desblindagem causado pelo grupo amino e pelos anéis aromaticos. Por fim, em
torno de 3 ppm observa-se o sinal referente aos dois hidrogénios do carbono ligado ao grupo

amino, que saem bastante desblindados (Figura 26).
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Figura 26. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI5) do corante 6.

Todos os carbonos da molécula puderam ser identificados pelo RMN de *C APT,
onde os carbonos alifaticos aparecem entre 14 ppm e 110 ppm (Figura 27). O carbono
primario Cy, aparece em 14,04 ppm, os carbono secundarios Cq4-Csoup, €ntre 27 ppm e 29, 49
ppm. O carbono a, C,, um pouco mais desblindado devido ao efeito do grupo amino, aparece
em torno de 110 ppm. Por fim, os carbonos aromaticos, que aparecem ap6s 110 ppm (C,-Cq €
C,-C¢), de forma analoga ao que foi descrito para os corantes 4 e 5. Ou seja, o carbono
terciario C; é observado em aproximadamente 109 ppm, o carbono quaternario C;- é
observado em 110 ppm e o Cg, também proximo a 110 ppm, porém um pouco mais
desblindado. Os carbono C,4- e C5- saem, respectivamente em 118 ppm e 119 ppm, com o Cs:
um pouco mais desblindado devido ao efeito da hidroxila. Os carbonos terciarios Cs € Cs,
bastante parecidos quimicamente, aparecem aproximadamente em 124 e 125 ppm,
respectivamente. O carbono quaternario Cs- é visto em torno de 140 ppm, bastante semelhante
guimicamente ao carbono quaternario C9, que aparece um pouco mais desblindado, tambeém
em torno de 140 ppm. Em torno de 150 ppm podem ser vistos o carbono C,: e o carbono Cg,
este Ultimo mais desblindado que o primeiro. Por fim, pode-se observar em aproximadamente

163 ppm o carbono quaternario C..
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Figura 27. Espectro de RMN APT (75 MHz, CDCIs) do corante 6.

Como os corantes 6 e 7 se diferem apenas pelo tamanho da cadeia alquilica, o
mecanismo de formagéo do 2-(5’-N-dodecilamino-2’-hidroxifenil)benzoxazol 7, assim como
o do corante 6, é via reacdo de substituicdo nucleofilica. A caracterizacdo do corante 7 €
bastante semelhante a do corante 6 aja vista que a direfenca entre os dois corantes esta no
tamanho da cadeia alquilica ligada ao gurpo 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol. Desta
forma, no espectro no infravermelho se observa a banda de estiramento —~NH em 3390 cm™ e
as bandas de estiramento —CH, simétrico e assimétrico em 3850 cm™ e 3915 cm™,
respectivamente. Pelo RMN de 1H observa-se os 7 hidrogénios aromaticos entre 6,8 ppm e
7,8 ppm; os trés hidrogénios metilicos aparecem em torno de 0,8 ppm, os 18 hidrogénios
metilénios aparecem no sinal alargado em torno de 1,2 ppm. Os dois hidrogénios ligados ao
carbono vizinho ao carbono ligado ao nitrogénio tem deslocamento quimico de ~1,6 ppm
enquanto que os dois hidrogénios ligados ao carbono vizinho ao grupo NH, tém deslocamento
quimico de 3,2 ppm.

Os resultados obtidos com o RMN de *3C corroboram para a confirmacéo da estrutura
e sdo analogos aos descritos para o corante 6. Todos 0s espectros podem ser vistos nos

anexos.
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5.1.1. Purificagéo da Fosfatidilcolina

A lecitina de soja é uma mistura de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e
fosfatidilinositol e &cidos graxos. A cromatografia em coluna é utilizada para isolar a
fosfatidilcolina. O liquido incolor resultante do processo de purificagdo da fosfatidilcolina por
croamtografia em coluna foi evaporado a pressao reduzida para eliminacdo dos solventes. O
gel branco resultante da evaporagdo do solvente foi analisado por RMN de *H em CDCls. No
espectro da Figura 28 observam-se trés sinais que ddo informagfes quanto a eficiéncia da
purificacdo. S&o eles: o sinal 1 em torno de 1, 2 ppm, o sinal 2 em torno de 1,6 ppm e o sinal 3
em torno de 3,2 ppm. Os sinais 1 e 2 séo referentes aos hidrogénios dos metilenos das cadeias
dos acidos graxos, enquanto que o sinal 3 é referente aos hidrogénios das metilas da porcéo

colina.®*® Conforme a literatura, 8

0 grau de pureza da fosfatidilcolina é dado através da
razdo entre a soma das integragdes dos sinais 1 e 2 pela integracdo do sinal 3, ou seja, pela
quantidade de hidrogénios pertencentes aos acidos graxos, pelos hidrogénios pertencentes a
colina. A razdo encontrada para no procedimento de purificacdo foi de 4,4. Este valor,

segundo a literatura, esta préximo a uma fosfatidilcolina purificada padrdo Solae do Brasil.*

Figura 28. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl5) da lecitina de soja purificada.
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5.2. ESTUDO FOTOFISICO
5.2.1. Influéncia da polaridade do solvente na fotofisica dos corantes 5-7

Antes de iniciar o estudo fotofisico dos corantes em lipossomas, foi realizado o estudo
fotofisico deles em solventes organicos de diferentes polaridades a partir de solugdes dos
corantes 5-7 em diferentes solventes em concentragdes variando de 10 a 10° Molar. O
comprimento de onda do maximo de absorgdo (1%%5.) e o comprimento de onda do méaximo
de emisséo (157%,) foram medidos através das espectroscopias de absorcéo na regido do UV-
Vis e emissdo de fluorescéncia, respectivamente. Tanto o deslocamento de Stokes (A\sr)
como o coeficiente de extingdo molar (gnax) tambem foram calculados. Para estes corantes, 0
coeficiente de extingdo molar encontrado situa-se entre 2,0 e 7,0-10° Mt.cm™, referente a
transi¢Bes do tipo n—n*. Os dados fotofisicos dos corantes 5-7 nos diferentes solventes foram

colocados nas Tabelas 1-3.

Tabela 1. Dados fotofisicos de absor¢édo no UV-Vis e emissdo de fluorescéncia nos diferentes
solventes para o corante 5. Todos os comprimentos de onda, além dos deslocamentos de

Stokes estdo apresentados em nanémetros (nm).

Solvente | Conc.(Molar) Aabs pnol AESIPT AlsTEnol | AlsT ESIPT
10* 375 477 565 102 190
EtOH 10° 375 477 567 102 192
10 375 477 560 102 185
10 372 458 563 86 191
CHCl; 10° 373 458 563 85 190
10 371 458 563 87 192
10* 383 480 561 97 178
AcOEt 10° 384 479 564 95 180
10 384 481 562 97 178
10 384 423 515 39 131
Diox 10° 380 469 558 89 178
10 379 467 532 88 153
10 379 468 561 89 182
MeCN 10° 379 456 560 77 181
10°® - - - - -
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Os espectros de absor¢éo e de emisséo de fluorescéncia do corante 5 estdo nas Figuras
29-30. Os valores dos coeficientes de extincdo molar para este corante ficaram na faixa entre
2-7-10° M.cm™, referente a transicdes do tipo m—>n*. Para o corante 5, a polaridade do
solvente bem como a concentragdo da solugéo tem pouca influéncia sobre os valores dos

maximos de absorcao.

—— Acetato deEtilal
Cloroformio
—— 1,4-dioxano
— Etanol

Absorbancia Normalizada
Fluorescéncia Normalizada

T T = T T T T T =
500 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 29. Espectros de absorcdo e emissdo do corante 5 em diferentes solventes [10° mol/L].
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Figura 30. Espectros de absorc&o e emissdo do corante 5 em diferentes solventes [10®° mol/L].
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Figura 31. Espectros de absorcdo e emissdo do corante 5 em diferentes solventes [10™ mol/L].

A variacdo dos solventes polares apréticos bem como a concentracdo, provocou
variagBes de até 20 nm nos valores dos maximos de emissdo de fluorescéncia, onde o0s
maiores valores encontrados foram para o 1,4-dioxano (solvente menos polar) e 0s menores
valores, para a acetonitrila, que neste caso € o mais polar, acarretando em um maior
delocamento de Stokes da banda enol para o 1-4-dioxano e um menor deslocamento de Stokes
enol para a acetonitrila. Para os demais solventes polares apréticos, os valores dos maximos
de emisséo enol foram proximos. E interessante notar que apesar destas variacdes nos valores
dos maximos de emissdo, os deslocamentos de Stokes para a banda ESIPT nestes solventes,
foram proximos e na ordem de 180 nm. Nos casos extremos de maior e menor polaridade
(etanol e cloroférmio), a variacdo da concentracdo nao alterou os valores dos maximos de
emissao de fluorescéncia e o deslocamento de Stokes da banda enol quando em etanol foi de
102 nm e de 85 nm em cloroférmio. Para estes dois solventes o deslocamento de Stokes da
banda ESIPT foi de 190 nm. Disto resulta que solventes de menor polaridade favorecem a
ocorréncia da ESIPT.

Os espectros de Uv-Vis e de emissdo de fluorescéncia do corante 6, assim como a
tabela que relaciona os valores encontrados sdo mostrados nas Figuras 32-34 e os dados

compilados na Tabela 2.
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Tabela 2. Dados fotofisicos de absor¢do no UV-Vis e emisséo de fluorescéncia nos diferentes

solventes para o corante 6. Todos os comprimentos de onda, além dos deslocamentos de

Stokes estdo apresentados em nanémetros (nm).

Solvente | Conc.(Molar) Aabs penol AESIPT | AdsrEnol AMstESIPT

10™ 380 488 - 108
EtOH 10® 380 488 - 108
10° 382 486 - 104

10* 383 465 568 82 185
CHCl; 10° 335 487 - 152
10° 338 487 - 149

10* 390 474 563 84 173

AcOEt 10® 390 474 565 84 175

10° 390 469 565 79 175

10™ 389 466 565 77 176

Diox 10® 389 466 565 77 176

10° 389 463 566 74 177

10* 387 484 564 97 177

MeCN 10° 387 481 566 94 179
10° 377 457 - 80

o - [:::IiN HO

Absorbancia Normalizada
[
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—— Cloroformio
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——1,4-dioxano
— Etanol
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650

Fluorescéncia Normalizada

Figura 32. Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis e emissdo de fluorescéncia do corante 6 em

diferentes solventes na concentragdo de 10° mol/L.
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Figura 33. Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis e emissdo de fluorescéncia do corante 6 em
diferentes solventes na concentragdo de 10 mol/L.
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Figura 34. Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis e emissdo de fluorescéncia do corante 6 em

diferentes solventes na concentracio de 10 mol/L.

E possivel observar através dos dados da Tabela 2 e das Figuras 32-34, que a variago

do solvente, bem como da concentracéo, tém pouca influéncia sobre o valor do comprimento

de onda do maximo de absorcdo para o corante 6 (a excecdo do solvente cloroférmio nas

concentragdes de 10° e 10°® mol/L, onde o corante apresentou um deslocamento hipsocromico

dos maximos de absor¢do). Quanto aos espectros de emissdo, observa-se um comportamento

similar para todos os solventes polares apréticos, com deslocamentos de Stokes na ordem de

170 nm para a banda ESIPT. Uma maior diferenca entre as curvas se da no caso do etanol e

do cloroférmio. Para estes dois solventes, se observa ndo so6 a influéncia da polaridade, como
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também da concentracdo sobre os deslocamentos das bandas de emisséo de fluorescéncia. Na
solugdo mais concentrada (10 mol/L) tem-se uma intensa emissédo da forma enol para o
etanol e uma intensa emissdo ESIPT quando em cloroférmio, confirmando que um solvente
polar aprotico favorece a ocorréncia da ESIPT. E interessante notar que quando o corante se
encontra na concentracéo de 10™ mol/L, tanto em etanol quanto em cloroférmio, a emisséo de
fluorescéncia é mesma e que para as solu¢des mais diluidas, o comportamento das bandas de
emissdo é o contrario daquele observado para a concentracdo de 10™ mol/L, ou seja, em
etanol o corante apresenta somente banda ESIPT e em cloroférmio ha a ocorréncia de dupla
emisséo de fluorescéncia.

Os espectros de absor¢do e emissdo do corante 7, nos solventes relacionados,
encontram-se nas Figuras 35-37.0 valor do coeficiente de extincdo molar para esta sonda esta

na faixa entre 1-6-10° M™.cm™, referente a transicées do tipo n—>m*.

—— 1,4-dioxano
Acetato de Etila

— Acetonitrila
—— Cloroformio
— Etanol

Absorbancia Normalizada
Fluorescéncia Normalizada

T T — — = T T T T T
300 350 400 450 500 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 35. Espectros de absorcéo e emissdo do corante 7 em diferentes solventes na concentragéo de
10° mol/L.
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Tabela 3. Dados fotofisicos de absor¢do no UV-Vis e emisséo de fluorescéncia nos diferentes
solventes para o corante 7. Todos os comprimentos de onda, além dos deslocamentos de

Stokes estdo apresentados em nanémetros (nm).

Solvente | Conc. (Molar) e penol AESIPT (Ahstlenol | (Akst)esier

10* 375 470 - 95 -
EtOH 10° 378 486 - 111 -
10 378 486 - 111 -

10 381 476 568 95 187
CHCl, 10° 337 487 - 150 -
10 335 487 - 152 -

10 388 479 559 91 171

AcOEt 10° 388 479 559 91 171
10 388 485 - 97 -
10 387 473 - 86 -

Diox 10° 389 455 552 66 163

10°® 388 486 565 98 177

10" 384 459 563 101 179

MeCN 10° 385 470 566 85 181
10 387 459 - 72 -

Acetato de Etila
—— Acetonitrila

—— Cloroformio
—— 1,4-dioxano
—FEtanol

Absorbancia Normalizada
Fluorescéncia Normalizada

— . / s
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300 350 400 450 500 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 36. Espectros de absorcéo e emissdo do corante 7 em diferentes solventes na concentragéo de
10”° mol/L.
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Figura 37. Espectros de absorcéo e emissdo do corante 7 em diferentes solventes na concentragéo de
10" mol/L.

Com base na Tabela 3 e nas Figuras 36-38, observa-se que no que se refere a absorcao,
a polaridade do solvente, bem como a concentragdo das solugdes, tém pouca influéncia sobre
o valor do méaximo de absor¢do (valores mais baixos encontrados para o etanol). Quanto aos
espectros de emissao de fluorescéncia, observa-se que para os solventes polares apréticos, 0s
valores dos méximos variam em torno de 5 nm tanto para a banda enol quanto para a banda
ESIPT e apresentam deslocamentos de Stokes em torno de 85 nm e 170 nm para estas
mesmas bandas, respectivamente. Quando em etanol, o corante apresentou maiores
deslocamentos de Stokes, tanto para a banda enol, como para a banda ESIPT. Ja no caso em
que o solvente exibe baixa polaridade e é aprético, como o cloroférmio, a ocorréncia da
ESIPT s6 foi observada na concentracdo mais elevada, indicando que em baixas
concentragdes o solvente tinha pouco acesso a molécula.

Algumas conclusdes parciais sobre o comportamento fotofisico dos corantes 5-7 em
diferentes solventes s&o importantes apontar:
(@) uma vez que o as moléculas apresentam o mesmo fluoréforo, os valores dos seus maximos
de absorcdo e emissdo de fluorescéncia sdo bastante proximos, com pequenas variagoes
relacionadas, provavelmente, a interagdo dos mesmos com o solvente;
(b) as sondas apresentaram dupla emissdo de fluorescéncia dependente do solvente e da

concentrag&o;
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(c) quando as sondas apresentaram dupla emissdo, foram observados dois valores para 0s
deslocamentos de Stokes, sendo o de menor valor devido & banda enol e o de maior valor
atribuido a banda ESIPT;

(d) com excecao do cloroférmio, todos os demais solventes sdo capazes de fazer ligacao
hidrogénio com o fluoré6foro, de forma que a ocorréncia ou ndo da ESIPT pode se relacionar a
interagdo com o solvente. J& o cloroférmio ndo possui esta caracteristica e a ocorréncia da
banda ESIPT deveria ser observada em todos os corantes. Entretanto, para os corantes 6 e 7
este fendmeno s6 foi observado quando a concentracdo do corante era de 10 mol/L. Nas
concentragdes mais baixas do corante, que também apresentaram menor valor de maximo de

absorcéo, a banda ESIPT ndo foi observada.

5.2.2. Estudo fotofisico dos corantes 5-7 em lipossomas de fosfatidilcolina

Visando estudar a capacidade de insercdo dos corantes no meio lipidico através de
medidas fotofisicas, foram utilizadas solu¢des dos corantes em lipossomas nas concentracdes
de 10, 10™ e 10°® mol/L, preparadas conforme descrito anteriormente.

As medidas de absorbancia foram feitas utilizando-se esfera integradora, com linha de
base feita com sulfato de bario. A esfera integradora é um dispositivo adicional colocado em
um compartimento do espectrofotdmetro, tendo a funcdo de detectar a distribuicdo difusa da
luz. A esfera integradora é usada em medicBes de transmitancia de amostras transparentes e
de refletancia de amostras opacas (como é o caso dos lipossomas). A parede interna da esfera
é provida de uma pintura branca altamente refletiva (pastilha de sulfato de bario). O sulfato de

bario é uma referéncia internacional, com 99.8% de refletancia.*>*

Os espectros
mencionados, assim como a tabela que relaciona os valores encontrados para estudo fotofisico

dos corantes em lipossoma, podem ser vistos abaixo.
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Tabela 4. M&ximos de absorcao e emissao para os corantes 5, 6 e 7 em solugédo de lipossoma.

Todos os comprimentos de onda, além dos deslocamentos de Stokes estdo apresentados em

nanémetros (nm).

Corante | Conc. (Molar) Aabs A At AT ANST
10" 381 479 561 98 180
5 10° 381 483 560 102 179
10°° 381 477 563 96 182
10 383 467 555 84 172
6 10° 383 472 543 89 160
10°® 383 477 559 94 176
10" 380 470 547 90 167
7 10° 380 477 544 97 164
10°° 380 470 545 90 165
HO
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Figura 38. Espectro no UV-Vis para os corantes 5-7 em solucédo de lipossoma.
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—— 5 em cloroformio
—— 5 em etanol

—— 5 em 1,4-dioxano
—— 5 em lipossoma

Fluorescéncia Normalizada

T T T T T T T T T T

400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (cm'l)

Figura 39. Espectros emissdo do corante 5 em etanol, cloroformio, 1,4-dioxano e em solucéo de

lipossoma na concentragao de 10 mol/L.

—— 6 em 1,4-dioxano
—— 6 em etanol
—— 6 em lipossoma

Fluorescéncia Normalizada

T T T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (cm'l)
Figura 40. Espectros emissdo do corante 6 1,4-dioxano, etanol e em solugdo de lipossoma na

concentracdo de 10™ mol/L.
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—— 7 em 1,4-dioxano
—— 7 em lipossoma
—— 7 em etanol

Fluorescéncia Normalizada
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Figura 41. Espectros emissdo do corante 7 em 1,4-dioxano, etanol e em solucdo de lipossoma na
concentracao de 10™ mol/L.

As medidas de absorcdo da regido do UV-Vis realizadas para os corantes 5-7,
apresentaram mesmo perfil de gréafico para todas as concentracdes (10, 10> e 10° mol/L)
para os trés corantes, conforme pode ser visto na Figura 38.

O corante 5 quando em solucdo de lipossoma tem comportamento similar (perfil do
grafico) ao ambiente etandlico, com a banda enol mais intensa que a banda ESIPT. J4 o
corante 6 quando em lipossoma, possui perfil semelhante ao do corante quando em 1,4-
dioxano, com a banda enol mais intensa que a banda ESIPT. Entretanto, o corante 7, apesar de
também ter seu perfil mais semelhante ao 1,4-dioxano, apresenta a banda ESIPT mais intensa
que a banda enol, o contrario do que foi observado para o corante 6. De forma que podemos
concluir que os corante 5 e 6 estdo inseridos em um ambiente aquoso da bicamada lipidica,
uma vez que o grupo —OH, envolvido no processo ESIPT deve estar envolvido em ligac6es de
hidrogénio com a agua solvente. No que se refere ao corante 7, este deve ser mais facilmente
inserido no ambiente lipidico da bicamada, ocorrendo menor solvatacdo pelo solvente e,

consequentemente, maior ocorréncia do processo ESIPT.

Conclus6es preliminares:
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(@) Os trés corantes em lipossoma ndo apresentaram alteragdo de valores de méaximos de
emisséo de fluorescéncia nem inversio das intensidades das bandas quando diluidos (10° e
10°° mol/L). Isto nos indica que eles estdo incorporados em seus ambientes e n3o sio liberadas
para o solvente, podendo ser utilizados como sondas para diagnostico de imagem, conforme
também pode ser observado na literatura.***®

(b) Observando-se os corantes de 5 a 7, ou seja as Figuras 40 a 42, percebe-se que ocorre um
aumento da intensidade da banda ESIPT (5 quase ndo tem ESIPT, somente banda enol; 6
apresenta ESIPT pouco intensa e o corante 7 apresenta uma banda ESIPT mai intensa),

indicando que o corante 7 esta mais inserido na bicamada lipidica.

5.2.3. Avaliacdo do efeito de filtro interno na fotofisica dos corantes 5-7 em etossomas de

fosfatidilcolina

Tendo em vista que as solucbes de etossomas apresentaram-se turvas, antes de iniciar
o estudo fotofisco dos corantes 5-7 nestas solugdes fez-se um estudo da influéncia da turbidez
sobre as medidas fotofisicas. Isto porque fluidos que ndo que sdo translucidos, geralmente
possuem um alto coeficiente de absor¢ao no visivel, fendmeno conhecido como “efeito de
filtro interno”, o que significa que a luz ndo pode penetrar profundamente na amostra a menos
que a concentracao seja reduzida. A dilui¢do ndo s6 modifica o “efeito de filtro interno”, mas
também as propriedades espectroscopicas da amostra devido a mudanca da concentracdo dos
componentes (seja por diluicdo ou precipitacdo).*E muito comum a utilizacdo de cubetas
triangulares para medidas de fuorescéncia quando as solucGes a serem medidas ndo sdo
transllcidas, como é o caso das solucBes de etossomas. O objetivo de utilizar uma cubeta
triangular ¢ diminuir o efeito de filtro interno, auto-absorcao e re-emissao.*®

A Figura 42 (a) mostra o recipiente convencional de fluorescéncia (cubeta quadrada de
1cm x 1cm). O ponto 6timo de excitacdo se encontra no ponto médio da cubeta e a radiacéo
incidente (excitacdo) deve atravessar, desta forma, 0,5 cm de amostra, chegar com suficiente
intensidade e provocar uma excitagdo eficaz das moléculas, com a finalidade de obter uma
emissdo suficientemente intensa para ser registrada. Da mesma forma, a radiagdo emitida
pelas moléculas no estado excitado deve atravessar novamente 0,5 cm de dissolugcdo
altamente absorvente até chegar ao detector, com uma possivel alteracdo pelos processos de

auto-absorcao.
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Os casos (b) e (c) apresentam as duas configuraces tipicas de recipientes triangulares,
que sdo utilizadas para minimizar os problemas da falta de excitacdo ou auto-absorcdo. Este
tipo de configuracdo permite uma excitacdo direta, j& que a radiacdo incidente atinge
diretamente o ponto médio da cubeta sem a necessidade de passar através da solucdo com

perda consequiente de intensidade.

Figura 42. llustracdo de uma cubeta convencional quadrada (a); cubeta triangular (b) e cubeta com

inclinacdo de 45°(c).”

Um exemplo da diferenga que pode ser encontrada para um meio turvo utilizando-se
cubeta quadrada ou triangular, pode ser visto na Figura 43. Segundo Pantoja,** o
deslocamento observado para o maximo de emissdo de fluorescéncia se deve ao efeito de

auto-absorcao da amostra.

1.2

Intensidade (m.n.)

0 . . r . ; -
350 400 450 500 550 600 650

Comprimentor de-onda:(nm.)

Figura 43. Espectro de fluorescéncia normalizado para uma amostra de petréleo cru. Curva solida em

um recipiente de superficie frontal. Curva sublinhada em cubeta quadrada (angulo de 90°).*
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Desta forma, foram realizadas medida dos corantes 5-7, nas concentracdes de 10

mol/L e 10” mol/L em uma cubeta quadrada e em uma cubeta triangular. Os espectros obtidos

podem ser vistos nas Figuras 44-46.
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Figura 44. Espectro de fluorescéncia para o corante

concentracdes de 10 mol /L (esq.) e 10 mol/L (dir.).
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Figura 45. Espectro de fluorescéncia para o corante 6 em cubeta quadrada (---) e triangular (=) nas

concentracdes de 10 mol /L (esq.) e 10 mol/L (dir.).
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Figura 46. Espectro de fluorescéncia para o corante 7 em cubeta quadrada (---) e triangular (-) nas

concentracdes de 10 mol /L (esq.) e 10 mol/L (dir.).

E possivel observar pelos espectros acima relacionados, que os valores dos maximos
de emissdo de fluorescéncia foram os mesmos tanto para a cubeta quadrada quanto para a
cubeta triangular. E o menor sinal-ruido também foi observado para a cubeta triangular. Ou
seja, 0 sistema etossdmico mesmo sendo turvo ndo causou problemas de auto-absorcéo,
“efeito de filtro interno” ou de re-emissdo. Sendo assim, as demais analises em meio lipidico

foram todas realizadas utilizando-se cubeta quadrada.
5.2.4. Medidas fotofisicas dos corantes 5-7 inseridos em etossomas de fosfatidilcolina

Estudo semelhante ao realizado para os lipossomas foi feito para 0s corantes em
etossoma. Visando estudar a capacidade de inser¢do dos corantes no meio lipidico atraves de

medidas fotofisicas, foram utilizadas solu¢des dos corantes em etossomas nas concentracoes

de 10”° e 10°® mol/L, preparadas conforme descrito no item 5.9.
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Para fins de comparagdo, também foram feitas medidas fotofisicas de solucBes de
etossoma sem a presenca dos corantes (branco), nas mesmas concentragdes utilizadas acima.

Estas solugdes apresentaram uma emissao de fluorescéncia com maximo em 435 nm.

Tabela 5. Maximos de absorcéo e emissdo para 0s corantes 5, 6 e 7 em solucdo de etossoma,
bem como para o branco. Todos os comprimentos de onda, além dos deslocamentos de Stokes

estdo apresentados em nandémetros (nm).

Corante | Conc. (Molar) | 3abs AT Ag™ ANST ALY
10” 391 484 565 93 174
5 10°° 390 483 565 93 173
107 416 475 590 59 174
6 10° 392 478 579 86 187
107 379 484 544 105 165
7 10°° 379 481 541 102 162
107 - 435 - - -
Branco
10° 350 435 - 85 -

Nas Figuras 47-49, faz-se uma comparacdo entre os corantes em etanol, cloroférmio,
1,4-dioxano e no meio etossémico. Foi possivel observar que os valores dos maximos de
emissdo de fluorescéncia dos corantes foram influenciados pela presenca do sistema
etossémico. Os corantes 6 e 7 apresentaram dupla emissao de fluorescéncia (bandas enol e
ESIPT) e o corante 5 apresentou um predominio da banda enol quando em presenca dos
etossomas. O aumento da concentracdo dos corantes 6 e 7 favoreceu a ocorréncia da banda
ESIPT. Ja para o caso do corante 5, que é catidnico, a concentracdo ndo teve influéncia sobre
as intensidades das bandas enol e ESIPT, sendo a banda enol predominante independente da
concentragdo do corante.

Quando a ESIPT é predominante no ambiente lipidico, isto nos indica que os corantes
estdo em um meio hidrofébico da bicamada lipidica, conforme foi também observado na
literatura.**Desta forma, os corantes 6 e 7 estdo em um ambiente hidrofébico da bicamada, ao
passo que o corante 5 estd em um ambiente hidrofilico. Haja vista que a principal diferenca
entre 0 corante 5 e 0s corantes 6 e 7 € a presenca de um nitrogénio quaternario, além de uma

cadeia alquilica mais longa, pode-se concluir que o corante 5 situa-se em ambientes mais
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polares ou hidrofilicos da membrana enquanto que os corantes 6 e 7 sdo marcadores da regido
hidrofébica da membrana. Estas diferencas podem estar associadas ao fato de 5 assemelha-se
estruturalmente a fosfatidilcolina por apresentar um nitrogénio quaternario e uma cadeia

alquilica de dezoito carbonos.

—— 5 em Cloroformmio

—— 5 em Etanol

—— 5 em 1,4-dioxano

—— 5 em solugao de etossoma
—— Branco

Fluorescéncia Normalizada

350 I 400 I 4%0 I 5(|)O I séo I 6(|)O I 6%0 7(IJO I 7%0

Comprimento de Onda (nm)
Figura 47. Espectros emissdo do corante 5 em etanol, cloroférmio, 1,4-dioxano e em solucdes de
etossoma na concentracio de 10™ mol/L.

6 em 1,4-dioxano
6 em etanol

6 em etossoma 10 mol/L

/\ a\ 6 em etossoma 10°° mol/L
/ Branco

Fluorescéncia Normalizada

350 ' 4(I)0 ' 4é0 ' 5(I)0 ' SéO ' G(I)O ' GéO 7(I)0
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Figura 48. Espectros de emisséo do corante 6 em etanol, 1,4-dioxano e em solugdes de etossoma nas

concentracdes de 10° mol/L e 10° mol/L .
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7 em 1,4-dioxano
——— 7 em etossoma 10> mol/L

/ \ 7 em etossoma 10°° mol/L
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Figura 49. Espectros emissdo do corante 7 em 1,4-dioxano e em solucbes de etossoma nas

concentragdes de 10”° mol/L e 10 mol/L .

Conclusdes preliminares:

(@) O corante 5 quando em ambiente etossdbmico ndo teve os valores de seus maximos de
emisséo de fluorescéncia alterados nem sofreu inversdo nas intensidades das bandas enol e
ESIPT. Ou seja, se manteve constante com a dilucéo, indicando que pode ser utilizada como
sonda para diagnostico em sistemas etossémicos.

(b) Os corantes 6 e 7, quando em etossoma, tiveram suas caracteristicas alteradas pela
diluicdo. Ndo no que se refere aos valores dos maximos de emisséo de fluorescéncia, mas sim
no que se refere as intensidades das bandas enol e ESIPT. O corante 6 quando na
concentracdo de 10 mol/L apresenta a banda ESIPT mais intensa que a banda enol, ou seja,
se encontra no ambiente lipidico. Ja quando diluido em 10®° mol/L, é a banda enol a mais
intensa. Neste caso, o corante difundiu para a por¢do aquosa do sistema, ou seja, com a
diluicdo o corante é liberado para 0 meio e quando este efeito ocorre, o corante pode ser usado
como sonda para a terapéutica.*>*

(c) Uma outra forma de analisar estes sistemas, € levando-se em conta que quando a solucdo é
mais concentrada, as vesiculas formadas (os etossomas) podem estar colapsando umas com as
outras, de forma que o corante sO tem interacdo com a regido lipidica da bicamada (ndo
consegue interagir com o meio solvente). Disto resultaria banda ESIPT mais intensa. J& em
uma situacdo oposta, ou seja, em um ambiente mais diluido, este “empacotamento” das

vesiculas € mais dificil de ocorrer, e 0 corante tem uma maior movimentacdo dentro do

55



sistema, podendo difundir para a por¢do aquosa, resultando uma maior intensidade da banda

enol.
5.2.5. Polaridade do sistema corante-bicamada fosfolipidica em etossomas de fosfatidilcolina

O objetivo desta analise foi estimar a localizacdo dos diferentes corantes quando
inseridos em uma solucdo de etossoma, através da comparacdo das intensidades de
fluorescéncia dos corantes em meio etossémico, com os valores de polaridade empirica dos
solventes utilizados (Et(30))." Esta associacdo foi possivel uma vez que o0s corantes
apresentam duas bandas de emissdo de fluorescéncia em funcdo do meio, a banda ESIPT
(maior A) e a banda enol (menor ). Foram feitas medidas fotofisicas de fluorescéncia dos trés
corantes nos seguintes solventes: 1,4-dioxano, acetato de etila, acetonitrila e etanol. Para
avaliacao dos resultados, foi construido um grafico que relaciona a razéo entre as intensidades
de fluorescéncia, lesipt/leno, (€M que lesipr € a intensidade da banda ESIPT € legno € a
intensidade da emissdo enol de fluorescéncia) e os valores de polaridade empirica dos

solventes E1(30).%

m C18
0,7 4 - e C12 HO
| A C8 @:N\
(o]

|
0,6 - o HA(}IN\—CWHy 5

0,54

ITP/ITC
o Z

0,4 1

0,34

A
0,2 — T T - T T T T T T T T T T
34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54

E,(30)

Figura 50. Razdo entre as intensidades de fluorescéncia na troca protdnica TP, ou seja, ESIPT, e a
banda enol para os corantes 5, 6 e 7 como funcéo do indice de polaridade empirica ET(30) para 0s
solventes, onde E1(30): 1,4-dioxano = 36,0; Acetato de Etila = 38,5; MeCN = 46,0 e Etanol = 51,9.

Nota: O corante 6 ndo apresentou dupla fluorescéncia em etanol. Nesta figura, C18 representa o

corante 5, C8, o corante 6 e C12 representa o corante 7.
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Quando em solugdo de etossoma, a razdo encontrada entre as intensidades para 0s
corantes 5-7 foram de 0,25; 1,89 e 0,86, respectivamente. A comparacdo destes valores com
0s observados em solventes (Figura 30) indica que para o corante 5 as moléculas do
fluoroforo estdo solubilizadas em um ambiente polar prético semelhante ao do etanol. Ja para
o corante 7, o fluor6foro estd em um ambiente polar aprético. No caso do corante 6, cuja
razdo é maior que 1, uma comparacdo com 0s solventes relacionados seria arriscada,
entretanto é possivel que o fluoréforo esteja situado em um ambiente apolar Estes resultados

estdo de acordo com o que foi observado e descrito anteriormente em 5.2.4.

5.2.6. Localizagdo dos corantes fluorescentes em bicamadas fosfolipidicas dos etossomas

Conforme definicdo de Tavares,*® o coeficiente de particdo de uma substancia quimica
é a razdo entre as concentracdes que se estabelece nas condi¢bes de equilibrio, quando
dissolvidas em um sistema constituido por uma fase organica e uma fase aquosa, e esta
associado a uma mudanca de energia livre provocada pela substancia sobre o equilibrio
termodinamico do sistema.

Um método utilizado para a determinacdo do coeficiente de particdo em sistemas
membranares que utilizam compostos fluorescentes consiste no aumento da concentracao de
lipidio**® - fosfatidilcolina neste caso - (PC) sobre uma solucéo de corante de concentracdo
fixa. A determinacdo do coeficiente de particdo é feita pela extrapolacdo da curva do grafico
1/F x 1/[PC].***° Para tanto, preparou-se solucdes dos trés corantes 5-7 com concentracao fixa
de 2,5.10™ mol/L e variou-se a concentracéo de lipidio na solucdo. Os espectros foram obtidos

na temperatura de 25°C estdo representados na Figura 51.
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Figura 51. Espectro de emiss&o de fluorescéncia dos corantes 5-7 com concentragéo de 2,5.10”° mol/L

em solucdo de concentracao variavel de fosfolipidio.
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Figura 52. (a) Variagao da intensidade de fluorescéncia ESIP do corante 6 versus concentracdo de PC.

(b) Curva 1/F versus 1/[PC], onde F é a intensidade de fluorescéncia.

Foi possivel observar uma tendéncia & saturagdo bem como um aumento de
intensidade da fluorescéncia normal e do tautdmero ESIPT com o aumento da concentracao
de lipidio para as trés sondas. A partir da regressao linear do grafico da Figura 52(b), obteve-
se um coeficiente de particdo de 1,1-10°, onde a fosfatidilcolina existe em uma fase gel, com
movimentos mais limitados.>>>* O mesmo procedimento foi realizado para os corantes 5 e 7,
obtendo-se resultados similares, cujos valores para os coeficientes de particdo foram de

1,75-10* e 1,0-10°, respectivamente. Os resultados observados mostraram que a
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hidrofobicidade da sonda é o fator determinante sobre o coeficiente de particdo entre 0 meio
aquoso e a camada lipidica. Como o corante 5 apresentou 0 menor valor para o coeficiente de

particdo, corrobora com o fato de a sua estrutura ser mais hidrofilica.

5.2.7. Microscopia Optica e Confocal

Foram feitas imagens por microscopia éptica com aumento de 400 vezes dos corantes
em solugbes de lipossomas de fosfatidilcolina. As imagens foram feitas com as solucdes
filtradas (filtro de 0,45 um) e também sem serem filtradas. As fotografias podem ser vistas na

Figura 53.

Figura 53. Microscopia Optica dos corantes em meios lipidicos. (a) e (b) corantes em solucdes de
lipossoma de fosfatidilcolina, (c) corante em solucBes de lipossoma de fosfatidilcolina depois de
filtrado com filtro de 0,45 mm e (d) corante em solugdes de etossomas de fosfatidilcolina.
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O que se observa nestas imagens é a formacdo de estruturas fechadas circulares,
conforme o0 que era esperado para tanto para os etossomas como para os lipossomas. Pode-se
observar também pela imagem (c), que é possivel se obter lipossomas de um determinado
tamanho especifico, pela utilizacdo de filtros. O controle do tamanho de lipossomas ou
etossomas € particularmente interessante quando se deseja fiz especificos, como se deseja a
penetracdo dos mesmos na pele ou em outro tecido, como no caso da utilizacdo destes
sistemas como carreadores de farmacos.

Além da microscopia ptica tradicional, obtivemos imagens dos lipossomas através da
microcopia confocal. As imagens da Figura 54 foram obtidas pela observacdo de uma lamina
de vidro contendo uma solugéo do corante 6 inserido em lipossomas de fosfatidilcolina sem a

excitacdo por laser (imagem a) e com a excitacdao de um laser de 422 nm (imagem b).

Figura 54. Microscopia confocal do corante 6 em lipossomas de fosfatidilcolina (a) sem a excitagdo

por laser e (b) com a excitacdo de um laser de 422 nm.
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6. CONCLUSOES

Foram sintetizadas trés novos corantes fluorescentes com caracteristicas lipofilicas e
suas estruturas foram confirmadas através das espectroscopias de absor¢do na regido do
infravermelho, de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *C, bem como as
espectroscopias de absorcao na regido do Ultravioleta-Visivel e de emissao de Fluorescéncia.

As medidas espectroscopicas de absorcdo na regido do UV-Vis e de emissdo de
fluorescéncia para estas sondas nos solventes estudados revelaram que estes apresentam
absor¢do méxima entre 375 nm e 390 nm e emissdo nas regides de 400 nm e 500 nm. Os
corantes apresentaram coeficiente de extingdo molar na ordem 10° indicando que as
transicOes eletronicas que ocorrem para estes corantes sao do tipo n—n*.

Através do estudo fotofisico dos corantes sintetizados em cinco solventes
(cloroférmio, acetato de etila, acetonitrila, etanol e 1,4-dioxano), foi possivel observar que: (a)
o0 tamanho da cadeia carbdnica teve pouca influéncia nos valores dos maximos de absor¢do e
de emissdo de fluorescéncia; (b) as sondas apresentaram dupla emissdo de fluorescéncia
dependente do solvente e da concentracdo; (c) quando as sondas apresentaram dupla emisséo,
foram observados dois valores para o deslocamento de Stokes, sendo o de menor valor devido
a banda enol e o de maior valor atribuido a banda ESIPT.

Quando em solucgéo de lipossoma, 0s trés corantes ndo apresentaram alteracéo nos valores
dos maximos de emissdo de fluorescéncia nem inversdo das intensidades das bandas, quando
diluidos (10 e 10 mol/L). Isto indica que eles estdo incorporados em seus ambientes, n&o
sdo liberadas para o solvente, podendo ser utilizados como sondas para diagndstico de
imagem.

Quando em meio etossdmico, 0s corantes 6 e 7 mostraram-se marcadores mais
interessantes para a regido hidrofébica da membrana estando a 6 solubilizado em um meio
apolar e a 7 em um meio polar aprético. Levando em conta que a Unica diferenca entre os dois
corantes é o nimero de carbonos da por¢édo alifatica (diferenca de quatro carbonos) existe
uma diferenca muito ténue de polaridade entre os dois corantes e esperava-se que o corante 7
interagisse melhor com o meio apolar que o corante 6. Enquanto que a sonda 5 se mostrou
mais eficaz para ambientes hidrofilicos, solubilizadas em um meio polar protico.

O corante 5 quando em ambiente etossémico ndo teve os valores de seus maximos de

emissdo de fluorescéncia alterados nem sofreu inversdo nas intensidades das bandas enol e
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ESIPT. Ou seja, se manteve constante com a dilugéo, indicando que pode ser utilizada como
sonda para diagndstico em sistemas etossdmicos.

Os corantes 6 e 7, quando em etossoma, tiveram suas caracteristicas alteradas pela
diluicdo. N@o no que se refere aos valores dos maximos de emissdo de fluorescéncia, mas sim
nas intensidades das bandas enol e ESIPT. O corante 6 quando na concentragéo de 10™ mol/L
apresenta a banda ESIPT mais intensa que a banda enol, ou seja, se encontra no ambiente
lipidico. Ja quando diluido & 10°® mol/L, é abanda enol que é mais intensa. Neste caso, 0
corante difundiu para a por¢do aquosa do sistema, ou seja, com a diluicdo o corante € liberado
para 0 meio. Quando este efeito ocorre, o corante pode ser usado como sonda para a
terapéutica.

O coeficiente de particdo dos corantes em meio lipidico foi determinado pela relacéo
entre as intensidades das bandas enol e ESIPT e os resultados obtidos foram de 1,75-10°,

1,1-10°e 1,0-10° para 5, 6 e 7, respectivamente, onde a fosfatidilcolina existe na fase gel.
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8. ANEXOS
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Figura Al: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI;) do precursor 4.



Figura A2: Espectro RMN de APT (75 MHz, CDClz)do precursor 4.
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Figura A3. Espectro HMQC completo do corante 4 em CDCls.
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Figura A4. Espectro HMQC, expansdo alifatica, para o corante 4 em CDCl,.




Laae ahade o

e

B D
S——
G
[~
; DZORASI N MO LA SRANTLANI [T ne iS00 51 Bl eSS T % P TR B T SIS X0 R8T ) PV Y
r 250 BN 2 P R Y SR BN B 5 T S S B o W A R B .7
F2 (ppm)

Figura A5. Espectro HMQC, expansdo aromatica para o corante 4 em CDCls.
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Figura A6: Espectro no infravermelho para o corante 5 em KBr.
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Figura A7: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI;) do corante 5.
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Figura A8: Espectro RMN de APT (75 MHz, CDCls)do precursor 5.




Figura A9: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDClIs) do corante 6.
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Figura A11: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDClIs) do corante 7.
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Figura A12: Espectro RMN de APT (75 MHz, CDCIs) do precursor 7.





