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Methyl 3-Hydroxy-Octadecanoate, Biomarker of Endotoxin: A Quick Synthesis

Abstract: Endotoxins can affect human health acting kidney, brain and heart. It can be found in
ambient air associated with airborne particulate matter. The quantification of endotoxin can
be performed by determination of 3-hydroxy fatty acids with gas chromatography. The 3-
hydroxy fatty acids are not easily available and have high cost, hindering environmental
endotoxin measures. The aim of this work is to propose a synthetic route of 3-hydroxy fatty
acids, inexpensive and readily reproduced in the laboratory. The synthesis was made in five
steps with formation of intermediates (hexadecanoyl chloride, Meldrum's acid, 2,2-dimethyl-5-
(hexadecan-1-one)-1,3-dioxone-4,6-dione), and the final product methyl 3-hydroxy-
octadecanoate. All reagents are low cost and the reactions were performed in mild conditions.
The product obtained was characterized by 'H and *C Nuclear Magnetic Ressonance (NMR)
and Mass Spectrometry (MS).

Keywords: Methyl 3-hydroxy-octadecanoate; biomarkers; endotoxin.

Resumo

As endotoxinas podem afetar a salude humana atuando em rins, cérebro e coragdo. Sao
encontradas no ar ambiente associado ao material particulado atmosférico. A quantificagdo de
endotoxinas pode ser realizada pela determinacdo dos 3-hidroxi-acidos graxos por
cromatografia em fase gasosa. Os 3-hidroxi-acidos graxos nao estdo disponiveis com facilidade
e possuem custos elevados, dificultando medidas de endotoxinas no ar ambiente. Este
trabalho tem como objetivo desenvolver uma via sintética de baixo custo dos 3-hidroxi-acidos
graxos e que seja facilmente reproduzida em laboratdrio. A sintese foi efetuada em cinco
etapas com formacdo dos intermediarios (cloreto de hexadecanoila, acido de Meldrum, 2,2-
dimetil-5-(hexadecano-1-ona)-1,3-dioxano-4,6-diona) e o produto final  3-hidroxi-
octadecanoato de metila. Todos os reagentes sdo de baixo custo e as reacGes foram realizadas
em condicOes brandas. O produto obtido foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e *C e espectrometria de massas (EM).
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1. Introdugao

As endotoxinas s3ao constituintes da
membrana externa nas bactérias gram-
negativas. Uma vez na corrente sanguinea do
ser humana, sua a¢do pode comprometer
orgdos essenciais como os rins, cérebro e
coracdo. Sdo compostas de antigeno O, cerne
(interno e externo) e lipidio A.* Ao lipidio A
estdo ligados dois pares de 3-hidroxi-acidos
graxos (3-OHAG) na forma de ésteres ou
amidas.” Por essa particularidade, os 3-OHAG
sdo utilizados como biomarcadores na
determinacéo de endotoxinas.’

encontradas
particulado

sao
material

As endotoxinas
associadas ao

atmosférico (MP) em diferentes ambientes
rural e urbano .* Em ambiente rural as
endotoxinas foram determinadas em locais
de atividades de suinocultura,® avicultura® e
em estufas para crescimento de plantas.” Em
ambiente urbano foram determinadas no ar
interno de salas de aula® e em ar externo de
regides metropolitanas.”™

A determinacdo das endotoxinas &
frequentemente realizada através da técnica
do Limulus Amebocyte Lysate (LAL).®™®
Embora seja amplamente empregada, esta
técnica possui elevado custo e apresenta
algumas inconsisténcias que sdo observadas
em sua aplicagdo."” Outras técnicas podem
ser empregadas na quantificacio de
endotoxinas como exemplos, 0s sensores
colorimétricos,”® os biosensores® e a
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cromatografia a gas (CG). Na técnica
cromatografica as endotoxinas sdo
quantificadas utilizando os biomarcadores (3-
OHAG).? Para isso, os 3-OHAG s3o liberados
por hidrélise acida na forma de ésteres (3-
OHEAG), derivatizados com trimetilsilano
(TMS), separados e quantificados com
deteccdo por espectrometria de massa (EM)
e por ionizagdo na chama (DIC).>*® Os 3-
OHAG ou os 3-OHEAG quando utilizados
como padrdes de referéncia para as
determinagdes de endotoxina sao pouco
acessiveis comercialmente e possuem custo
elevado, dificultando assim os ensaios
utilizando a CG.

Considerando a necessidade de viabilizar

Vo

estudos sobre endotoxinas associadas ao MP
atmosférico, principalmente em ambiente
laboral, este trabalho teve como objetivo a
sintese de padrdo de referéncia 3-hidroxi-
octadecanoato de metila para determinacdo
cromatografica de endotoxinas em
ambientes impactados por bioaerossois.

2. Resultados e discussao

A Figura 1 ilustra as cinco etapas
envolvidas na sintese do biomarcador 3-
hidroxioctadecanoato de metila (3-OHODM).

1a etapa
ACzo
© + 3al t 42 et
etapa etapa
O O
p1r1d1 ref MeOH -
13 O
CHZCIZ 16 h
22 etapa NaBH, l A6 5% etapa
MeOH
M socl, Mﬂ\
13 OH oc 13 ¢l — OH O
-
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Figura 1. Representacdo da rota sintética para a producdo do biomarcador 3-hidroxi-

octadecanoico de metila;

Al) acido malbnico, A2) 4acido de Meldrum, A3) Aacido

hexadecandico, A4) cloreto de hexadecanoila, A5) 2,2-dimetil-5-(hexadecan-1-ona)-1,3-
dioxona-4,6-diona, A6) 3-oxo-octadecanoato de metila e A7) 3-hidroxi-octadecanoato de

metila

A sintese do biomarcador 3-hidroxi-
octadecanoato de metila (A7) foi realizada
em cinco etapas. O primeiro produto
formado  2,2-dimetil-1,3-dioxona-4,6-diona
ou acido de Meldrum (A2) foi facilmente
obtido pela ciclizagdo do acido malénico (A1)
com a propanona.”! A facil disponibilidade
dos reagentes utilizados e as condig¢bes
brandas da reacdo compensaram o
moderado rendimento desta etapa (68 %),
embora A2 seja comercialmente acessivel. A
caracterizacdo do produto formado foi feita
por comparagao do espectro no
infravermelho com dados da literatura. No

espectro IV  foi  possivel  observar
principalmente duas bandas intensas de
deformacgdo axial das carbonilas (1793 e 1794
cm™) e duas bandas de média intensidade
caracteristicas de deformagdo axial C-H
metilénico (3004, 2931 cm™).

Para certificagdo da formacdo do cloreto
de hexadecanoila (A4) formado na segunda
etapa foi utilizada a técnica de gravimetria
com rendimento de 79 %. Embora essa seja
uma técnica simples, foi necessario bidestilar
o cloreto de tionila e manter a atmosfera da
reagdo inerte, uma vez que reagente e
produto sdo relativamente instaveis.
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Existem alguns relatos na literatura que
descrevem as etapas subsequentes (terceira
e quarta etapa), porém, estas envolvem a
utilizacdo de 4cidos graxos de cadeias
carbdnicas menores,”*** sendo que até o
momento, ndo existem relatos descrevendo
o uso do 4cido hexadecandico (A3). Na
sequéncia da sintese (terceira etapa), o 2,2-
dimetil-5-(hexadecan-1-ona)-1,3-dioxona-4,6-
diona (A5) formado resultou em um sdlido
branco amorfo de com rendimento de 82 %.
Que apods abertura da dilactona (etapa 4),
forneceu o 3-oxo-octadecanoato de metila
(AB6) que se apresentou como um solido
branco amorfo com rendimento de 68 %. Os
dados de RMN 'H e *C comparados aos
dados da literatura foram utilizados para a
caracterizacdo de A6. No espectro de RMN 'H
foi possivel observar principalmente um
singleto em 3,76 condizentes com os
hidrogénios da metoxila e um singleto em

3,46 atribuido aos dois hidrogénios [-
carbonilas. O espectro de RMN **C
apresentou principalmente dois sinais

atribuidos a dois carbonos carbonilicos,
202,90 e 167,72 atribuidos aos carbonos de
cetona e éster, respectivamente e o
deslocamento em 51,44 atribuido ao
carbono da metoxila. Os dados de A6
também foram comparados com dados da
literatura.”

Para a reducdo da cetona na etapa final da
sintese, trabalhos descritos na literatura
focaram a enantiosseletividade e utilizagao
de cadeias alifaticas menores. Nestes casos o
processo de redugdao ocorreu utilizando
catalizadores quirais, altas pressdes, baixas
temperaturas ou a combinagdo de algumas
destas  varidveis.””® Desse modo, &
importante ressaltar que para utilizar os 3-
OHODM como biomarcador ndo é necessario
gue sejam enantiosseletivos, portanto a
reducdo da carbonila pode ser conduzida em
condicbes brandas de reacdao. Na rota
proposta, a reducdo da carbonila foi realizada
utilizando boro-hidreto de sddio. Como
produto final foi obtido o 3-hidroxi-
octadecandico (A7), um sélido branco amorfo
com massa de 1,58 g e rendimento
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relativamente elevado. Como o reagente A6
possui baixa solubilidade em metanol
comprometendo o rendimento da reacgao, a
alternativa encontrada foi solubilizar A6 em
guantidade adequada de éter etilico e a
seguir adicionado ao metanol. Este
procedimento de solubilizacdo e a adicao
lenta de boro-hidreto de sédio foram
fundamentais para a obtencdo de bom
rendimento (89 %) do produto final.

A estrutura do padrao A7 foi caracterizada
pelas técnicas de RMN de 'H e C e por
espectrometria de massas. Através dos
espectros de RMN 'H foram observados
principalmente um singleto em 3,72
atribuido aos hidrogénios da metoxila e um
duplo dupleto em B 2,42 e 2,53 atribuidos
aos hidrogénios Bl-carbonila. No espectro de
RMN de *C pode ser observado com maior
evidencia os deslocamentos do carbono
carbonilico de éster em @ 173,63, o carbono
de metoxila em & 51,87, além do sinal em
41,17 de -CH,- Bl-carbonila e um sinal de -CH-
em [ 68,19 de um carbono ligado a hidroxila.
Além disso, no espectro de massas apresenta
o pico do ion base em m/z 103 que é
caracteristico de um fragmento de um éster
com uma hidroxila no carbono E-carbonila,
como apresentado nas figuras Figura 2 e 3.

A pureza do padrdo sintetizado A7 pode
ser averiguada através dos espectros de RMN
de 'H onde n3o se observou sinais
incompativeis com o produto final, o que
garante uma pureza minima de 95%. Os
sinais observados no espectro de C
mostraram-se compativeis com o produto
esperado, sendo que também ndo foram
observados sinais de carbonos provenientes
de impurezas. Complementarmente a pureza
do padrio foi verificada pela técnica
cromatografica com deteccdo por
espectrometria de massas (Figura 3) com o
pico cromatografico em 18,5 min e o

correspondente  espectro de  massas
evidenciando o caracteristico ion base m/z
103  (100%, [M-CisH3]?). Ainda, no

cromatograma nao foram observados outros
picos além do composto em questdo.
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Figura 2. Espectro de RMN de *C (CDCl;; 100 MHz) do padrdo sintetizado 3-hidroxi-
octadecanoato de metila
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Figura 3. Cromatograma e espectro de massas do padrdo sintetizado 3-hidroxi-octadecanoato
de metila

3. Materiais e métodos

3.1. Instrumentagao

Os espectros no infravermelho foram
obtidos no espectrémetro Shimadzu FT-IR,
modelo 8300, em pastilha de KBr. Os

espectros de RMN foram obtidos no
espectrofotometro Bruker, modelo Avance lIlI
operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para
B3¢ equipado com sondas multinucleares de 5
mm. Os espectros foram registrados
utilizando TMS como padrao interno. Os
cromatdgrafos a gas (CG) utilizados foram da
marca Shimadzu 17-A acoplado ao
espectrometro de massas QP500 (CG-EM) e

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |No. 3| |839-847|
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Shimadzu GC-17A com detector de ionizagdo
na chama (CG-DIC). Para CG-EM e CG-DIC foi
utilizada a coluna de silica fundida
Phenomenex  Zebron” ZB-1 (30 m de
comprimento, 0,25 mm de d.i. e espessura de
filme 0,25 BIm).

Condigdes  cromatograficas: CG-DIC,
nitrogénio como gas de arraste na vazdo de
1,1 ml min™; temperatura do injetor e
detector a 320 °C; temperatura do forno
iniciando em 90 °C mantendo-se por 3,5 min,
elevando-se a 290 °C com taxa de 20 °C min™,
permanecendo por 16,5 min; injecdo de 2 L,
modo split 1:10. CG-EM, temperaturas do
injetor e fonte 320 °C, interface 330 °C; hélio
como gas de arraste na vazio de 1,1 ml min™;
temperatura do forno iniciando em 90 °C
mantendo-se por 3,5 min, elevando-se a 290
°C com taxa de 20 °C min™, permanecendo
por 16,5 min; inje¢do de 2 B, modo split
1:20.

3.2. Reagentes

Os solventes e reagentes grau P.A.:
hexano, diclorometano, metanol e éter etilico
(Biotec'); propanona, piridina e acido
malonico (Vetec); acido sulfurico e anidrido
acético (Nuclear); acido cloridrico, carbonato
de potassio e hidréxido de sddio; cloreto de
tionila, boro-hidreto de potdassio (Synth).

4. Experimental

Resumidamente a rota sintética iniciou
com a ciclizacdo do acido malbnico com
propanona (Al - A2) paralelamente a
cloragdo do acido hexadecandico (A3 > A4),
seguido da substituicdo em C-5 do acido de
Meldrum (A2 + A4 - A5), a descarboxilagdo
(A5 - A6) e finalizando com a redugdo da
carbonila ceténica (A6 - A7) para formar o
padrao biomarcador 3-OHODM.

A primeira e segunda etapas foram
realizadas em  paralelo durante o
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desenvolvimento da sintese. A obtencdo de
A2 na primeira etapa foi através da adicdo de
acido malbnico (44,2 mmol; 4,6 g) em
anidrido acético (50,4 mmol; 4,8 mL) sob
agitacdo magnética em banho de gelo,
seguida da adicdo lenta de acido sulfurico
concentrado (3,0 mmol, 0,16 mL) e adicdo de
propanona (54,48 mmol; 4,0 mL) apds 20
min. Posteriormente a mistura reacional foi
mantida sob refrigeracdo (= 8°C) por 12
horas. O precipitado formado foi filtrado e
lavado com dagua ultrapura gelada,*
resultando em 4,32 g de um sélido branco
cristalino. A caracterizacdo foi obtida por
comparacado dos dados de infravermelho com
os da literatura.””*° Acido de Meldrum: (KBr)
m: 3004, 2931, 1793, 1794 cm™.

Na segunda etapa, para formacdo de A4,
foi adicionado acido hexadecandico (19,5
mmol; 5,0 g) em cloreto de tionila (165,4
mmol; 12 mL) a temperatura ambiente (25
°C), atmosfera inerte (N,) e agitacdo
magnética por 30 min. Decorrido esse
periodo, o excesso de cloreto de tionila foi
removido por destilacdo simples dando um
liguido ambar com massa de 4,23 g.

A formacdo do 2,2-dimetil-5-(hexadecan-
1-ona)-1,3-dioxona-4,6-diona (A5) ocorreu
através da reacdo entre A2 (10,20 mmol; 1,47
g) previamente solubilizado em
diclorometano (12,0 mL) e A4 na presencga de
piridina sob agitagdo magnética por 90 min
em banho de gelo. Na sequéncia, as
impurezas foram extraidas com HCl 2,0 M (3
x 50 mL) e dgua ultrapura (3 x 50 mL). O
solvente organico foi removido por
evaporac3o rotativa obtendo-se 3,18 g.**

Na quarta etapa, A5 foi suspenso em
metanol e submetido a refluxo por 16 h. Ao
final desse periodo o solvente foi removido
utilizando o rotaevaporador. O sdlido
resultante nesta etapa foi dissolvido em 50
mL éter etilico para retirada das impurezas
com solucdo de K,CO; (3 x 15 mL; 0,72M) e
de 4gua ultrapura (3 x 15 mL). Na sequéncia,
o solvente organico foi removido por
evaporagdo rotativa fornecendo o 3-oxo-
octadecanoato de metila (A6), um sdlido
amorfo com massa de 1,78 g.>* A formagdo
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de A6 foi monitorado por CG-DIC e
confirmado por dados de RMN de 'He de B¢,
comparando com dados da literatura.” 3-
oxo-octadecanoato de metila: RMN 'H
(CDCl;, 400 MHz): 1 3,68 (s, 3H); 3,46 (s, 2H);
2,54 (t, J = 7,4 Hz); 1,61 (m, 2H); 1,29 (m,
24H); 0,89 (t, J = 6,9 Hz). (RMN **C (CDCls, 100
MHz): B 202,9; 167,7; 52,4; 49,0; 43,1; 31,9;
29,5; 29,3; 29,0; 23,4; 22,7; 14,1.

A quinta e Ultima etapa, o intermediario
A6 (5,67 mmol; 1,78 g) foi dissolvido em éter
etilico e adicionado em metanol (50 mL). Essa
solucdo foi submetida a agitacdo magnética
com adicdo lenta de boro-hidreto de sddio
(5,80 mmol; 0,312 g) em banho de gelo por
15 minutos. O produto final formado A7 foi
extraido do meio reacional com
diclorometano (3 x 15 mL).**> Apds extragdo o
solvente organico foi removido com uso do
evaporador rotativo fornecendo um sdlido
amorfo branco. A7 foi caracterizado por RMN
de 'H, de C e CG-EM. 3-hidroxi-
octadecanoato de metila: RMN *H (CDCls;,
400 MHz): @14,06 — 3,98 (m, 1H); 3,72 (s, 3H);
3,53 (s, 1H); 2,53 (dd, J = 16,2; 3,2 Hz, 1H);
2,43 (dd, /= 16,2; 9,0 Hz, 1H); 1,47 — 1,41 (m,
2H); 1,36 — 120 (m, 26H); 0,88 (t, J = 7,0).
RMN *C (CDCl;, 100 MHz) (Figura 1S):
173,7; 68,2; 51,1; 41,2; 36,6; 32,0; 29,8; 29,7;
29,6; 29,5; 25,6; 22,8; 14,2. EM (DIE): m/z
103 (100%, [M-Cy5H31]%).

5. Conclusao

Foi sintetizado o éster 3-hidroxi-
octadecanoato de metila, biomarcador
utilizado para a determinagdo cromatografica
de endotoxinas em material particulado
atmosférico. Foram utilizados materiais de
partida de facil aquisicdo e baixo custo. As
condicbes reacionais foram brandas,
podendo ser facilmente reproduzidas. A rota
de sintese proposta podera ser aplicada para
a obtencdo dos demais biomarcadores
presentes nas endotoxinas. O padrao obtido
pode ser empregado na determinacao
cromatografica de endotoxinas em
substituicdo a técnicas de maior custo.

Vo
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