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RESUMO

A importancia de compostos derivados do aminoacido essencial
histidina tem estimulado muitos trabalhos em sintese, porém a racemizacao que
ocorre devido a diferenca de reatividade dos nitrogénios 1te T do anel imidazdlico
tem sido um obstaculo na caracterizagdo destes compostos. Com o0 objetivo de
solucionar tal problema muitos trabalhos envolvendo técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear podem ser encontrados na literatura.

As técnicas de RMN como *H e *C (HMBC, HMQC, NOESY, COSY,
INEPT), utilizadas neste trabalho permitiram a caracterizagdo e atribuicdo dos
deslocamentos quimicos de 'H e *3C para estudos do ligante HBHisOMe e seus

derivados N-alquilados, com eficiéncia.
Porém a posicao da segunda alquilacdo no Nt ou Nt ndo pode ser

determinada com absoluta certeza pelas técnicas de RMN usadas.



1- INTRODUCAO
1.1- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear fundamenta-se no fato de
ndcleos que possuem uma distribuicdo ndo homogénea de massa e carga, e,
portanto momento de spin nuclear (I) diferente de zero, em condi¢des apropriadas,
sob influéncia de um campo magnético, absorverem radiacdo eletromagnética (rf),
em uma frequiéncia regida pelas caracteristicas estruturais destes nucleos.

Essa frequéncia absorvida por um certo nucleo, é fortemente afetada
pelo seu ambiente quimico, ou seja, pequenos campos magneticos locais,
geralmente opostos ao campo aplicado, sdo gerados pelos elétrons que circulam
ao redor do nucleo dando origem a blindagem diferenciada dos nucleos, a qual
resulta em diferencas de deslocamentos quimicos, fenbmeno que torna essa

técnica poderosa na identificacdo e determinacéo estrutural de substancias.'?

1.2 - Ressonancia Magnética Nuclear de  *H (RMN *H)

Dentre os ntcleos utilizados em RMN, *H (1=1/2) é largamente utilizado
pela sua elevada abundancia natural (99,9%). Os nucleos de hidrogénio em uma
molécula séo blindados fracamente pelas nuvens eletrénicas que os cercam, cuja
densidade varia com o ambiente quimico no qual o nucleo estd inserido e da
origem a absorcao em diferentes posicdes no espectro.

Dados muito importantes sao obtidos através de relacdes simples como
a numero de sinais do espectro com o numero de grupos diferentes de atomos de
'H, e a relacdo entre a intensidade dos sinais do espectro com o nimero de
atomos H em cada grupo. Outro aspecto importante em RMN é a interacdo entre
spins nucleares de &tomos vizinhos ndo equivalentes originando o acoplamento de
spin que é independente do campo magnético aplicado. Esse acoplamento causa
0 desdobramento dos sinais de RMN, que traduz o ambiente dos protons
responsaveis pela absorgéo. A diferenca de frequéncia (Hz) entre os componentes
desdobrados do sinal é denominado constante de acoplamento (J), € e um

indicativo da diferenca entre os nucleos acoplados.



Uma ferramenta importante na espectroscopia de RMN é o Efeito2
Overhauser Nuclear (NOE) que se manifesta através da diminui¢cdo da intensidade
dos sinais de nucleos com spin diferente de zero e préximos espacialmente (até 4
Angstrons). As técnicas instrumentais usadas para avaliar este efeito podem ser
mono ou bidimensionais. A técnica 1D mais usada e a que consiste na subtracdo
do espectro convencional de 'H a um espectro em que um hidrogénio em
particular é irradiado com a finalidade de eliminar o NOE, podendo-se entdo medir
a interacdo entre o nucleo de 'H irradiado e outros distantes até 4,0A. Este
procedimento é muito versatil para distingdo de isbmeros geometricos. A técnica
em 2D usual é o NOESY, no qual séo visualizadas todas as interagcbes NOE na

molécula. 12

1.3- Ressonancia Magnética Nuclear de  *C (RMN *3C)

O nucleo de *C (1=0) ndo é magneticamente ativo para RMN, porém o
3¢, assim como 'H possui 1=1/2. Apesar da abundancia natural do **C ser de
apenas 1,1%, o aprimoramento da técnica e a disponibilidade de instrumentagéo
pulsada com transformada de Fourier (FT) que permite a irradiacdo simultanea de
todos os nucleos **C resultou em um acréscimo da atividade na espectrometria de
13C no inicio dos anos 1970.

O uso do desacoplamento de banda larga ou irradiacdo dos hidrogénios
€ muito importante para RMN pois elimina o problema de sobreposi¢cdo dos sinais
pelo acoplamento **C—'H que dificulta a interpretacdo dos espectros.

Com a auséncia de acoplamento tem-se um Unico sinal agudo para
cada atomo de '°C n&o-equivalente. O sinal em RMN de *C também é
intensificado pela eliminacdo do NOE.

Os deslocamentos quimicos de °C estéo na faixa de 240 ppm e estéo
relacionados principalmente com a hibridacdo e com a eletronegatividade dos
substituintes.

O acoplamento direto de spin **C—'H variam de 110 a 320 Hz, tornando-
se maior quanto maior o carater s da ligacdo **C—'H, com distor¢&o angular e com
a presenca de grupos substituintes eletroatraentes. Os valores de constante de
acoplamento (J) entre os nucleos esta intimamente relacionado com a natureza

das ligacdes em que os respectivos atomos participam. -2



1.4- Ressonancia Magnética Nuclear de  *°N (RMN *°N)

A espectroscopia de Nitrogénio pode ser de grande ajuda na
identificacdo de compostos nitrogenados. Ambos isétopos N e °N tem spin
diferente de zero. A presenca de momento quadrupolar no **N faz com que o
alargamento dos seus sinais de RMN dificulte muito a analise dos seus espectros.
O N, com I=1/2, fornece espectros com linhas finas, mas tem como
desvantagem a baixa abundancia natural (0,37%) aliada a uma também baixa
sensitividade ao método.

Como resultado destas caracteristicas deste isétopos, 0s experimentos
de RMN de "N com amostras na abundancia natural, sdo conduzidos geralmente
na forma de deteccéo indireta (HMBC; INEPT), nos quais usa-se a transferéncia
de polarizacao H-N.

Os deslocamentos quimicos e acoplamentos °N-'H seguem os mesmos

principios observados na espectroscopia de **C. ?

1.5- Histidina — Racemizagéo e Grupos Protetores

A histidina € um aminoacido essencial que ocorre em proteinas e
peptideos biologicamente ativos como, por exemplo, corticotropina e insulina
(Figura 1-a). Destaca-se ainda pelo seu papel fundamental em varias funcdes
biolégicas como a producao de histamina (responséavel pelo estimulo do sistema
imunolégico), liberacdo de enzimas digestivas e formacao da mielina (responsavel

pela comunicacgéo entre o corpo e o cérebro) (Figura 1-b).

N NH,

Figura 1- a) Estrutura esquematica da Insulina; b) Estrutura da Histamina
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O residuo de aminoacido histidina tem importancia relevante no efeito

catalitico de varias enzimas, permitindo que atue como acido ou base em pH
neutro. O anel imidazdlico quando parte da cadeia lateral, funciona como ligante em
relacdo a metais de transicdo em varias metaloenzimas de importancia biolégica,

incluindo a superoxide dismutase, hemoglobina, hidrolases entre outras.

Figura 2 — Estrutura Esquematica da Hemoglobina

A importancia de compostos que contenham histidina ou seus derivados
tem estimulado o “design” e a sintese de varios modelos, que possam mimetizar
algumas de suas propriedades. No entanto, a cadeia lateral do imidazol (basica e
nucleofilica) cria sérias dificuldades na incorporacdo da histidina sem protecao,

podendo facilitar a racemizac&o durante a sintese de peptideos.* (Figura 3).

H

N . \N@
{13
/ /

H H

Figura 3 — Protonacdo do Imidazol em solucdo aquosa &cida. °

Na literatura, a protecdo de cadeias laterais da histidina é relatada de

maneira bastante confusa, em muitos casos a diferenca entre os dois nitrogénios



imidazolicos (e 1) € ignorada (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura esquematica do aminoécido Histidina, °

O fato dos nitrogénios terem reatividade similar influencia principalmente
nas reagdes de alquilacdo, podendo ser obtidos tanto produtos monossubstituidos
(Tt ou 1) como também produtos dissubstituidos (1T e 1), 0 que constitui um
interessante problema de andlise estrutural. Jones’ e colaboradores. Utilizaram

varios agentes alquilantes e em todos 0s casos obteve uma mistura de produtos

N-alquilados.
/\NH
N
—
H H
HC——C——N——COCgHs ~ +  HyC==CHCH,Br
COOCH;@
H,C==HCH,C
N/\N/CHZCHZCH2 \N/\N
— —
CH,CHNHCOCHs CH,CHNHCOCHs
COOCH,3 COOCHS,

H,C=HCH,C CH,CH=—CH
\N/\N/ 2 2

—
CH,CHNHCOCGHs

COOCH,

Figura 5 — Esquema de sintese demonstrado por Jones”
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Isto tem estimulado o desenvolvimento de muitos grupos protetores

nas ultimas décadas. Um exemplo é o BOM (benziloximetil), projetado por Jones®e
colaboradores, para uma introdugéo seletiva na posi¢cao 1; que posteriormente foi
confirmada por andlise cromatogréfica e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
Um outro exemplo € o 2,6-DMBZ (2,6-dimetoxibenzoil), uma protecdo acilada
desenvolvida durante a sintese de biopolimeros contendo imidazol, cuja posicéo
(Ttou 1) néo foi claramente revelada devido ao regioisomerismo demonstrado por

RMN, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Espectroscopia de

Massas (EM).
F \O><

benzil oxicarbonil tert-butoxicarbonil

O-----

Figura 6 - Estruturas dos grupos protetores usados por Jones®.

Entretanto, a maioria dos compostos derivados da histidina foram
propostos sem um conhecimento definitivo da posicdo dos grupos protetores.
Conhecer a posicao desses grupos no anel imidazélico é entdo relevante, pois o

nitrogénio Tt pode facilitar o processo de racemizacao de peptideos.

Varios métodos para a diferenciacdo desses isdmeros contendo
derivados da histidina foram testados por Rapoport® e colaboradores.
Experimentos usando uma série de compostos 1-metil-4,5-dialquilimidazéis com o
auxilio de técnicas como EM, Espectroscopia de Ultravioleta (UV) e
Espectroscopia de Infravermelho (IV) foram testadas, porém os resultados obtidos
ndo foram satisfatérios. Outro método aplicado para a diferenciacdo destes
compostos foi entdo a espectroscopia de RMN com base na magnitude das

constantes de acoplamento dos hidrogénios no anel imidazolico.

Apesar desta tentativa ter sido avaliada a mais satisfatoria dentre as
técnicas testadas, ela pode gerar davidas quanto a posi¢cdo. As constantes de

acoplamento para os derivados analisados sdo muito proximas, variando entre 1,1



7
a 1,5Hz (t-substituido) e 0,9 a 1,0Hz (Tesubstituido), dificultando a diferenciacéo,

principalmente no caso de estruturas mais complexas. A sobreposi¢do de sinais

dos hidrogénios também dificulta a aplicabilidade desse método.

Um método de maior aplicabilidade foi estudado por Zaramella® e
colaboradores., que publicaram em 2003 o primeiro trabalho sobre correlagéo
heteronuclear 'H-">N com RMN para diferenciacdo da posicdo de grupos
protetores em derivados de histidina.

Usando compostos propriamente qualificados foram realizadas medidas
diretas do nucleo, onde a correlagdo entre os hidrogénios () e o nitrogénio (1) do
anel imidazodlico foram usadas para determinar as estruturas, com base no fato de
gue o sinal do nitrogénio substituido do imidazol aparece sempre com menor
deslocamento quimico que o nitrogénio ndo-substituido, a posicdo do grupo

protetor foi facilmente deduzida.

yo
sl
AL

H (@]

Figura 7 — Estrutura do composto estudado por Zaramella® et. al.

Sveshnikov'! e colaboradores, também desenvolveram um trabalho
semelhante, por RMN de °N, na identificacdo de isdmeros estruturais de tetrazéis
alquilados e derivados, porem os resultados obtidos mostraram ambigtidade em

alguns casos, nao sendo possivel a determinacao.



2- OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo a aplicacdo de técnicas modernas de
RMN na atribuicdo de sinais de RMN de 'H e *3C do ligante HBHisOMe e seus
derivados de N-alquilados, uma vez que os dados da literatura deixam duvidas
sobretudo no relativo aos carbonos ndo hidrogenados.
Com base nestas atribuicbes e experimentos de NOESY, serd abordada a
problemética da identificacdo da posi¢do da N-alquilacdo, tdo largamente discutida
na literatura, com o objetivo de atingir um nivel maior de conhecimento na

identificacdo destes produtos.



3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacoes preliminares

Os ligantes HBHisOMe, H;BHisMFF, H3BHis(MFF), utilizados neste
trabalho foram fornecidos pelo Prof. Antonio Carlos Joussef e doutorando Sandro
Mireski. As sinteses, purificacbes quando necessarias, e as caracterizacdes
preliminares de identificacdo como ponto de fusdo (PF), Espectroscopia de

Infravermelho (IV) (Figuras 6,7,8) e andlise elementar (CHNS) foram realizadas
antes deste estudo segundo Mireski e colaboradores. *2

o)
8
1 R \\C—OCH3
9
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Figura 8 - Estrutura numerada do HBHisOMe.
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Figura 9- Espectro de infravermelho (IV) do HBHisOMe em pastilha de KBr.
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Figura 11- Espectro de infravermelho (IV) do H,BHisMFF em pastilha de KBr
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Figura 12 - Estrutura numerada do HzBHis(MFF),.
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Figura 13- Espectro de infravermelho (IV) do H3BHis(MFF), em pastilha de KBr



TABELA 1- Principais bandas no IV dos ligantes.

12

HBHisOMe H,BHisMF F HaBHis(MFF);
Posigdo (cm™) Atribuicdo  Posicdo(cm™) Atribuicdo Posicdo(cm’)  Atribuicdo
3335 V' NH)amina 3124 V(NH)

3250 vV (NH) m 2950 v(CH) Ar 2949,64 Vv(CH) Ar
1734 V (C=0) ester 2854 V(CH) Ar 2852,66 V(CH) Ar
1379 5 (OH) 1734 V(C=0) ester 1733 V(C=0)este
3335 vV (NH) amina 1652 V(C=O)ageia ~ 1652,18  v(C=0)an
3250 vV (NH) m 1606 v(COO-) 1609 v(COO0-)

_ _ 1458 v(COO-) 1460 v(COO-)
_ ] 1380 5(OH) 1379 (OH)
) B} 1166 5(OCHy) 1163 3(OCH3)
- - 756 (Ar)o-ubstituido 755,43 (Ar)

As bandas que aparecem na regido de 1734 cm™ sédo caracteristicas do

estiramento C=0 da carbonila do éster e estdo presentes nos trés espectros.

Em comparacao aos espectros de IV dos trés compostos, a intensidade

da banda em 1651 cm™ atribuida ao aldeido, que n&o aparece no espectro do

HBHisOMe, aparece nos espectros dos compostos H,BHisMFF e muito mais

intensa no espectro do H3zBHis(MFF), confirmando a segunda alquilagédo, assim

como as bandas em 1458 cm™ atribuidas ao estiramento OCHjs que aparecem nos

espectros dos compostos H,BHisMFF e HsBHis(MFF).

Estudos por RMN

Através das técnicas de RMN utilizadas obteve-se os espectros de 'H e

13C apresentados abaixo, sendo possivel & atribuicdo dos deslocamentos

quimicos encontrados (**C e *H) para os compostos HBHisOMe, H.BHisMFF,
HsBHis(MFF), listados na tabela 2.
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Figura 14 — Estrutura numerada do ligante HBHisOMe

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/da
ctory: Patricia_Imidazol_07jul2006-14:40:14
N

Sample dire:
File: PROTO
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DMSO

Ambient temperature
Mercury-400BB "RMN"

Relax. delay 1.000 sec

8 repetltu;ns
H1, 400.0482942 MHz
SING

OBSERV|

DATA PROCES:!
FT size 65536
Total time 0 min, 32 sec

T T

5 4

6

T

3

WL“—”L ’,J,*

2

1

— T T — r
13 12 11 10 9 8 7

Figura 15- Espectro de RMN *H do HBHisOMe em CDCl; (400MHz).



1R C——OCHs;
10 9
16
N N—CH 7
15 2__CH, CH, 6
11
14 13 A—°
OH N—
18 3N , R2
N

Figura 16 — Estrutura numerada do ligante HBHisOMe

Sandro
SM-HBHISOME
C13 DMSO
Archive directory: /export/home/fabiana/vnmrsys/data
Sample directory:
File: CARBON [
Pulse Sequence: s2pul |
T g 3z s 3 sg
S BEe 93 3 s
[ R 4 o o o
a Jf e A5 4 59 e
- 4 SfFs F= <
R | -
i @
5 E
©
Il
B
©
2
=
°
@
°
s
@
@
=
T T T T T T T T
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180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 17- Espectro de RMN **C do HBHisOMe em CDCl3 (100MHz).
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Figura 18— Estrutura numerada do ligante H,BHisMFF

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
directory: Patricia_F42_dmso_HMQC_12§u12006
ROTON

sample
File: P

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DMSO
Ambient temperature

Mercury-400BB  "RMN"

Relax. delay 2.000 sec
s

ns
H1, 400.0482942 MHz
G

OBSER!
DATA PROCESSIN!

FT size 32

otal time 0 min, 33 sec

.l L.

1

e .
3 2 0 ppm

4

5

6

—T
9 8 7

—
10

Figura 19 - Espectro de RMN *H do H,BHisMFF em CDCls (400MHz).
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Figura 20 — Estrutura numerada do ligante H,BHisMFF

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
sample directory: Patricia-F42_dmso_13C_12ju12006

File: CARBON
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DM:

S0
Ambient temperature
Mercury-400BB "RMN"

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 45.0 degrees

256 repetitions

OBSERVE  C13, 100.5921986 MHz

DECOUPLE H1, 400.0503484 MHz
B atten.

Total time 14 min,

i T = T T T
I 140 120

Figura 21 - Espectro de RMN **C do H,BHisMFF em CDCl; (L00MHz).
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Figura 22— Estrutura numerada do ligante H3BHis(MFF);

Archive directory: /export/home/vnmril/vnmrsys/data
Sample directory: Patricia_SM-2-8_04ju12006-10:11:50
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "RMN"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

8 repetitions

0BSERVE H1, 400.0482942 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 0 min, 32 sec

Figura 23 - Espectro de RMN *H do H3BHis(MFF); em CDCl3 (400MHz).
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Figura 24— Estrutura numerada do ligante H3BHis(MFF),

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
Sample directory: patriciamiguel-2-8_26abr2006-10:52:10
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "RMN"

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.300 sec

n
OBSERVE  C13, 100.5921996 MHz
DECOUPLE H1, 400.0503484 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

ine broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 14 min, 29 sec

L e L i e e e o e

L B e o o T

T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 25 - Espectro de RMN **C do H3BHis(MFF), em CDClz (100MHz).



Tabela 2 - & *H (ppm) & **C (ppm) dos compostos HBHisOMe, H ,BHisMFF,

19

HsBHis(MFF) 2
Ri=R,=H Ri1=H R2> = MFF R.:=R;=MFF
5 C 5 'H 3 °C 5 *H 3 °C 5 'H
1 - 8,5 - _ -
2 135 7,66 135,6 7 60 137,64 7,22
3 - - - } - -
4 118 6,86 116,6 6,78 116,0 6,71
5 133 - 134,82 - 133,13 -
6 31 2,90 26,69 3,04 27,60 2,96
7 64 3,60 62,84 3,70 62,66 3,70
8 173 - 172,21 - 172,21 -
9 52 3,60 52,05 3,64 52,00 3,60
10 - 8,5 - - - -
11 49 3,7-3,9 50,32 368+388 5030 3,70 +
3,88
12 116,84 - 124,19 } 124,15 -
13 157,14 - 156,76 - 156,75 -
14 116 6,8 119,48 6,68 119,6 6,61
15 128 7,1 129,05 7.0 129,2 7,00
16 120 6,7 116,04 673 117,60 6,87
17 130 7,1 131,62 7.08 131,05 7,48
18 - 8,5 - - - -
19 - - 50,32 3,74+ 3,90 50,2 3,65 + 3,85
20 - - 126,38 - 126,40 -
21 - - 158,48 - 158,51 -
22 - - 128,61 - 128,80 -
23 - - 129,60 7,32 129,60 7,32
24 - - 122,20 - 122,23 -
25 - - 138,20 7,1 138,16 1,22
26 - - 194,11 10,1 193,89 9,87
27 - . 20,55 2,15 20,00 2,15
28 - - - - - -
29 - - - - 44,30 5,08
30 - - - - 126,56 -
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31 - - - - 156,20 -
32 - - - - 129,26 -
33 - - - - 133,8 7,48
34 - - - - 121,75 -
35 - - - - 137,71 7,61
36 - - - - 197,12 .
37 - - - - 20,43 2,20
38 - - - - - -

Em sistemas aromaticos, a atribuicdo de sinais carbonos ndao-
protonados constitui um problema. Nos sistemas estudados, a presenca de Vvarios
substituintes em diferentes anéis torna trabalhosa a identificacdo dos mesmos.

As técnicas usadas, desenvolvidas nos ultimos anos tais como HMBC e
HMQC foram de enorme valia, visto que aumentam grandemente a precisdo do
trabalho de atribuicdo deste tipo de sinais.

Os picos caracteristicos dos deslocamentos de 3C, atribuidas a
carbonila do éster, na regido de 172 ppm, e aos carbonos do imidazol na regido de
116 e 134 ppm aparecem nos espectros dos trés compostos. Os picos
caracteristicos dos deslocamentos Caom-OH aparecem na regido de 156 a 158
ppm, com um sinal no espectro do HBHisOMe, dois sinais no espectro do
H.BHisMFF, e trés sinais no espectro do HsBHis(MFF),;, assim como o0s
deslocamentos caracteristicos da carbonila dos aldeidos (em torno de 194 ppm)
aparecem nos espectros dos compostos H,BHisSMFF (um sinal) e H,BHis(MFF),
(dois sinais) confirmando a segunda alquilagéo.

Da andlise do espectro de RMN de *H em CDCl; a 400MHz do ligante
HBHisOMe (Figura 12), observa-se na regidao de 8,5 ppm um singleto largo
proveniente dos deslocamentos quimicos de *H dos hidrogénios da ligagdes N-H
e O-H, entre 6,5 e 8,0 ppm os hidrogénios ligados a carbonos sp? e na regido de
2,5 a 4,0 ppm os hidrogénios ligados a carbonos sp>.

Da andlise dos deslocamentos quimicos e integracdo destes espectros
€ possivel fazer algumas atribuicées preliminares. As mesmas foram confirmadas
pelo espectro bidimensional COSY.

Da mesma forma, o espectro de RMN de *C a 100MHz (Figura 11)
mostra quatorze sinais, indicando que ndo h& coincidéncia de deslocamentos

guimicos.
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Através do experimento de duas dimensdes HMQC onde séo

relacionados os carbonos com os hidrogénios com os quais acoplam diretamente
(YJcw), levando assim a atribuicdo dos carbonos hidrogenados da molécula.
(Figura 23). Para exemplificar serd mostrada o espectro HMBC do ligante
HBHisOMe.

6 . \ 10 / 9

15 L ch, CH, ©
11
14 13 A
18 3N\/N\R 2
1
2

Figura 26 - Estrutura numerada do HBHisOMe.

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmreys/data
sanrnp'la ::‘Séctory: Patricia_Imidazo1_25ju12006-13:05:49
e: g

Pulse Sequence: gHMQC

Solvent: DMSO
Ambient tlngaruturs
Mercury-400B| HRMN"

Relax. delay 1.000 sec (52'3,6 C9)
me 0.128 sec

Acqg.

wWidth 4000.0 Hz

18 Yepetitione o M2 128-7.1 C

2 x 128 1 =

OBSERVE. BT, 300 5482942 WHz ! 12 (31-2,9 CG)
DECDUPLE G13, 100.5997440 MHZ IOV YO WY N S A

Low power 1023 dB atten.
on during acquisition
off during delay F2
GARP-1 modulated ]
DATA PROCESSING (ppm]
Gauss apodization 0.059 sec
F1 DATA PROCESS T
Gauss apodization 0.014 sec
FT size 1024 x 2048 N
Total time 1 hr, 24 min, 20 sec _ 1+
— 2
—
—= 3
2 - ' . (49-3,7+3,9C,,)
P 4
5
12646,7 C,,

] | (116-6,8C,,)
130-7,1 C,,

FIGURA 27- Espectro HMQC do ligante HBHisOMe.
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Para a atribuicdo dos carbonos ndo hidrogenados foi necessario um

outro tipo de experimento heteronuclear de duas dimensdes, HMBC (Figura 24),

que mostra os acoplamentos "Jcy (n>1). Deste modo é possivel atribuir com

certeza os sinais destes carbonos. Para exemplificar sera mostrada uma regiao

(122 — 176 ppm) do espectro HMBC do ligante H,BHisMFF.

2 H;COL_ 3 o]
1
/\NH \ c /
3N |
CH
= 5 g/ 7 \ﬁ/
4 H, |
17 llCH2
16 1
15
13
14 %H

Figura 28 — Estrutura numerada do ligante H,BHisMFF

138,20 C,s - 2,15 H,, -
iy 3,74+3,90 H ,,

£
z
&

124,19 - 3,6+3,8+6,8

e — _
T 1
T
1
4

. ‘.:12 —H;; -Hy6
= a 134,82-3,7 C;-H,
1 [
£
"
=
*] 116,6 - 7,6
i C, —H;
131,62C,;,-2,15H,,_10,1 Hy4

EE 1ra

Figura 29 — Ampliacdo HMBC (122 — 176 ppm) do ligante H,BHisMFF.
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Para confirmar as atribuicdes feitas, o experimento de RMN H-2D

NOESY forneceu as relacdes espaciais entre hidrogénios proximos. Desta forma
fica exemplificada a sistemética adotada para atribuicdo dos produtos de N-
alquilacéo (Tabela 2). Como exemplo serd mostrado o espectro NOESY do ligante
HBHisOMe.

Figura 30 - Espectro NOESY do HBHisOMe.

Archive dir ry: /export/home/vnmri/ynmreys/data
sample directory Patricia_Imidazo1_07ju
File:

Pulse sequance NOESY

Relax. delay 1.000 sec
c

Mixing 0.200 se I t

Aca. time 0.160 sec [

width 64i0.3 Hz I

2D Width 54104 Hz /\___ JiN JAUVIL \ \

grepstitions” — -
%800 increments

OBSERVE. 'Mi, 400. 0482942 WHz

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.074 sec .

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.029 sec

F2 ﬁ
FT size 2048 x 2048 . N S
Total time 40 min, 57 sec j (p'@'?ﬂ .a&

Solvent: DM
Ambient temperuturs
Mercury-400BB MN"

3,68+3,88 H,,

o] 7,1 H,,
" 7 R |
: e Y & 2,9 Hq- 6,86 H,
15 8- A~
] - ;
NG |
. 6,86 H, — 7,66 H, :
s 5 8,5H, 7,6 H a 3

#1 (ppm)

Outros espectros de correlacdo para exemplificacdo das atribuicdes
estdo em anexo.

A dificuldade na atribuicdo dos sinais de 'H e *C destes sistemas fica
evidente quando na analise dos espectros do composto mono-alquilado
(H2BHisMFF) o deslocamento quimico dos hidrogénios dos dois -CH; (Ci1, Cio)
benzilicos ligados ao nitrogénio da amina (N1p), ficaram muito préximos, enquanto
os deslocamentos quimicos dos seus carbonos foram idéntico. Isto impossibilita a
atribuicéao tanto por COSY como por HMQC destes hidrogénios e carbonos.

A técnica usada para resolver este problema foi o HMBC, que fornece
os acoplamentos "J4.c (n=2-3). Da andlise do espectro obtido por esta técnica foi
possivel estabelecer que ambos hidrogénios de cada —CH, eram diferentes (por
serem diasterotopicos), enquanto seus carbonos eram isdcronos, isto €, ndo sao

equivalentes, apenas tem deslocamentos quimicos coincidentes.
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Com esta técnica foi possivel diferenciar cada par de hidrogénios dos

grupos —CH, (C11 e C1g) através de seus acoplamentos %Jc. e 2Jc. com carbonos

dos anéis aromaticos aos quais estéo ligados.

Os dados de atribuicdo do ligante HBHisOMe e seus produtos de N-

alquilacdo mostrados na tabela 2, permitem tirar algumas conclusées em relagcéo

ao comportamento espectroscopico dos mesmos:

1.

A partir dos espectros de *C e H pode ser observado que apesar do
grupo alquilante ser volumoso ndo houve uma alteracéo significativa dos
deslocamentos quimicos de *C e *H no esqueleto do HBHisOMe.
Através dos deslocamentos observados pode-se afirmar que apesar de
existir uma competicdo entre a N-alquilacdo e a O-alquilagdo, ocorre
somente a N-alquilacdo, confirmada pelo deslocamento do C,9 em 50,28
ppm (Ver 3).

A coincidéncia de deslocamento quimico de **C do -CH, benzilico do
agente alquilante (Ci9) no produto mono-alquilado (H:BHisMFF) com o
-CH; do ligante (C11) leva a sugerir fortemente que ambos estao ligados
ao mesmo tipo de atomo de nitrogénio (amina). A pequena diferenca de
deslocamento quimico observado no RMN de 'H para estes mesmos
grupos pode ser atribuida a um efeito estéreo muito pequeno.

Quando acontece a segunda alquilagdo observa-se o aparecimento de
um -CH, em 44 ppm o que indica que este -CH; benzilico do agente
alquilante (Cyg) esta em um ambiente quimico diferente do -CH; (Co),
proveniente da primeira alquilagdo (ver 3), sugerindo que este esta
ligado a um tipo diferente de nitrogénio, isto €, no anel imidazdlico.

A literatura descreve que a alquilagdo ocorre provavelmente no N TT,

porém espera-se uma Vvariacdo nos deslocamentos quimicos e
acoplamentos vistos por HMBC, o que n&o foi observados nos

experimentos, sendo possivel atribuir a alquilagdo como ocorrendo no N

T.
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Devido ao fato de as constantes de acoplamento ‘H-'H ndo se

mostrarem de real valor na elucidacdo estrutural, conforme o descrito por
Rapoport ® , elas ndo seréo apresentadas. As variaces observadas em cada tipo
de hidrogénio, (Haitatico “Jeem €M 13 a 14 Hz, 3Jvicina €m 6 a 7,4 Hz e Haomaticos -J
em 7,2 a 8,4 Hz e Hheteroaromaticos ~J €m 1,0 Hz), ndo foram significativas.

A informacdo relevante usada neste trabalho foi a qualitativa: isto é, a
existéncia ou ndo de acoplamento H — H e H — C assim como interacdes de NOE,
como sera apresentado a seguir:

Deslocamentos quimicos de O-H e N-H:
» HBHisOMe - sinal largo em 8,5 ppm
» Compostos Mono e Di-alquilados sinal longo na base dos sinais de
O-CHs e N-CH>

Uma maneira mais eficaz de se revelar essa posicao da N-alquilagao
seria por RMN de *N. Espectros de **N —1D foram obtidos com formamida 90% e
também com piridina d-6 100%. Porém, quando realizados com solucdes
saturadas dos compostos objetos deste estudo ndo se obteve nenhum sinal apos
60 h. Isto devido a baixa abundancia natural do nitrogénio (0,37%) e a baixa
sensibilidade para o método.

Experimentos de INEPT (deteccdo indireta N-H) realizados com a
formamida também foram bem sucedidos. Neste tipo de experimento também néo
obtivemos sinal dos nossos compostos contendo N-H.

Os experimentos de HMBC que segundo a literatura se mostra 0 mais
adequado ndo puderam ser realizados até o momento por problemas de
configuracao do equipamento do nosso Departamento e por defeito no sintetizador

de frequéncia do equipamento da UFSM (RS).
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4- CONCLUSAO

Através dos estudos realizados pOde-se atribuir com certeza os
deslocamentos quimicos de *C e H dos compostos HBHisOMe, H.BHisMFF,
HsBHis(MFF),,

Os dados de deslocamento quimico de *H e '3C assim como os
experimentos de NOE confirmam que a primeira alquilacdo ocorre no nitrogénio
aminico (N10), sendo assim a N-alquilacéo preferencial a O-alquilagdo no sistema
estudado.

Pode-se afirmar que a segunda alquilacdo ocorre no anel imidazélico, N
(Ttou 1) a posicdo exata do substituinte alquilico ndo pode ser determinada com
certeza por nenhuma das técnicas utilizadas, devido as minimas variacoes dos
deslocamentos quimicos encontrados, e ao fato de auséncia de NOE néo excluir a
possibilidade de proximidade espacial.

Devido a baixa abundancia natural e baixa sensibilidade a técnica, do
nitrogénio, e apesar de realizar as medidas com solucdo saturada de composto
em DMSO, nao foi possivel obter os espectros de N, tanto por deteccao direta
como indireta.
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5- PARTE EXPERIMENTAL

Os ligantes utilizados para os estudos foram previamente sintetizados por Mireski

e colaboradores, conforme os esquemas abaixo:

Esquema 1- sintese do HBHisOMe.

OH OCHs

NH

+ CHZOH

/
N
NH\/ NH

HO

()

HO'

H,BHis HBHisOMe

Esquema 2- Reagéo de alquilagdo do HBHisOMe.

OCH;
CHs H3CO\E oH Q
N(CH,CH2)s \)\ o .
-
o]
OH H

HBHisOMe CMFF
H,BHisMFF

Adicionado lentamente uma solugdo contendo 2,2g de HBHisOMe
(60mL de THF) e 2,2 mL de trietilamina (TEA) sobre uma solugdo CMFF (30mL de
THF) sob agitacdo e a 0°C. Apos a adicéo, retirou-se o banho de gelo e deixou-se
a mistura reacional sob agitacdo por 1:30h a temperatura ambiente. A fase
organica foi concentrada em rotaevarador e novamente redissolvida em
diclorometano. A fase organica foi lavada com uma solucdo aquosa saturada de
cloreto de Amonio (NH4CI), seca com sulfato de sodio, filtrada, obtendo-se uma
solugcdo de cor amarela intensa. Concentrado em rotaevaporador e colocado em

bomba de alto vacuo, obtendo-se um foam amarelo.
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A purificagdo do produto foi realizada em coluna de silica, utilizando

como eluente a mistura de solventes Acetato de etila/Hexano (7:3). Os ligantes
HBHisOMe, H>BHisMFF e H3BHis(MFF), foram isolados em 60%, 25% e 10% de

rendimento respectivamente.

Preparacdo das Amostras

Os experimentos de RMN foram realizados com 60 mg de HBHisOMe,
H.BHisMFF e H;BHis(MFF), que foram dissolvidos em 0,7mL de DMSO ds (CIL)
e colocados em tubos de 5 mm de diametro.

As medidas foram realizadas em espectrometro Varian Mercury Plus,
magneto de 9,4 Tesla, operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para *C a
temperatura ambiente (19 °C). as condi¢cbes de cada experimento estdo relatadas

abaixo:

RMN 'H
* Pulso =45°
* Memoria = 64K
* NO°de repeticbes = 8

» Janela espectral = 16 ppm

e dl=1s
RMN 2C
* Pulso =45°

* Memodria = 64K

* NO°de repeticdes = 256

» Janela espectral = 16 ppm
e dl=1s



COoSY

e dl=1s
e nt=4
e ne=128

e Memoria = 2K

» Janela espectral = 16 ppm

NOESY
e dl=1s
e nt=4
* ne=200

* Memoria = 2K
* Janela espectral = 16 ppm

*  Tempo de mistura = 0,2s
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7- ANEXOS

Espectro NOESY do HBHisOMe

Archive directory:
Sample directory:
File: NOESY

/export/home /vnmr1/vnmrsys /data
Patricia_Imidazo1_07ju12006

Pulse Sequence: NOESY

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "RMN"

Relax. delay 1.000 sec
Mixing 0.200 sec

cq. time .

width  64i0.
2D Width §410.3 Hz

A N

4 repetitions

0 increments
OBSERVE  H1, 400.0482942 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.074 sec
F1 DATA PROCESSII F2 1
uss apodization 0.029 sec (pp )__
FT size 2048 x
Total time 40 min, 57 sec g*
S
4
] 7,1 H,,
5
6
7

3,68+3,88 H,,

2,9 Hg- 6,86 H,
—

8,5H,

6,86 H, - 7,66 H,

-7,6 H,

Espectro COSY do ligante HBHisOMe

Archive dIrectory:  export nome,wnorl UnBroye/aata
Sanple directory: Patricia_Imidazol_o7 jul2sns
Pulse SEquence:
Soluene: DWED
Ambient Lemperature
File: goosy
Warcury-40088

goosy

SRAN=

Ealax,

doday
acg. time

3
"

atal time 11 m

27 sec

2,90-3,70
Hg-Hy,

6
F1 (ppm)

o
IS
w

C—OCH;

HN—CH H
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Ampliacdo COSY (2,9 —-4,0 ppm) do H,BHisMFF
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Ampliacao COSY (6,8-7,8 ppm) do H,BHisMFF
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NOESY do H,BHisMFF
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Ampliagao HMQC (18-70 ppm) do H,BHisMFF.
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Ampliagao HMQC (117-139 ppm) do H,BHisMFF.

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
mple directory: Patricia_F42_dmso_HMQC_12Ju12006

Pulse Sequence: gHMQC

Solvent: DHSO
Ambient temperature
File: gHMOC
Mercury-400BB  “RMN"
Relax. delay 1.000 sec
Widin® " a867.7 Heg. 138,20-7,20 C
2D Width 17094.0 Hz
4 repetitions ]
2 x 128 increments / L//\
OBSERVE  H1, 400.0482942 Miz
DECOUPLE C13, 100.5937440 NHz
Low power 1023 dB atten.
on during acquisition .
off during delay Fz 3
GARP-1 modylated E
DATA PROCESSING (ppm}
Gauss apodization 0.098 sec E
F1 DATA PROCESSING 6.2
Gauss apodization 0.014 sec 3
FT size 2048 x 2048 3
Total time 24 min, 25 sec E|
6.4
. 119,2-6,68 C,,
= E @
———1 3 g
5.8
3 116,8-6,78 C,
203
E &y |
E <D 129,05-7,0 C;5
—72s
; 131,Rp-7,08 C,. 129,60-7,32 c23
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Z ﬁ—E
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.25
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Ampliacao HMBC (122-176 ppm) do H,BHisMFF (cont.)
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Ampliagao HMQC (19-65 ppm) do H;BHis(MFF),

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
Samn e alractonyy ' patriciant guel 2-6_s6abrzb0s-10:52:10
Pulse Sequence: gHMQC

Solvent: DNSO

Ambient temperature

File: gHMOC

Mercury-40088 "RMN"

Relax. delay 1.000 sec 62,66- 3,70 Cc7 i 20143'212 C37
Acq. iime 0211 sec
Width ~ 4854.4 Wz
2D Width 20120.7 Hz
4 repetitions 1
2 x 128 increments

OBSERVE , 400.0482842 MHz
DECOUPLE C13, 100.6012529 MHz
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

off _during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESS:

Gauss apodization 0.097 sec
F1 DATA PROCESSING

5 ,
J
Gauss apodization 0.012 sec 5
FT size 2048 x 2048 1
Total time 24 min, 22 sec 4
2.5
] 27,60-3,0 C6
] b
1
|
=

50,30~ 3,70 + 3,88 C11

14 18 2.0 50,3 4 3,65 +3,85 C19
13 ~OH o ]
15 X 2 ]
16 © 7S a5
Zaz 17 1iCH, 21) 3 ]
\N e ” ] 44,30 - 5,08 C29
5 I 10\(1:9 2 5.0~
I ‘ Hy 2 77] ]
4 C j
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: 330 ° Slll 5 ‘5 5 ’0 4‘5 4Ill 3‘5 3‘0 ZIS 20
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Ampliagao HMQC (110- 140 ppm) do H;BHis(MFF),

Archive directory: /export/home/vnmri/vnarsys/data
1e directory: patriciamiguel-2-8_26abr2006-10:52:10

Pulse Sequence: gHMQC

’.211221 comperature 138,16 - 7,22 C 25
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1, 400 Muiuz Wz
DEcoUPLE cns ,100,6012520 Wiz
oW _power dB_ai

o during -cquuluen

off during delay F2 3
RP-1 modulated =
PROCESS!

DATA

Gauss apodizatfon 0.097 sec
F1 DATA PROCESS:

Gauss apodization 0.012 sec
FT size 2048 x
Total time 241 min, 22 sec
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