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ABSTRACT

ABSTRACT
The aim of this research consisted on the synthesis of a new family of C-glycosylalkanes,

with similar structure to that of glycosides previously studied in our group that have shown a

promising activity against pathogenic Bacillus species.

One of the key steps for the synthesis of the target molecule consisted on the reaction
of allyl trimethylsilane with a specific glycosyl donor. The glycosyl donor synthesis was based
on acetylation of D-xylose followed by anomeric bromination and reductive elimination in
order to obtain the corresponding 3,4-di-O-acetyl-D-threo-glycal. The arabino-glycal,
commercially named as 3,4,6-tri-O-acetyl-D-glucal, was purchased from Alfa Aesar,
transformed in 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-D-arabino-hexopyranose by lactol formation and

acetylation, and used for the C-glycosylation step.

C-glycosyl derivatives are widely distributed in nature and have attracted much
attention because many of them have demonstrated their effectiveness as therapeutic agents.
The structural differences between O-glycosides and their C-glycosyl analogs are responsible
for the resistance of the latter to enzymatic or acidic hydrolysis. In this work, the synthesis of
(2-deoxy-a-D-arabino-hexopyranosyl)undecane involved introduction of the allyl group in the
anomeric position, olefin metathesis to elongate the aliphatic chain, final reduction of the

formed double bond and deacetylation.

The synthesized compound did not show any activity against Bacillus spp. Yet, these
structural features may give insights onto the relationship between structure, surface activity
and bioactivity of this family of compounds regarding Bacillus cereus, Bacillus subtilis and

Bacillus anthracis as well as their mechanism of action.

The structure of the synthesized compounds was characterized by NMR spectroscopy
including bidimensional techniques COSY, HMBC and HMQC when necessary, and mass
spectrometry was also used to confirm compounds’ mass and to check the purity of

compounds.

Keywords:

C-Glycosylalkanes

2-Deoxy glycosides
Carbohydrate-based antibiotics
Bacillus

Organic synthesis
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RESumo

RESUMO
O objectivo desta investigacdo consiste na sintese de uma nova familia de derivados C-

glicosilados, com uma estrutura semelhante a dos compostos anteriormente sintetizados pelo
Nnosso grupo, e que apresentaram uma actividade promissora contra espécies de Bacillus

patogénicas.

Um dos passos-chave para a sintese da molécula alvo consiste na C-glicosilagdao de uma
cadeia alifatica pela reacgdo de um alilo de trimetilsilano e um dador de glicosilo especifico. A
sintese de um dos dadores de glicosilo tem por base uma acetilagdio completa da D-xilose,
seguida de uma bromacgdo da posicdo anomérica e uma eliminagdo redutiva, de modo a obter
o 3,4-di-O-acetil-D-treo-glical. O 3,4,6-tri-O-acetil-D-arabino-glical é comercialmente chamado
por 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal, foi adquirido na Alfa Aesar, e transformado no 1,3,4,6-tetra-O-
acetil-2-desoxi-D-arabino-hexopiranose através da formacdo de um lactol e acetilagdo, sendo

depois utilizado na reac¢do de C-glicosilacao.

Os derivados C-glicosilados sdo frequentemente encontrados na natureza e tém atraido
muita ateng¢dao porque muitos deles tém demonstrado ser agentes terapéuticos eficazes. A
diferenga estrutural entre os O-glicdsidos e os seus analogos C-glicosilados é responsavel pela
resisténcia, destes Ultimos, em relagdo a hidrélise tanto enzimatica como acidica. Neste
trabalho, a sintese de (2-desoxi-a-D-arabino-hexopiranosil)Jundecano envolve a introdugdo de
um grupo alilo na posicao anomérica, seguida de uma reacgao de metatese para elongar a
cadeia alifatica, de uma reducdao da dupla ligagdo que se forma e por ultimo, de uma

desacetilacdo.

O composto sintetizado ndo apresenta actividade contra a espécie de Bacillus cereus. No
entanto, pretende-se estudar, futuramente, a relagdo estrutura/actividade deste grupo de
compostos relativamente as bactérias Bacillus subtilis e Bacillus anthracis bem como o seu

mecanismo de acg¢ao.

A estrutura dos compostos sintetizados foi caracterizada por espectroscopia de RMN
utilizando, quando necessdrio as técnicas bidimensionais COSY, HMBC e HMQC e por

espectrometria de massa para confirmar a massa dos compostos e o seu grau de pureza.
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Capitulo 1 | Introducgao

1. INTRODUCAO

A presente dissertacdo estd inserida no ambito da quimica dos carbo-hidratos e da
guimica analitica, mais precisamente em espectrometria de massa. Ao longo do tempo, estas
duas areas tém vindo a complementar-se cada vez mais devido @ necessidade que existe de
identificar novos compostos presentes na natureza, como de confirmar a estrutura de novos
compostos sintetizados que apresentem um grande potencial na industria alimentar,

farmacéutica, cosmética, entre outras.

1.1. Carbo-hidratos
O nome carbo-hidratos, hidratos de carbono ou glucidos (trés termos considerados

sindnimos) surgiu no principio do século XIX por Emyl Fisher, pai da quimica dos carbo-
hidratos, e provém do facto de os compostos terem a férmula empirica C,H,,0,. S3o0 uma
classe simples de moléculas organicas que se encontram abundantemente na natureza, ndo
sdo toxicos nem poluentes. Alguns deles integram-se no grupo dos acglcares simples e quase
todos os animais os conseguem sintetizar e metabolizar, sendo elementos estruturais das

células e das plantas e constituindo uma fonte de energia do nosso organismo."

Este tipo de compostos pode ser classificado em trés grandes grupos: monossacaridos,
oligossacaridos e polissacaridos, de acordo com o numero de unidades sacaridicas que
contém, e respectivos derivados.” E ainda possivel designar os monossacaridos e

oligossacdridos de baixa massa molecular como “agucares”.

Os monossacdridos sdo a unidade bdasica, ou seja, ndo apresentam ligagGes glicosidicas
com outros agucares. Este tipo de compostos apresentam aspectos estruturais importantes
que é essencial clarificar para que se perceba algumas das propriedades que depois adquirem.
Uma delas é a possibilidade de apresentar a estrutura de aldoses, quando possuem uma
cadeia linear de dtomos de carbono poli-hidroxilada com a fungao aldeido em C-1 ou cetoses
guando possuem uma cadeia poli-hidroxilada com a presenga de um grupo carbonilo em C-2,

ilustradas respectivamente na figura 1.2

Andreia de Almeida
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CHO CH,OH
H————OH —O
HO————H HO———H
H————OH H————0CH
H————OH H——©CH
CH,OH CH,0OH
D-glucose D-frutose

Figura 1: Representagdo das estruturas da p-glucose e p-frutose, respectivamente aldose e cetose.

Cada carbono secundario ligado a um grupo hidroxilo estd ligado a quatro grupos
diferentes constituindo um centro estereogénico. A existéncia destes centros estereogénicos
da origem a estereoisémeros, incluindo os enantidmeros, imagem no espelho um do outro e
os diastereoisémeros,” quando os acticares tém mais que um centro estereogénico e diferem

na configuracdo de apenas alguns destes centros estereogénicos.

Os oligossacaridos sdo moléculas organicas que contém monossacaridos unidos por
ligacdes glicosidicas, contudo apresentam um baixo peso molecular e uma estrutura bem
definida. Todavia, os polissacaridos sdo polimeros constituidos por um largo numero de
monossacaridos que podem ser ramificados e neste caso ndo apresentam estruturas bem
definidas. Este tipo de hidratos de carbono quando contém apenas um tipo de monossacaridos
é designado por homopolissacdridos porém quando apresenta dois ou mais tipos de

monossacéridos é indicado por heteropolissacaridos.?

A glucose, ilustrada na figura 2, foi descoberta em 1838 e é 0 monossacarido mais
comum que pode existir na forma de cadeia ou de anel. O anel é criado quando ocorre o
ataque nucledfilo de um grupo hidroxilo ao grupo carbonilo (adicdo nucleéfila) que
posteriormente rearranja e podendo dar origem a um anémero a ou 3 consoante a orientagdo
cis ou trans, respectivamente, do grupo hidroxilo presente no centro estereogénico mais
afastado do carbono 1 assim como do grupo hidroxilo presente no carbono 1, apés a ciclizagao
na projeccdo de Fischer. Assim é criado mais um centro estereogénico, usualmente designado
por centro anomérico e localiza-se no carbono 1. Factores como os grupos protectores, o
solvente ou os métodos de glicosilacio podem influenciar a orientagdo da configuracdo
anomérica. A ciclizacdo do aclcar pode ainda dar origem a um anel de cinco membros

(furanose) ou de seis membros (piranose), sendo o ultimo o mais estavel.

Em solucdo o agucar livre ciclico estda em equilibrio com a forma aberta e quando volta a

ciclizar origina anéis com diferente tamanhos e com a configuracdo do centro anomérico

Andreia de Almeida
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definida. Este fendmeno é designado por mutarrotacdo existindo consequentemente uma
variacdo da rotacdo especifica com o tempo até a molécula encontrar o equilibrio. No caso da

glucose o equilibrio tende a formar um anel de piranose e o anémero B.2

CHO
OH
H——0H "
H. o
HO ——H -
HO
H——aH HO - - OH
H——0H H H . oy
CHAOH B-D-glucopiranose B-p-glucofuranose
D-glucose

Figura 2: Representagdo da p-glucose em cadeia aberta ou ciclizada num anel de 6 ou 5 membros, respectivamente.

Na projecdo de Fischer é ainda possivel verificar outra caracteristica destes compostos,
que consiste na configuracdo do centro estereogénico mais afastado da fungdo cetona ou
aldeido. Quando a configuracdo do mesmo é R pertence a série D e quando é S pertence a
série L, como € possivel visualizar na figura 3. Estes compostos s3do considerados

enantiomeros.

CHO CHO
H——OH HO———H
HO————H H——©CH
H———OH HO———H
H————OH HO———H

CH,OH CH,OH
D-Glucose L-Glucose

Figura 3: Projecdo de Fischer das p-glucose e L-glucose

A tetrose é um monossacdrido que possui apenas quatro atomos de carbono na sua
estrutura e designa-se habitualmente por treose dando assim origem ao prefixo treo. Este
acucar é caracteristico por possuir somente dois centros estereogénicos, nos quais 0s grupos
hidroxilo presentes estdo orientados para sentidos opostos como é possivel visualizar na
projecdo de Fischer representada na figura 4. Se os dois grupos hidroxilo estiverem orientados
para o mesmo lado na projecdo de Fisher estamos perante a eritrose que tem como prefixo
eritro. Existem ainda outros exemplos de monossacaridos que apresentam uma configuracdo

treo que consistem em derivados desoxigenados da D-glucose e da D-xilose.
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CHO CHO
CHO ——OH H——F—H
CHO CHO ——OH HO—] HO—
——OH HO— HO— L OH H——H
——OH ——OH ——OH ——OH ——OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-eritrose D-treose D-xilose D-glucose

Figura 4: llustracdo dos monossacaridos: eritrose, treose, xilose e glucose e de um padrdo de desoxigenagdo com
configuragdo treo.

A multifuncionalidade e a estereoquimica dos hidratos de carbono nos sistemas vivos é
resultado directo das caracteristicas que apresentam, sendo as principais: a capacidade de
formar liga¢Ges glicosidicas com outras moléculas que possuem diferentes ligacdes e nimero
de unidades sacaridicas, as caracteristicas estruturais dessas moléculas, o tipo de ligacbes
anomérica e a posicdo das ramificacdes quando existentes.” A presenca destas diferencas da
origem a propriedades bioldgicas, organolépticas e fisicas muito diferentes. Por esse motivo,
este tipo de moléculas apresenta uma importante relevancia na area da saude, da quimica,

entre outras.

1.1.1. Acucar desoxigenado na posicao 2
Os agucares 2-desoxi sdo monossacaridos em que o grupo hidroxilo do carbono 2 é

substituido por um atomo de hidrogénio. Este tipo de compostos sdo uma classe muito

importante de carbo-hidratos e ocorrem frequentemente na natureza.®

A posicdo do aglcar em que ocorre a desoxigenac¢do pode variar dependendo do agucar

que se utiliza ou do objectivo que se pretende, exemplo ilustrado na figura 5.

OH
(0] (0}
HO HO
HO HO
OH
OH OH

Figura 5: Estrutura de um agucar 2-desoxigenado e 6-desoxigenado, respectivamente.

A formacdo de liga¢Oes glicosidicas neste tipo de compostos é um processo complicado

pois sdo frequentemente regidas pelo efeito anomérico que promove a formagado um glicésido
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com o substituinte em posicdo axial (andmero a). Este facto deve-se a electronegatividade dos
substituintes, como halogenetos e derivados de O-alquil, O-aril, S-alquil, S-aril quando ligados
ao centro anomérico de uma piranose. A explicacdo que fomenta este efeito consiste no facto
do substituinte que se encontra em posicao axial ser estabilizado pela doacao parcial do par de
electrées livres ndo partilhado do O-5 e a orbital anti-ligante da ligacdo C-X axial, como

ilustrado na figura 6. °

n
g
7*

A

0

Figura 6: Estabilizagdo da ligagdo C-X axial ao centro anomérico num anel de piranose.

A selectividade destas reaccdes é por vezes dificil de controlar devido a diversos factores
como a temperatura, grupos protectores, solventes, catalisadores e grupos rejeitados.® Por
vezes quando é necessdrio colocar um substituinte em posicdo equatorial é utilizado um
método indirecto que consiste na introdugdao de um halogeneto, um dtomo de enxofre ou de
sélenio na posi¢do 2, sendo seguidamente esse substituinte da posi¢do 2 com o intuito de
obter um 2-desoxiglicédsido. O controlo pelo efeito do grupo acilo vizinho é também muito

utilizado.

Os compostos que apresentam um padrdo de desoxigenacdo 2,6-didesoxi-hexoses tém,
ao longo dos anos, demonstrado ser bastante eficazes no combate a bactérias estando cada
vez mais a ser administrados como antibidticos e agentes anticancerigenos, como é o caso das
antraciclinas, entre outros.® Por este motivo os aglcares desoxigenados s3o componentes

cruciais para a actividade bioldgica e farmacoldgica de medicamentos.

Contudo este tipo de alteracGes estruturais faz com que se modifiquem algumas das
propriedades dos compostos sendo por isso, para os quimicos, um desafio a adaptacdo das

condigdes reaccionais, de forma a obter-se compostos biologicamente activos.

1.2. Derivados C-glicosilados
Nos ultimos anos, a quimica dos derivados C-glicosilados tem sido um tema a que se tem

dado maior relevancia na area dos carbo-hidratos, ndo pelos desafios sintéticos, mas também

pelo forte potencial em relagdo aos andlogos glicdsidos devido a sua resisténcia aos processos
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metabdlicos. Este tipo de compostos existe frequentemente em produtos naturais e apresenta

uma vasta gama de actividades biolégicas.’

Os derivados C-glicosilados resultam da criagdo de uma ligagdo C-C entre o carbono

anomérico e um carbono da cadeia alquilica que se pretende introduzir.*

OH
O]
HO

10

Figura 7: Estrutura do derivado C-glicosilado pretendido neste trabalho.

A terminologia “C-glicésido” ndo é permitida para estes compostos pois eles ndo
possuem as mesmas caracteristicas em termos de reactividade que os glicdsidos. Quando
comparadas as diferencas estruturais entre os O- e S-glicésidos estas sdo minimas, contudo os
derivados C-glicosilados sdo resistentes as hidrélises tanto dcidas como enzimaticas devido a
transformag3o da funcdo do centro anomérico de acetal para éter.” Estruturalmente estes
compostos sdo constituidos por uma glicona alifatica ou aromatica e uma unidade sacaridica
que pode ser piranose ou furanose.

Embora este tema esteja a despertar um vasto interesse pelos cientistas este grupo de
compostos ndo foi inventado pelos quimicos. Actualmente existem descritos um grande
numero de derivados C-glicosilados isolados de fontes naturais, como por exemplo, os que se

encontram ilustrados na figura 8.2

1l ||GH

Aloina

Antraguinonas I\,\

OHn

Figura 8: Derivados C-glicosilados isolados de fontes naturais.

Em particular, os aglcares 2-desoxi-C-glicosilados estdo presentes num largo nimero de
terapias com produtos naturais, como por exemplo, puramicinas, galtamicinas, entre outras.’
Actualmente existe um vasto numero de métodos para a sintese deste tipo de

compostos, todavia devido a falta de existéncia de grupos na posicdo 2 é torna mais dificil a
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obtencdo produtos estereosselectivos, sendo por esse motivo essencial continuar a investigar

novas metodologias mais simples e amigas do ambiente.

O grupo de quimica dos glucidos tem desenvolvido ao longo dos anos uma vasta
investigagdo em 2-desoxiglicésidos de cadeias alquilicas ramificadas ou lineares, contendo
funcbes amida, fluorada e tioglicésidos de alquilo que apresentam um grande potencial
antimicrobiano. O objectivo desta dissertacdo consiste também em investigar se a ligacao
glicosidica é crucial para a bioactividade e, consequentemente, se tem influéncia nos passos
metabdlicos envolvidos nos mecanismos de accdo deste tipo de compostos. Devido aos seus
perfis farmacolégicos favoraveis atribuidos principalmente a parte “C-glicosilica” deste tipo de

compostos, estes tém despertado um crescente interesse nestes candidatos a farmacos.™

1.3. Actividade antimicrobiana
Actualmente, o mundo encontra diversos desafios quanto a disponibilidade de certos

compostos quimicos que possam ser aplicados no tratamento de diversas patologias e que
sejam eficazes, sendo por esse motivo necessario investir na sintese de novos farmacos mais

eficazes e com novos mecanismos de acgao.

Como foi referido anteriormente, algum do trabalho desenvolvido pelo grupo quimica
dos glucidos consiste na sintese de uma familia de aglcares desoxigenados que apresentem
actividade antimicrobiana sobre espécies de Bacillus, em particular de Bacillus anthracis.™

Devido aos problemas de saude publica que cada vez mais surgem associados a
bactérias é necessario desenvolver novos antibidticos mais eficazes, de modo, a evitar o
aparecimento de estirpes multirresistentes que podem levar a graves problemas de saude.
Embora ndo tdo frequente, os microorganismos sdo ainda utilizados como agentes de
bioterrorismo e como armas destrutivas. Este é um problema social dado que a sua utilizagdo
tem duas acgbes diferenciadas, sendo a destruigcdo de vidas pela interac¢do com os individuos
como também pelo conhecimento por parte da populagdo da sua potencial ameaca, levando
ao panico social.!

O objectivo do nosso grupo é criar uma biblioteca de compostos, de modo, a entender o
mecanismo de ac¢do dos mesmos e poder avaliar a actividade que cada estrutura apresenta.
Sé deste modo é possivel determinar quais sdo os grupos da molécula cruciais para a
actividade apresentada.

A actividade antimicrobiana de cada composto é avaliada de acordo com a concentragao

minima inibitéria (MIC) e actualmente ja existem alguns estudos que demonstram que os
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compostos desoxi-hexopiranésido de alquilo tanto da série D como L e com uma configuracao
o ou B na posicao anomérica apresentam uma alta actividade surfactante que é um pré-
requisito para apresentarem actividade antimicrobiana.'? Estes compostos sio também activos
na Listeria monocytogenes e na Enterococus faecalis que podem colocar em risco de vida os
humanos, particularmente os individuos mais velhos que estdao mais susceptiveis a infeccdes,
especialmente nos hospitais, onde s3o encontrados altos niveis de resisténcias a antibidticos.™
Foi também encontrada uma potente actividade para o Baccillus spp, em particular no Bacillus
cereus cujo genoma é muito semelhante ao do Baccilus anthracis, que é conhecido como o

agente responsavel pelo antrax em animais e humanos.

A selectividade e a capacidade de inibicdo depende da estereoquimica da molécula, em
particular da configuracdo anomérica e da cadeia alquilica. Existem alguns dados prévios que
demonstram também que os derivados desoxi-hexopirandsido de alquilo que contém uma
cadeia de doze carbonos ligada ao centro anomérico com uma conformacgdo a sdo mais
soltveis que os B e s6 na presenca de um agucar livre (com grupos hidroxilo) é que apresentam

actividade.

O mecanismo de acgao dos glicdsidos de alquilo sintetizados ainda nao é claro mas todo
o trabalho desenvolvido até entdo sugere que este tipo de compostos pode interactuar com a
membrana celular, alterando a permeabilidade e causado autdlise seguida pela morte

celular.’?

1.3.1. Antrax
Antrax é uma patologia infecciosa aguda e letal causada por uma bactéria Gram-

positiva, mais precisamente o Bacillus anthracis, em forma de bastonete espiralado, o qual

actua por inalagdo, por forma cutanea ou gastrointestinal.** **

Figura 9: Imagem ilustrativa do Bacillus anthracis.

Esta bactéria afecta principalmente animais herbivoros, sendo extramente resistente,

devido a capacidade que tem de formar esporos envoltos por uma capsula, que lhes permite
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resistirem por um longo periodo de tempo no solo e em materiais contaminados, como por
exemplos peles.* Embora seja raro, as pessoas podem ficar podem ficar afectadas com esta
patologia se entrarem em contacto com animais infectados ou produtos de origem animal
contaminados.” A forma mais frequente de contaminagdo nos humanos é a cutinea e ocorre
guando os esporos entram em contacto com a pele através de lesdes, contudo a forma mais

perigosa é a inalacao.

Desde a antiguidade que o Antrax nao so levou a morte de milhares de animais e seres
humanos como se tornou numa arma de guerra bacterioldgica e de bioterrorismo.™® O Bacillus
é um assassino invisivel, devido a sua extrema resisténcia, e cuja produgdo com reduzidos
custos pode ser feita por individuos ndo especializados. Esta bactéria pode ser pulverizada no
ar, por avides, onde produz milhares de esporos que vao ser posteriormente inalados pelos
humanos levando assim ao seu Obito e criando um problema de saude publica. A ameaca
crescente resultante de bactérias patogénicas e o aumento da incidéncia da resisténcia
associada a multi-farmacos leva a necessidade emergente, e sem precedentes, de novos

antibidticos que actuem em novos alvos.

Actualmente ja se encontram no mercado alguns antibidticos aos quais o Bacillus
anthracis é sensivel tais como ciprofloxacina, a doxiciclina, eritromicina, vancomicina e a
penicilina.’® No entanto e devido a rapida progressdo da doenca, mesmo com antibidtico, as
taxas de mortalidade sdo bastante elevadas. Sendo por esse motivo imprescindivel investigar a

sintese de novos antibidticos com novos mecanismos de acgao.

1.3.2. Glicésidos como antibiéticos
Embora o termo “antibidtico” facilmente se refira a compostos ou substancias

produzidas por microorganismos que inibem o crescimento de outros microorganismos, hoje
em dia essa designacdo refere-se a qualquer composto natural, semi-sintético ou sintético que
apresenta um efeito inibitério."’

O surgimento de estirpes bacterianas e de multirresisténcias aos antibidticos durante o
tratamento levou ao um importante problema de salude publica e torna-se assim essencial
desenvolver novos farmacos capazes de combater esses factores.

Como ja foi referido anteriormente, existem disponiveis no mercado alguns antibiéticos

para o tratamento do antrax. Alguns deles possuem na sua complexa estrutura carbo-hidratos.
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A Vancomicina é um glicopéptido que apresenta na sua estrutura um péptido ciclico O-
glicosilado a um dissacdrido. Este fdrmaco foi isolado da Amycolatopsis orientalis e é utilizado
para o tratamento contra bdcterias Gram-positivas que s3o as mais propicias ao
desenvolvimento de multirresisténcias.”” O mecanismo de accdo da familia deste composto
caracteriza-se pela interacgao com a membrana celular e inibicao da ligagao peptidoglicanas
ao enzima. Este antibidtico revelou uma potente actividade contra Straphylococus aureus e
Enterococuus, contudo jd se desenvolveu resisténcia pelo que se desenvolveram outras

moléculas derivadas destas com melhor actividade.™®

Figura 10: Estruturas dos farmacos Vancomicina e Eritromicina.

Outro antibiético utilizado é a eritromicina que consiste numa lactona macrociclica e
que esta O-glicosilada com um ou mais aclcares desoxigenados. E produzida pela estirpe
Sacharopolyspora erythraea e é frequentemente usada como substituto da penicilina nos

utentes que s3o alérgicos a esse antibidtico. *’

1.4. Espectrometria de massa
A espectrometria de massa é uma indispensavel ferramenta analitica nas areas da

;. . ;. ;. .. 1
guimica, bioquimica, farmdcia e medicina. °

O principio basico desta técnica consiste em gerar iGes a partir de compostos organicos
ou inorganicos que sejam susceptiveis aos métodos utilizados e sdo separados pelas suas
razdes massa carga (m/z). A detecgdo ¢é feita tanto qualitativamente como quantitativamente
consoante a abundancia dessa razao. Um espectroémetro de massa é constituido por varios
elementos essenciais, tais como, sistema de introducdo de amostra, fonte de ides, analisador,

detector e um receptor de dados, como se encontra ilustrado na figura 11.
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Atmosfera / Vacuo
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I16es em fase gasosa
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de dados

Figura 11:Representagdo esquematica dos constituintes do espectrometro de massa.

Os espectros de massa obtidos sdo uma representacdo bidimensional do sinal da
intensidade do pico versus a razdo massa carga (m/z). Estando essa intensidade directamente
ligada a abundancia da espécie idnica, com um determinado valor de m/z, que foi criada a
partir da ionizagdo do analito, na fonte de ides. Nem sempre, o pico que apresenta um valor de
m/z com maior intensidade corresponde ao iZo molecular, M, no modo positivo. O ido
molecular é o pico da molécula ionizada mas sem qualquer fragmentacdo, sendo o pico base
corresponde ao pico que apresenta uma maior intensidade mas que pode ser um fragmento

do ido molecular.

Ao longo dos anos, tém surgido novos ionizadores e detectores que tém tornado esta
técnica ainda mais sensivel, rapida e informativa, permitindo assim identificar compostos de
uma mistura complexa sem qualquer tipo de separacdo preliminar.20 Por esse motivo, esta
técnica é frequentemente usada como alternativa a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, infravermelho, ultra-violeta, entre outros. Ao longo desta disserta¢do, recorreu-se a
esta técnica para confirmar a estrutura os compostos sintetizados e para analisar o grau de

pureza dos mesmos.
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1.5. Plano de Sintese
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3. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e métodos

4.1.1. Técnicas de separacdo e purificacao
O acompanhamento das reacg¢des foi realizado por cromatografia em camada fina (TLC)

em placas de silica gel (Ref. 60 F254-Macherey Nagel) com detecgdo por luz UV e revelagdo
promovida por uma solucdo de acido sulfurico e metanol (10%) ou uma solugdo aquosa de
permanganato de potdssio, hidréoxido de potdssio e carbonato de potassio, seguida de
aquecimento com uma pistola de ar quente. Quando necessdrio foi efectuada a purificacdo
dos compostos, realizada por cromatografia em coluna, sendo a fase estacionaria constituida

por silica gel 60A (0,040-0,063 mm, Ref. SDS Specialiste des Solvants).

4.1.2. Instrumentacao
As pesagens foram efectuadas numa balanca digital analitica de marca KERN ALJ,

modelo 220-4, com uma precisdo + 10~ % g.

Quando necessdrio foi utilizado um banho de ultra-sons VWR™ Ultrasonic Cleaner para
promover a dissolugdo dos compostos. Foi utilizado um agitador mecanico em algumas

reacgdes da marca VWR VOS 14.

As solugbes foram concentradas com recurso a trés diferentes evaporadores rotativos
da marca Biichi (modelo Rotavapor® R111 e modelo Rotavapor® R200), a temperatura de 40 °C
e em varios graus de pressao reduzida, definidos segundo o solvente ou mistura de solventes

utilizados.

As reac¢Oes promovidas pela irradiacdo de microndas foram realizadas com recurso ao
forno de micro-ondas de modelo Discover SP System w/Activent 909155 da marca CEM-

QLABO, operando com recurso ao software Synergy TM Application Software.

A caracterizacdo experimental realizada por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi
efectuada com recurso a um aparelho BRUKER Avance 400, no qual foram obtidos os espectros
de 'H RMN e *C RMN a uma frequéncia de 400,13 MHz e a 100,62 MHz respectivamente, a
temperatura de 25 2C. Os compostos foram sujeitos a ensaios de 'H-RMN, **C-RMN, COSY,

HMQC e HMBC, utilizando-se como solventes deuterados para preparagdo das amostras
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cloroférmio-d (CDCl;) e acetona-d6. Os valores de desvio quimico, §, sdo expressos em ppm e

as constantes de acoplamento em Hz.

Os espectros de massa de alta resolucdo foram adquiridos num espectrémetro de massa
de Ressonancia ciclotronica de ido com transformada de Fourier, FTICR-MS, Apex Ultra da
Bruker Daltonics com um magneto supercondutor de 7 tesla e com fonte de ionizacdo por
electrospray. As amostras foram dissolvidas em metanol grau HPLC, Panreac, e injectadas

directamente com recurso a uma bomba de seringa da KD Scientific a um fluxo de 120 pL.h™.

Foram ainda determinados os pontos de fusdo, de todos dos compostos sélidos,
recorrendo ao aparelho melting point apparatus, Stuart Scientific SMP3 e utilizando tubos
capilares com uma rampa de aquecimento de 1,0 °C/min. As rotacdes especificas [oc]ZDO'0 foram
obtidas usando o polarimetro Perkin EImer 343 a uma temperatura de 20 °C e operando a um
comprimento de onda de 589 nm, com uma concentracdo de 10 mg/ml e com um percurso

Optico de 1 cm.

4.1.3. Reagentes, Solventes e Produtos
Os reagentes e solventes utilizados na execucdo deste trabalho experimental foram

adquiridos comercialmente (VWR, Alfa Aesar, Panreac, Sigma-Aldrich e Laborspirit) com um
grau de pureza acima de 99% segundo a rotulagem, sem qualquer purificagdo adicional. Em
determinados passos reaccionais foram destilados e secos com peneiros moleculares activados

(dim. 4A e 3A para o metanol) num periodo superior a 24h.

4.2. Sintese de compostos
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