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RESUMO

O presente trabalho visa o desenvolvimento de fases croménicas e sua aplicacdo a RMN
em meios orientados. Na primeira secdo, foi otimizada a sintese do mesogeno discético
trifenilénico TP6EO2M a partir da condensacéo do 2,3,6,7,10,11-hexahidroxitrifenileno com o
mesilato de polietilenoglicol. As melhores condig¢des reacionais consistiram no uso de K>COs
dissolvido em DMF ou EtOH e recristalizacdo de terc-butilmetil éter (tBME) atingindo-se um
rendimento de 52 % de cristais com elevado grau de pureza quando a reacao foi realizada em
DMF e 32 % quando a reacdo foi realizada em EtOH. Na segunda secao, foi avaliada a possivel
aplicacdo das fases cromdnicas, nomeadamente o TP6EO2M e o cromogligato de sodio
(DSCQG), para a determinacdo da conformacdo de diversos compostos naturais (Sacarose,
cefuroxima e monocrotalina) em solvente aquoso mediante o uso de fases cromdnicas. O
sistema escolhido para sacarose e cefuroxima foi o uso da fase croménica formada pelo
TP6EO2M em D>0, enquanto a molécula de monocrotalina foi submetida a alinhamento na
fase liotropica formada pelo cromoglicato de sodio. Os parametros anisotrépicos como
acoplamento dipolar residual (RDC) e anisotropia do deslocamento quimico residual (RCSA)
foram medidos, respectivamente, por diferenca dos acoplamentos totais e deslocamentos
quimicos a temperaturas tdo proximas quanto possivel a temperatura de transicao entre as fases
nematica e isotrépica. A formacdo completa das fases nematica e isotrépica no sistema
TP6EO2M/D,O/sacarose foi atingida a temperaturas, respectivamente, de 16 °C e 19 °C,
enquanto no sistema TP6EO2M/D,O/cefuroxima estas temperatura foram de 12 °C e 17 °C. J&
as fases nematica e isotropica foram atingidas a uma temperatura de 23 °C e 28 °C para um
sistema de cromoglicato de sédio (7,7 % m/m)/NaCl (0,3 M)/D-0. Os sinais dos espectros de
RMN !H e ¥C da sacarose, cefuroxima e monocrotalina foram atribuidos com o auxilio de
experimentos de RMN uni e bidimensionais. Os espacos conformacionais da sacarose,
cefuroxima e da monocrotalina foram explorados mediante mecéanica molecular. A anéalise dos
ensemble conformacionais obtidos para as trés moléculas estudadas mostraram ao menos duas
conformac0es limites. Para a sacarose estas conformacdes apresentaram angulos torsonais &
na faixade 90 a 110° e ¥ no intervalo entre 300 a 340°, enquanto a cefuroxima mostrou elevada
mobilidade das cadeias laterais, j& a monocrotalina o espa¢o conformacional mostrou duas
conformacdes limite onde as carbonilas nas posi¢cdes C11 e C15 do macrociclo tém orientacdes
paralelas ou antiparalelas.
Palavras-chave: Fases Croménicas. TP6EO2M. Cromoglicato de Sodio. RDC. RCSA.



ABSTRACT

The present work aims at the development of chromonic phases and their application to
NMR in oriented media. In the first section, the synthetic procedure for the obtention of the
TP6EO2M discotic mesogen through condensation of 2,3,6,7,10,11-hexahydroxytriphenylene
with polyethylene glycol mesylate was optimized. The best conditions for the key condensation
step consited in the use of K2COs dissolved in DMF or EtOH and recrystallization with tert-
butyl methyl ether (tBME). A 52 % yield of high purity crystals was achieved when the reaction
was carried out in DMF and 32 % when the reaction was performed in EtOH. In the second
section, the chromonic phases formed by the TP6EO2M and sodium cromoglycate (DSCG)
mesogens were evaluated as possible aligning media to be used in conformational studies of
natural compounds (sucrose, cefuroxime and monocrotaline) in aqueous solution. The system
chosen for sucrose and cefuroxime was the TP6EO2M/D,0 system while the monocrotaline
molecule was aligned in the lyotropic phase formed by sodium cromoglycate/NaCl. Anisotropic
parameters such as residual dipolar coupling (RDC) and residual chemical shift anisotropy
(RCSA) were measured, respectively, by difference of total couplings and chemical
displacements at temperatures as close as possible to the transition temperature between the
nematic and isotropic phases. The nematic and isotropic phases in the TP6EO2M/D,0O/sucrose
system were reached at temperature of 16 °C and 19 °C respectively, while in the
TP6EO2M/D,O/cefuroxime system the respective tempereatures were of 12 °C and 17 °C. In
the sodium cromoglycate (7,7 % w / w)/NaCl (0,3 M)/D-0 system the anisotropic and isotropic
phases were fully formed at 23 °C and 28 °C. Signals of the *H and *3C NMR spectra of sucrose,
cefuroxime and monocrotaline were assigned with the aid of one and two-dimensional NMR
experiments. The conformational spaces of sucrose, cefuroxime and monocrotaline were
explored through molecular mechanics conformational search procedures. The analysis of the
conformational ensemble obtained for the three studied molecules showed at least two limit
conformations. For sucrose these conformations presented torsonal angles @ in the range of 90
to 110° and ¥ in the range between 300 to 340°. Cefuroxime showed high mobility of the side
chains, whereas in monocrotaline the conformational space showed two limit conformations
where the carbonyls at positions C11 and C15 of the macrocycle present parallel or anti-parallel
orientations.
Keywords: Chromonic Phases. TP6EO2M. Sodium Cromoglycate. RDC. RCSA.
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1 INTRODUCAO

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é sem divida a técnica mais empregada pelos
quimicos organicos na elucidacao estrutural de compostos organicos tanto de origem natural
como sintética. A natureza dos grupos funcionais presentes e a conectividade da molécula
podem ser determinadas mediante andlise dos deslocamentos quimicos, e a ajuda dos
experimentos bidimensionais homo e heteronucleares. A configuracdo relativa (CR) e a
conformacdo dos compostos podem ser determinadas pelo uso, muitas vezes de forma
combinada, do efeito nuclear Overhauser (NOE)! e as constantes de acoplamento escalares
homonucleares ("Jaa) ou heteronucleares ("Jag).? Estas técnicas podem ser consideradas de
rotina em analise estereoquimica.’

A magnitude dos acoplamentos escalares vicinais 3J tem uma forte dependéncia com o
valor do angulo diedro formado pelos nucleos acoplados. Esta dependéncia pode ser modelada
mediante uma série de Fourier conhecida como equacdo de Karplus (Equacéo 1) que descreve
a dependéncia da constante de acoplamento vicinal do tipo 3Ju-4 com o &ngulo diedro (0)
(Figura 1). Isto possibilita a determinacdo da orientacdo relativa entre ligacGes quimicas

fornecendo, portanto, informagdes conformacional e configuracional.

Figura 1- Relacdo de Karplus — dependéncia da constante de acoplamento 3J com angulo diedro

6). =

Equacdo 1 3J,_y = Acos?6 + Bcos 0 + C

T T T T T T T T
o 50 100 150 200 250 300 350

g°

As constantes A, B e C da Equacéo 1 sdo valores empiricos que dependem dos atomos
envolvidos no acoplamento. Diversas variagdes da equacao de Karplus podem ser encontradas
na bibliografia cientifica. Altona e colaboradores,* por exemplo, trabalharam por longo tempo
na modificacdo desta equacédo e formularam uma outra que tem em conta tanto o angulo diedro
como a influéncia da eletronegatividade dos substituintes na posi¢cdo geminal aos prétons

acoplados H-C-C-H (Equacéo 2).

Equagdo 2 *Jy_y(8) = Pycos?6 + Pycos 0 + Py + Y Ax (P, + Pscos?(§,0 + Pg|Ax]))
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Figura 2— Anotagdo de Altona: posi¢des dos substituintes “positivos” e “negativos” em
relagdo aos prétons acoplados. Adaptada de Haasnoot et al.”

H

(HS; H

(-)S; 5,(H)

S840

Fonte: HAASNOOT (1980, p. 2787)

Os parametros P1 a P foram determinados empiricamente, a partir de uma base de dados
de 315 modelos que apresentavam entre si uma alta variabilidade dos angulos diedros e padréo
de substituicdo. Ja Ay é a diferenca de eletronegatividade entre o substituinte S; e o proton
geminal, enquanto &; € um parametro que representa a posicdo relativa dos substituintes
geminais. &; € igual a +1 ou -1, respectivamente, dependendo da posicdo do substituinte
conforme é definido na Figura 2.

Recentemente, Bifulco e co-autores® desenvolveram novos parametros para a equagao
de Altona adaptando-a & predicdo de acoplamentos heterontcleares 3J,;_. (Equacdo 3). Estes
parametros foram definidos com base em 2157 acoplamentos obtidos mediante calculos de DFT
(MPW1PW91/6-31G**) a partir de um conjunto de modelos baseados em butano e pentano
(Figura 3), e considerando varia¢fes de 30° do angulo de torcdo para cada etapa e explorando
sistematicamente o efeito do padrdo de substituicdo inserido nas posicdes S;(+) e S;(—) nos
carbonos £ (carbono adjacente ao carbono envolvido no acoplamento) e y (carbono que contém
0 hidrogénio envolvido no acoplamento). O numero de substituintes para o butano foram dois,
enquanto para o pentano trés. Ja os substituintes eletronegativos usados nos modelos foram os
mais comuns das moléculas organicas (F, Cl, Br, OH, NH,, SH).

Equacéo 3
*Je-n(0) = Pycos?0 + P cos 6 + Ps + Y Axucs/— (P4 + Pscos?(&0 + P6|A)(H(+/_)|))

+Z AXC(+/—) (P4, + PSICOSZ(fie + P6,|AXC(+/—)|))
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Figura 3— Padrédo geral para o butano e pentano. Todos 0s 2157 modelos foram construidos
variando em cada etapa o angulo de torséo (6) e mudando o padréo de substitui¢cdo nas posigoes

S;(£) como também permutando os substituintes X, Y e Z. Adaptada de Palermo et al.’

Modelo para butano Modelo para pentano
H H
0 0
4 CH, Z C,H;
-1+ -1+
H,C X H,C X
Y Y

X,Y,Z=H, Br, NH,, F, CI SH, OH

Fonte: PALERMO (2010, p. 1985)

Os trés primeiros termos da Equacdo 3 sdo correlacionados com a classica curva de
Karplus (Figura 1), enquanto o quarto e o quinto termos séo correlacionados, respectivamente,
ao efeito eletronegativo dos substituintes S;(+) no *H e *3C envolvidos no acoplamento.

Como no exemplo anterior, muitas dedu¢des empiricas, nas equacdes do tipo Karplus
acima, sao derivadas de calculos tedricos, uma vez que nao esta disponivel um banco de dados
completos de valores experimentais de 2J. Além do mais, as equagdes sio baseadas em modelos
simples e especificos e por isso sofrem pela falta de aplicabilidade geral a moléculas organicas
complexas, embora de algum modo aplicadas com sucesso em estruturas moleculares mais
simples. Ademais, quando por¢Ges magneticamente inativas surgem no esqueleto da cadeia
molecular (Figura 4) impedindo o acoplamento entre prétons diastereotdpicos a determinacéo
da configuracdo relativa fica impossibilitada.

Por outro lado, com a finalidade de contornar este problema o experimento NOE (Efeito
Nuclear Overhauser, do inglés - Nuclear Overhauser effect) pode ser extremamente (til, porque
o efeito nuclear Overhauser ndo é transmitido através das ligacbes quimicas, mas por
proximidade espacial (acoplamento dipolar) entre os spins. Contudo, vale ressaltar que a
magnitude do NOE é inversamente proporcional a sexta poténcia da distancia entre os spins (r°
6). Consequentemente, em moléculas pequenas é muito pouco provavel observar efeitos NOE
entre nicleos separados por mais de 5 A. Além do mais, em diversas ocasides, os valores de 3]

e NOE disponiveis ndo oferecem uma resposta categdrica ao problema estrutural considerado.
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Figura 4— Estrutura molecular hipotética onde nédo seria possivel determinar a configuracdo
relativa dos dois centros estereogénicos através da medida dos acoplamentos escalares ou
efeitos NOE. Fonte de Gil et al.®

Fonte: GIL (2017, p. 119)

Com o proposito de desenvolver novas estratégias para auxiliar as técnicas preexistentes
na determinacdo da configuracdo relativa, nos ultimos anos, foram desenvolvidas, mediante
RMN, multiplas ferramentas para o estudo estereoquimico de moléculas organicas. Nesse
sentido, o calculo do deslocamento quimico e da constante de acoplamento escalar, por métodos
quanticos, representam uma estratégia poderosa. Conforme os resultados vém sendo
satisfatorios, isso tem sido estimulador para o aprimoramento de novos métodos ab initio.
Desde quando a mecanica quantica computacional foi usada para a predi¢do de parametros de
RMN, diferentes niveis de teoria foram utilizados, mas a maioria dos estudos quimicos realizados
hoje em dia utiliza métodos baseados na teoria do funcional da densidade (DFT, do inglés - Density
Functional Theory).”®

Outra metodologia para determinar a configuracdo relativa de moléculas rigidas ou
semirrigidas e que vem sendo recentemente usada de forma complementar as j& existentes,
embora os seus principios fossem estabelecidos nos anos sessenta,? é o uso da RMN em meios
alinhados. Esta técnica apenas emergiu nos ultimos quinze anos, como uma nova ferramenta na
elucidacdo estrutural de compostos organicos, e tem revelado resultados satisfatorios em casos
dificeis de elucidago estrutural mediante as técnicas tradicionais.!!

A técnica de RMN, em meios alinhados, consiste em recuperar uma fracdo dos
acoplamentos observaveis em meios anisotrépicos, que sdo normalmente ocultos em solugéo,
como Acoplamento Dipolar Residual (RDC, do inglés - Residual Dipolar Coupling),
Anisotropia do Deslocamento Quimico Residual (RCSA, do inglés - Residual Chemical Shift
Anisotropy) e Acoplamento Quadrupolar Residual (RQC, do inglés — Residual Quadrupolar
Coupling). A técnica baseia-se na imposi¢do de um pequeno grau de anisotropia na rotacao da

molécula. Nestas condicGes, a parte anisotropica dos observaveis ndo se anula, mas é
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recuperada parcialmente, com a vantagem de ndo perder a resolucdo dos sinais intrinseca a
RMN de liquidos.'?® Desta forma, por exemplo, os RDCs contém ainda toda a informagdo
estrutural acerca dos angulos relativos dos vetores internucleares, que podem ser usados para
estabelecer a configuracdo relativa mesmo em moléculas com muitos centros estereogénicos.
No caso de moléculas rigidas, a técnica é bem estabelecida e ja foi empregada com sucesso na
elucidagio de compostos complexos de origem natural.1*1” Além disso, para moléculas com
apenas um estado conformacional, a analise pode ser considerada simples.’®¥® Ja para
moléculas com um alto grau de flexibilidade é ainda um campo de pesquisa em
desenvolvimento.1420-22

H& moléculas que podem ter o acoplamento dipolar recuperado mesmo sem a
necessidade de um meio de interacdo que force seu alinhamento. Tais moléculas, como o DNA
ou moléculas paramagnéticas, apresentam valores grandes da anisotropia da susceptibilidade
magnética, e podem-se “auto-alinhar?® na presenca dos campos magnéticos comuns em RMN.
Esse fendbmeno foi empregado recentemente no estudo conformacional de moléculas
pequenas.??242° Porém, na maior parte dos compostos diamagnéticos de baixa massa molecular,
0 autoalinhamento induzido pela susceptibilidade magnética é negligenciavel. Portanto, o uso
da técnica para recuperar interacdes anisotropica como, por exemplo, acoplamento dipolar é
condicionada ao alinhamento da molécula em andlise, do contrario nenhum pardmetro
anisotropico consegue ser medido. Para conseguir este objetivo, uma forma de obter o
alinhamento da molécula é a orientacdo prévia do meio onde esta esteja em dissolucao, de modo
que, por interacdo com 0 meio previamente orientado, possa-se obter um grau de alinhamento
adequado. Este seria 0 chamado grau de alinhamento fraco onde o valor do acoplamento dipolar
é o suficientemente pequeno para a obtencédo de um espectro de alta resolucdo e a determinacao
inequivoca do seu sinal positivo ou negativo.

Portanto, muitas pesquisas voltaram-se, durante as Ultimas duas décadas, para
desenvolver meios, capazes de fornecerem alinhamento fraco, que permitissem a extragdo
precisa e simples dos observaveis anisotrépicos (RDCs e RCSASs) e fossem compativeis com

os solventes deuterados comuns em RMN.26:27



31

1.1 Meios de Alinhamento Baseados em Cristais Liquidos Liotropicos e Géis de Polimeros
Reticulados

Sabe-se, desde 1964, através dos estudos de Alfred Saupe,?® que a magnitude e o sinal
das interacGes anisotropicas, em uma fase cristalina liquida, podem ser escalados alterando o

angulo @ existente entre o eixo diretor da mesofase e 0 campo magnético estatico de acordo

~ 3 1 N SNAT f . .
com a expressao (5 cos?6 — 5). A mesma relacdo é valida para o alinhamento induzido por

géis esticados, para os quais o angulo do eixo de alongamento em relacdo a B, deve ser
variado.?® Existem varias maneiras de alterar o angulo & em relagdo ao campo externo. Mais
adiante, iremos comentar alguns dos dispositivos usados para conseguir tal mudanca.

Ha duas principais familias de meios de alinhamento que diferem entre si pela maneira
como é obtido o alinhamento molecular, s&o elas: os cristais liquidos liotrépicos (CLL), por
exemplo, polimeros helicoidais,*® que se orientam de maneira espontanea na presenca do campo
magnético, e a outra sdo os geis poliméricos reticulados que, apos serem inchados dentro de
tubos de RMN com solvente deuterado na presenca do analito, sdo deformados mecanicamente
(alongamento,® estreitamento®?3® e compressdo®!) para gerarem um pequeno grau de
alinhamento. No caso dos géis, a molécula estudada entra nos poros por difusdo e é
parcialmente alinhada por conta da deformacao mecanica sofrida pelo gel, enquanto nos cristais
liquidos, o alinhamento do analito é consequéncia da interacdo deste com a fase nematica,
orientada pelo campo magnético por motivo da sua alta anisotropia da susceptibilidade
magnética. Os dois métodos geram um grau de alinhamento suficiente para medir os RDCs ou
outros observaveis anisotropicos.>>38

Os cristais liquidos liotropicos mais comuns, usados como meio de alinhamento em
RMN de moléculas pequenas, sdo os cristais liquidos poliméricos que sdo, em sua maioria,
dissolvidos em cloroférmio deuterado. S&o exemplos destes homopolipeptideos, o poli-y-
(benzil-L-glutamato) (PBLG), o poli-y-(etil-L-glutamato) (PELG) e a poli-g-(carboxibenzil-L-
lisina) (PCBLL). Estes homopolipeptideos, em solucéo, adotam uma disposi¢do helicoidal que
gera uma anisotropia de fase suficiente a observacao de parametros anisotrépicos no analito em
solugdo.®® Outros polimeros helicoidais, baseados em sistemas liotropicos, tém sido, nos
altimos anos, reportados na literatura,®® tais como: polimeros de poliguanidinas,*® que

apresentam um elevado grau de alinhamento, e também poliisocianatos ou poliacetilenos.*
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Mais recentemente, Lei e colaboradores*? usaram folhas de 6xido de grafeno, enxertado
com metacrilato de trifluoretila (TFEMA, do inglés - trifluoroethyl methacrylate), como meio
de alinhamento compativel com DMSO-ds.

Quanto aos géis poliméricos reticulados, ja ha varios sendo utilizados em diferentes
solventes organicos, tais como: gel de poliestireno (PS)*® que é inchado em CDCls; géis de
poliacrilonitrila  (PAN)3**% e de poli-(2-hidroxietil-metacrilato) (poli-HEMA)** ambos
intumescidos em DMSO-ds; gel de di-(etilenoglicol)-metil-éter metacrilato (poli-
DEGMEMA)* intumescido em metanol deuterado e gel de poli-(metil-metacrilato) (PMMA)*
inchado na mistura CDCls/diclorometano deuterado ou apenas em CDClIs, entre outros. Este
tipo de protocolo, usando gel polimérico reticulado, é chamado método SAG (do inglés - strain-
induced alignment in gels), que consiste em alongar e comprimir o polimero reticulado
contendo o analito que sofre orientacio decorrente da deformacdo mecanica do gel.*” O método
SAG foi proposto, originalmente e independentemente em 2000 por Tycko et al.*® e Grzesiek
e colaboradores,*® para alinhar biopolimeros em gel de poliacrilamida que foi inchado com agua
e, em seguida, tensionado, esticado ou comprimido mecanicamente. Essa abordagem estava
conceitualmente relacionada a experimentos de Deloche e Samulski®® reportada em 1981. Ha
diferentes metodologias usadas no SAG para imprimir o alinhamento parcial no gel, entre todas,
a diferenca se dar basicamente nos diferentes dispositivos desenvolvidos e o tipo de tenséo
exercida sobre o gel no interior do tudo de RMN.

Em 2006, Kuchel e colaboradores® desenvolveram um dispositivo engenhoso para
discriminar enantidmeros usando parametros anisotropicos de RMN. Este dispositivo era um
tubo a base de borracha de silicone e permitia escalar o alinhamento do analito inserido no gel,
através do alongamento répido e reversivel deste gel de polimero contido dentro deste
dispositivo. A principal vantagem dessa abordagem € que equipamentos convencionais de
RMN de estado liquido podem ser usados. Além do mais, devido ao alongamento do gel no
interior do tubo de borracha, nenhuma alteracdo na concentracdo do polimero é observada o
que implica utilizar este método de alongamento do gel para adquirir anisotropia do
deslocamento quimico residual sem se preocupar com a componente isotrépica do
deslocamento quimico. A desvantagem do tubo de borracha de silicone é a aplicabilidade
limitada em relacé@o aos solventes de RMN, pois amostras baseadas em CDCl3, por exemplo,
n&o sdo compativeis com o tubo de silicone e a abordagem néo pode ser aplicada.?®

Outro método para dimensionar o alinhamento é baseado no uso de um tubo de RMN
de duas se¢des de diametro diferente interno para comprimir géis ou no uso de do aparelho de

compressdo descrito por Gil et al.*? para PMMA.>1°3 O método de compressdo é mais facil de
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aplicar, porém produz uma mudanga da concentracdo relativa do polimero/solvente, Como seré
visto na se¢do 1.5.1, isso pode ter um efeito profundo nas mudancas quimicas do soluto e sinais
de referéncia.?®5!

Os dispositivos propostos por Kuchel e Gil, especialmente o primeiro, evitam a
necessidade da medida isotropica do analito, em uma amostra liquida convencional,
maximizando a semelhanca em ambiente quimico entre as medidas isotrdpica e anisotropica. O
uso direto da amostra isotropica tem a desvantagem de que a molécula de interesse € medida
em dois ambientes quimicos diferentes que resultam em deslocamentos quimicos,
significativamente, distintos. Essa diferenca também pode aparecer a priori quando a amostra
passa por uma transicdo de fase de primeira ordem, como, por exemplo, para amostras medidas
nas fases bicelulares, abaixo e acima da temperatura de transi¢cdo correspondente para a
mesofase liotropica.?®

Entretanto, no dispositivo de compresséo de Gil, quando se mede RCSAs, precisa-se de
uma corre¢do a posteriori da componente isotrépica do tensor de deslocamento quimico para
explicar o aumento da razéo polimero/solvente no interior do gel inchado.>*

Uma abordagem mais precisa, mas com a necessidade de hardware especializado, é o
uso de géis esticados em sondas de angulo variavel. Aqui, as medicGes sao feitas em diferentes

angulos 6. Este procedimento mantém exatamente as mesmas condi¢cGes ambientais do sistema
. . . ;- 3 1 .
e simplesmente escala o efeito anisotrdpico de acordo com Ecosze -5 Porém, o hardware

especializado necessario ndo esta rotineiramente disponivel para a maioria dos quimicos.?*>

Contudo, essas duas classes de meios de alinhamento (cristais liquidos liotrépicos de
polimeros helicoidais e géis poliméricos reticulados) apresentam, além das que ja foram citadas,
algumas outras dificuldades que comprometem seu uso na elucidagdo estrutural. Nas fases
liotrépicas, em diversas ocasifes, ha dificuldade de preparacdo do meio, falta de
reprodutibilidade, pouca estabilidade e, em muitos casos, especialmente PBLG, falta de
homogeneidade que gera distintas zonas de alinhamento, sendo muito dificil de fazer a
homogeneizacdo do campo (shimming) da amostra.>® Ja nos polimeros reticulados, as
dificuldades sdo: recuperacgdo da amostra, lenta difusdo do analito nas microcavidades que pode
levar horas ou mesmo alguns dias, dificuldade de serem sintetizados e, em alguns casos,
também ha falta de homogeneidade do material.

Uma outra classe de cristais liquido liotropicos, soliveis em agua, com potencial para
atingir um grau Otimo de alinhamento, sdo aqueles pertencentes a familia denominada

cromonica. Com os cristais liquidos pertencentes a esta familia é possivel, em um so sistema,
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realizar as medidas isotropicas e anisotropicas, alterando apenas a temperatura, de modo que 0s
espectros continuem sendo interpretaveis. Existem poucos trabalhos usando fases croménicas
como meio de alinhamento. Reportam-se os trabalhos de Courtieu e colaboradores,*® que
usaram a fase croménica formada pelo meségeno cromoglicato de sédio (DSCG, do inglés -
Disodium Cromoglycate) para resolver os enantibmeros do 1-deutério-1-feniletanol (Figura 5),
e de Navarro-Vézquez e colaboradores que usaram também DSCG, porém dopado com cloreto

de sddio, para estudar a configuracdo e conformacao de diversas moléculas pequenas (Figura
5) 57-59

Figura 5— Moléculas estudadas mediante alinhamento em fases cromonicas por Navarro-
Vazquez e colaboradores.>>°
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1.2 Cristais Liquidos Liotrépicos Discéticos ou Fases Cromdnicas

Historicamente, o inicio dos trabalhos cientificos com os cristais liquidos liotropicos
discéticos remete ao ano de 1915, quando H. Sandquist descreveu a textura dptica de uma fase
em meio aquoso do acido fenatrenossulfonico (Figura 6). Anos mais tarde, outros
pesquisadores estudando alguns corantes afirmaram, com base nos resultados, que as moléculas
deveriam formar agregados moleculares empilhados como “cartas”. Mas, foi apenas por volta
da década de 70 do século XX, com o farmaco cromoglicato de sodio (Figura 6), que os cristais
liquidos liotropicos discéticos passaram a ser bem documentados, reforcando a ideia da

existéncia de uma nova mesofase liotropica.®°
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Diversos liquidos liotropicos discoticos podem ser chamados de fases croménicas. Entre
0s mesogenos que geram fases cromonicas ha diversas drogas, corantes, acidos nucleicos e

outras moléculas aromaticas.51:62

Figura 6 Estruturas discoticas do &cido fenatrenossulfonico e do cromoglicato de sddio.
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Acido fenatrenosulfénico
Cromoglicato de sodio (DSCG)

O nome “croménico”, indicado para os cristais liquidos liotrépicos discoticos, foi
sugerido pelo pesquisador J. E. Lydon em referéncia a estrutura do cromoglicato de sodio
(Figura 6). Esta substancia € o principio ativo para o tratamento e profilaxia da rinite e esta
presente no medicamento conhecido no Reino Unido como INTAL e nos EUA pelo nome
Chromolyn. O nome “cromonico” faz referéncia tanto aos corantes, uma classe de substancias
com as quais formam fases cromonicas, como também aos cromossomas, 0s quais tem como
referéncia os acidos nucleicos e que, portanto, podem resultar em fases cromonicas.®3%

As moléculas cromdnicas ou discoticas tém uma infinidade de formas e tamanhos,
porém apresentam entre si duas caracteristicas que se repetem entre todas, a saber, um nucleo
aromatico rigido em forma de disco e na periferia grupos flexiveis. Enquanto o nucleo,
normalmente, é formado por multiplos anéis aromaticos apolares, as cadeias flexiveis, por sua

vez, séo formadas por grupos polares (Figura 7).

Figura 7— Representacdo ilustrativa do meségeno do cristal liquido discotico com centro rigido

trifenilénico.
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As fases cromonicas mais conhecidas sdo aquelas que tém em sua periferia grupos
ibnicos, geralmente anibnicos, ligados aos anéis aromaticos. Contudo, h& exemplos
cationicos.®> Ha também moléculas cromdnicas que ndo tém grupos solubilizantes idnicos e
sdo chamadas de cromdnicas ndo-ibnicas, nessas moléculas o grupo de solubilizacdo é, por

exemplo, cadeias de polietilenoglicol (Figura 8).5467.68
Figura 8- Exemplos de mesdgenos cromonicos ndo-ibnicos (2,3,6,7,10,11-hexa-(1,4,7-

trioxaoctil)-trifenileno), anidnicos (Benzopurpurina 4 B) e catiénico
([(Terpiridil)PtC=CCg¢Hs]ClI).
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Os mesogenos dos cristais liquidos discoticos, dependendo do nimero de unidades que
se repetem na estrutura molecular, podem ser classificados em monomérico, dimérico,
oligomérico e polimérico (Figura 9). Tal classificacdo € baseada na quantidade de grupos
hidrofobicos presentes neste mesogeno.

Para cada subclassificagdo hd uma diversidade de unidades que podem gerar, conforme
diferentes cadeias laterais, uma variedade expressiva de novas estruturas. S&o exemplos de
grupos hidrofobicos monomeéricos: benzeno, naftaleno, fenatreno, antraquinona, pireno,
trifenileno, perileno, triazina, ciclohexano, glicopiranose, etc. Estas unidades, por sua vez,

podem estar ligadas entre si, ou seja, duas unidades, por exemplo, de trifenileno podem estar
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presentes na macromolécula mesogénica e dar origem a um dimero, ou pode haver trés unidades
e resultar em um oligdbmero, cujo formato pode ser linear, de estrela ou de trés andares (triple
deckers). Se o desfecho for uma macromolécula com muitas unidades de repeti¢cdo obtém-se

um cristal liquido discotico polimérico (Figura 9).

Figura 9— Unidades basicas de mesogenos monoméricos, diméricos, oligoméricos e

poliméricos dos cristais liquidos discéticos.
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Acredita-se que essas moléculas em forma de disco quando formam cristais liquidos no

meio aquoso sdo organizadas face-a-face formando agregados colunares. Com este
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empilhamento ndo ha possibilidade da agua ter contato com o centro rigido de natureza
hidrofébica e permite a interacdo da &gua com a periferia da molécula que tem natureza
hidrofilica. A medida que a concentracdo de moléculas cromdnicas aumenta, o nimero de
agregados bem como o comprimento das colunas também crescem e observa-se a transicao de
fase de uma dispersdo isotropica para a fase anisotropica. Em concentragdes mais baixas, a fase
anisotropica, primeiramente, é uniaxial, com alinhamento paralelo dos agregados (nemaética), e
depois bidimensional quando a concentracdo do mesdgeno estiver mais elevada, ou seja, as
colunas dos agregados paralelos formam uma rede hexagonal.®®

Uma forma de explicar o tipo de empilhamento dessas moléculas planares sdo as
interagBes « entre os residuos aromaticos das unidades moleculares empilhadas. Acredita-se
que as forgas existentes entre os anéis de moléculas adjacentes sdo uma combinacgdo de forcas
de Van-der-Waals e interacdes eletrostaticas suficientes para manter a estabilidade das
moléculas na coluna.®*%” Ndo s6 essas forgas, mas também ha estudos que mostram o quanto
as interacbes quadrupolares, segregacdo de microfase, e contribuicdes entropicas sdo
significativas para explicar a automontagem e estabilidade dos mesogenos croménicos.®®

N&o existe um tamanho 6timo para as colunas, além do mais, a acumulacdo ou a
remocdo de uma unidade mesogénica é associada ao mesmo incremento de energia livre
(agregacdo isodésmica).”® Outras caracteristicas interessantes das fases croménicas e de
destaque quando comparadas aos anfifilos convencionais sdo: auséncia andloga a uma
concentracdo micelar critica (cmc) ou ponto de Krafft, as forcas para agregacdo das moléculas
nas colunas serem entalpicas em vez de entropicas e o diagrama de fases destes mesdgenos
serem peritéticos em vez de eutéticos.®*

Um espacamento de 3,4 A entre cada mes6geno molecular existente na coluna foi
estimado para o corante azo C.I. Direct Blue 67 usando difracdo de raio X. Esse valor foi
verificado mesmo em solucdes diluidas (5 % em peso) e é independente da temperatura.’

Existem duas fases cromonicas classicas que sdo identificadas por N (nematico) e M
(médio) (Figura 10). A letra N faz referéncia a semelhanca da textura dtica da fase cromonica
com aguela observada pelos sistemas nematicos termotropicos. Ja a letra M é referente a
aparéncia da textura obtida na fase cromodnica com aquela encontrada nas fases “médias” dos
sistemas anfifilicos convencionais.®°

A fase M ¢ encontrada em concentragcdes mais elevadas do que a fase N. As colunas na
fase M estdo situadas em uma rede com simetria estatistica hexagonal, enquanto, a fase N
apresenta-se com as colunas mais ou menos paralelas, sem uma ordem de posicdo e sem

orientacdo das colunas sobre seus longos eix0s.%° Além destes arranjos, ha propostas de
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estruturas bem diferentes, como estruturas em chamineés cilindricas ocas e pilha retangular

biaxial (brickwork layer).5!

Figura 10— Estruturas propostas para as fases cromonicas nematicas N e M. Adaptada de

Lydon.®°
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Fonte: LYDON (2011, p. 1664)

A caracterizacdo estrutural das fases cromonicas é um problema ainda néo resolvido e
diversas propostas estruturais estdo presentes na bibliografia. Harrison e colaboradores em
1996, ao estudar a mesofase de quatro corantes de cianina anidnicos em &gua, detectaram, em
um dos corantes (Figura 11), uma érea de seccdo transversal da coluna igual a 1310 + 51 A2,
Este resultado foi muito além da area de uma molécula ~151 A? que seria o esperado para uma
coluna unimolecular. Isso fez com que os autores postulassem dois modelos de mesofases
croménicas: cilindro oco (chaminé oca) uniaxial (Figura 11-A) e pilha retangular biaxial
(Figura 11-B). Segundo os autores, poderia também imaginar que uma coluna seria
polimolecular, ou seja, uma coluna seria formada pela unido de mais de uma molécula, no
entanto, essa sugestdo ia de encontro a todos os outros resultados de difracdo de raio-X."

No modelo do “cilindro oco”, esperava-se que 0s grupos idnicos periféricos ligados ao
anel aromatico residissem no exterior da coluna, ja no modelo da pilha retangular biaxial, ainda
que proposto pelos mesmos autores, foi deixado de lado por acreditarem na dificuldade que o
empilhamento retangular teria em formar um empacotamento hexagonal. Para eles, em vez da
formacgé@o do empacotamento hexagonal, a pilha retangular biaxial, provavelmente, resultaria

na formagc&o de uma estrutura ortorrémbica.”?
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Figura 11— Modelos postulados por Harrison, et al., 1996 para a coluna da mesofase do corante
de cianina aniénico em meio aquoso; (A) cilindro oco uniaxial e (B) pilha retangular biaxial.
Adaptada de Harrison et al.”
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Fonte: HARRISON (1996, p. 2320)

Um aspecto importante a ser observado € a miscibilidade em fases croménicas. Ha
trabalhos que mostram que a miscibilidade nas fases cromdnicas ocorre quando as moléculas
hospedes se intercalam nas pilhas cromonicas de forma aleatoria, ndo apresentando um padréo
definido de intercalacdo. Um desses estudos foi feito adicionando ao sistema DSCG/agua (fase
cromdnica) uma solugdo do agente intercalante brometo de etidio (EB). A intercalagdo do EB
na fase croménica foi indiciada por mudanca de efeito dptico. Como o EB atou no sistema
DSCG/agua semelhantemente ao que ocorre quando este reagente marca DNA, os autores
fortaleceram sua teoria de que a base central do DNA poderia ser considerada de natureza

cromdnica.”®

1.2.1 Fases Cromdnicas ldnicas (DSCQG)

As fases cromonicas idnicas tém na periferia do mesdgeno estruturas carregadas. Como
exemplo temos 0 DSCG com carboxilatos e o sunset yellow com presenca de sulfonatos (Figura
12). A estrutura destas moléculas e as suas mesofases foram ja estudadas. Por causa do grupo
ibnico presente na periferia do mesdgeno, estas moléculas, em geral, sdo solliveis no meio
aquoso e formam cristais liquidos liotropicos dependendo da concentracdo e temperatura do
meio. Conforme ja foi relatado, tais propriedades fisicoquimicas sdo determinantes para a

passagem entre as mesofases anisotropicas e a solugdo isotropica destes cristais liquidos.
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Figura 12— Mes6genos cromonicos idnicos com presenca de carboxilato e sulfonato.
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O diagrama de fases do DSCG (Figura 13) mostra formacédo das fases N e M, além de
regides onde ha coexisténcia das duas mesofases.

Figura 13— Diagrama de fases do sistema cromoglicato de sodio/agua. Adaptada de Lydon.®*
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Fonte: LYDON (1998, p. 461)

Em geral, cristais liquidos liotrépicos croménicos com caracteristicas ibnicas tém sido
aplicados para sensores de diferentes natureza,”* como também usados em polarizadores
Opticos e compensadores 6pticos em displays com cristais liquidos.” Uma nova abordagem
para 0 uso do DSCG foi realizada recentemente por Navarro-Véazquez e colaboradores’® que o

empregaram como meio de alinhamento para obtencdo de RDCs de pequenas moléculas.

1.2.2 Fases Cromdnicas ndo-l6nicas (TP6EO2M) a Base de Trifenileno (TP)

Uma variedade de estruturas discoticas sao baseadas no esqueleto trifenilénico (TP, do
inglés - Triphenylene), as quais podem ser encontradas na literatura (Figura 14). O nimero de

estruturas reportadas € significativamente elevado considerando a facilidade para obter novas
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estruturas alterando apenas as cadeias laterais (R). Estas podem apresentar ramificagoes,
insaturagdes, ou diversos heteroatomos. Em geral, formam cristais discéticos termotrdpicos,
mas alguns como aqueles com cadeias laterais pegiladas (R = (CH2CH20),CHz com n =1, 2,

3) formam fases liotrdpicas.

Figura 14— Variedades de estruturas discoticas baseadas no esqueleto trifenilénico.
R =CpHaneq (1 <n < 16)
R = (CH2),CH(CH3)(CHy)3;CH(CH3),

R = (CHz)CF?,
R = CH200002H5
R = (CH,)3CH=CH,

R = (CH,CH,0),CH; (n = 1, 2, 3)

,,NO—COOCHZCH:CHZ
R = (H,C) O@N

1

Um exemplo de cristais liquidos liotropicos discéticos a base do trifenileno € a molécula
2,3,6,7,10,11-hexa-(1,4,7-trioxaoctil)-trifenileno, TP6EO2M (Figura 15-A), que faz parte do
grupo ndo-idnico. Esta molécula possui um ndcleo trifenilénico, o qual fornece rigidez e carater
hidrofobico, e uma parte periférica, com seis cadeias laterais flexiveis, contendo 6xido de
etileno que confere-lhe hidrofilicidade suficiente para proporcionar solubilidade em agua.®®’’

Boden e colaboradores foram os primeiros a sintetizar o TP6EO2M em 1985, sendo os
Mesmos Nnos anos seguintes a se debrucarem para caracterizar esta subtancia.”® Os autores
relataram a dificuldade na obtencdo de bons dados de difracdo de raio-X do TP6EO2M, pois
cristais adequados para difracdo eram dificeis de serem obtidos devido ao seu formato em
forma de agulhas, assemelhando-se a cabelos finos, e também ao seu baixo ponto de fuséo.

Superando estas dificuldades, os autores conseguiram resolver a estrutura cristalina do
TPB6EO2M para todos 0s oxigénios e carbonos, mas para um grande nimero de hidrogénios
suas posicoes s6 puderam ser calculadas. O resultado foi uma molécula com anéis trifenilénico
planos circundados por quatro cadeias estendidas e duas ndo-estendidas de etilenoglicol (Figura
15-B).

A célula cristalina foi definida como sendo monoclinica com space group P2i/a,
parametros de rede a = 9,28(1), b = 36,59(8), ¢ = 14,88(3) A e angulo £ = 94,9(2)°.”° Uma
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caracteristica interessante observada na estrutura cristalina do TP6EO2M é o arranjo das
moléculas que estdo posicionadas uma sobre a outra formando uma coluna inclinada (Figura
15-C).”

Figura 15— (A) A molécula 2,3,6,7,10,11-hexa-(1,4,7-trioxaoctil)-trifenileno, TP6EO2M; (B)
Projecdo do eixo a da molécula mostrando o centro trifenilénico com as cadeias de etilenoglicol
estendidas e ndo-estendidas; (C) Projecéao do eixo b mostrando o angulo de inclinacdo do centro

trifenilénico. Fonte de Boden et al.”
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O diagrama de fases experimental do TP6EO2M/D,O foi estabelecido por uma
combinag&o de espectroscopia de deutério e de difracdo de raios-X.& Pode-se encontrar a fase
nematica, numa faixa de 10 a 51 % em massa do composto em meio aquoso. O ponto triplo
isotropico-nematica-colunar acha-se no ponto correspondente a uma concentracdo de 51,2 +

0,4 % em massa de TP6EO2M e uma temperatura de 24,2 £ 0,2 °C. Ademais, observou-se que
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por cima de 25 °C apenas é observada a fase isotropica independentemente da concentragéo do
mesdgeno.

Ao seguirmos a linha evidenciada no diagrama de fases (Figura 16) de a até e, para uma
composigdo com 40 % em massa do TP6EO2M em D0, passamos de um meio completamente
isotropico, numa temperatura de 25,4 °C, para um meio completamente anisotropico (a 10 °C)
correspondente a uma fase € hexagonal colunar. Entretanto, antes de atingir a fase hexagonal
colunar, o diagrama mostra formacao da fase nematica, em 18,6 °C (c), e duas regides que
mostram uma coexisténcia de fases evidenciadas pelas curvas isotrépica-nematica a 21 °C (b)

e nematica-hexagonal & 12,4 °C (d).

Figura 16— Diagrama de fases do sistema TP6EO2M/D20 adquirido mediante observacgdo de
espectros de RMN-?H mostrando a fase isotropica (1), a fase nematica (Nc) e a fase hexagonal

(Cn). Fonte de Boden et al.®
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Mais recentemente, em 2012, Al-Lawati e co-autores’’ compararam o diagrama de fases
do TP6EO2M/D0 determinado por Boden e colaboradores®® com os dados experimentais da
temperatura de transicdo do TP6EO2M/H>0 medida por elipsometria de ondas evanescentes
(EWE, do inglés - Evanescent Wave Ellipsometry). O resultado foi um diagrama semelhante ao

adquirido mais de duas décadas antes (Figura 17).
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Figura 17— Sobreposicao de dados entre o diagrama de fases para TP6EO2M/D»0 determinado
por espectroscopia de RMN-2H e a transicdo de temperatura para 0 TP6EO2M analisada em
EWE. Fase isotrdpica (l); fase nematica colunar (Nc); fase nematica colunar hexagonal (Coln).
Adapatada de Al-Lawati et al.”’
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Em estudos de dindmica molecular, Wilson e colaboradores®! relacionaram a
dependéncia da temperatura de transicdo de fases, entre 0 meio isotropico e 0 meio cristalino,
com o tipo e tamanho da cadeia lateral de polietilenoglicol [(CH2CH20),CHzs]. Para tanto,
usaram a dindmica de particulas dissipativas (DPD) ao nivel coarse-graining (Figura 18). Os
autores observaram que quanto maior o tamanho da cadeia de etilenoglicol, menor a interacdo
entre as colunas vizinhas que se formam por empilhamento do TP6EONnM. Isto traz como
consequéncia o aumento da permeabilidade de moléculas de H»O situadas entre estas colunas.

Eles observaram, também, que o grau do empilhamento de moléculas TP6EONM esta
diretamente relacionado com o tamanho das cadeias laterais, pois constataram que quanto
menor a cadeia maior o empilhamento.?! Isto, para eles, e confirmado por outros estudos,®3
reflete 0 aumento da solubilidade do TP6EOnM em decorréncia do maior numero de
etilenoglicol nas cadeias laterais, ou seja, quando o numero de etilenoglicol em cada cadeia
lateral aumenta, consequentemente, a solubilidade do mesdgeno também aumenta. Sendo
assim, é de se esperar que o TP6EO3M seja mais soltvel do que 0 TP6EO2M em meio aquoso,
portanto, o TP6EO2M atingiria mesofases em menores concentracdes e temperaturas mais

elevadas do que aquele com uma unidade a mais de etilenoglicol em cada cadeia lateral.
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Figura 18- Série de moléculas TP6EONM simuladas em dindmica de particulas dissipativas no
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Em geral, o TP6EO2M é preparado por alquilacdo do 2,3,6,7,10,11-hexahidroxi-TP
(Figura 19-ii) que, por sua vez, é preparado por desmetilacdo do 2,3,6,7,10,11-hexametoxi-TP
(Figura 19-i),%* enquanto o composto (i), da mesma Figura 19, é obtido por trimerizacio
oxidativa que é um método classico para a formacao de ligagdes arila-arila a partir do veratrol.

A trimerizacdo oxidativa do veratrol € uma etapa essencial na sintese do TP6EO2M. Ela
pode ser realizada de forma eletroquimica em eletrodo de platina® ou usando agentes
oxidantes,®® como cloranil/H,SO4,"® ou o FeCls, em DCM/H,S04.88° Além destes dois
exemplos de agentes oxidantes usados na trimeriazacdo oxidativa, existem outros,®* mas
apresentam rendimentos inferiores quando comparados ao sistema FeCls/DCM.

Se comparamos na literatura as duas rotas de sintese para o composto (i) perceberemos
que a rota eletroquimica € menos vantajosa, pois ela € muito mais lenta. Além do mais, a
quantidade em massa do produto sintetizado é menor do que a obtida mediante reagentes
oxidantes.?*8 Por exemplo, Chapuzet e Simonet® usando a trimerizagdo eletroquimica
obtiveram aproximadamente 140 mg do composto (i) (rendimento de 35 %), bem como Boden
e colaboradores®® afirmaram que durante todas as suas tentativas nunca obtiveram mais do que
1 g. Por outro lado, a trimerizacdo oxidativa, além de ser mais rapida, consegue rendimentos
mais favoraveis, a saber, com o agente oxidante cloranil, em solucéo acidificada com 70 % de
H2>SOa4, 0 rendimento obtido para o 2,3,6,7,10,11-hexametoxi-TP (Figura 19-i) purificado
chega a 45 %,%* enquanto com o FeCls/DCM/H2SO4 o rendimento atingiu 78 % do produto

sem, no entanto, ser submetido a processos de purificacdo.®’
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Figura 19— Rota sintética convencional para obtencédo do TP6EO2M.

Veratrol

J& a etapa para adquirir 0 2,3,6,7,10,11-hexahidroxi-TP ndo mostra complica¢des, pois
depois de purificado o rendimento chega proximo a 90 %, por outro lado a etapa final, para
conseguir o TP6EO2M (Figura 19-iii) com grau de purificacdo analitico, é problematica,
atingindo, no melhor dos casos, um rendimento de 37 %. Para obter este resultado, Baranoff e
colaboradores®’ submeteram a mistura reacional com TP6EO2M a sucessivas cromatografia em
coluna de silica gel com gradiente crescente de polaridade (CHCI3 até CHCIls/MeOH 5 %), mas
ainda assim alcancaram o TP6EO2M misturado a duas impurezas (Figura 20).

Ao analisar estas impurezas, por espectrometria de massa, revelou-se que aquela com
comportamento mais similar ao produto, com tempo de retencdo de aproximadamente 35
minutos, corresponderia ao trifenileno com cinco cadeias de 2-(2-metoxietoxi)-etoxi o qual
seria originado da desmetilacdo incompleta do 2,3,6,7,10,11-hexametoxi-TP (Figura 19-i).
Enquanto a outra, com tempo de retencdo de aproximadamente 34 minutos, teria, bem como a
primeira, cinco cadeias de 2-(2-metoxietoxi)-etoxi, porém gerada da alquilacdo incompleta do
2,3,6,7,10,11-hexahidroxi-TP (Figura 19-ii). Foi necessario para separar estes subprodutos do
TP6EO2M o uso de HPLC preparativo com eluente isocratico de acetonitrila (40 %) em meio

aquoso.
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Figura 20— Tempo de retencdo das impurezas na fracdo do TP6EO2M em HPLC preparativo
(eluente isocratico agua/Aetonitrila 40 %) apo6s purificacdo em cromatografia em coluna de

silica gel. Fonte de Herbaut et al.®’

. TP6EO2M
o, U
SRR
’; | \OK l\(') L?
0. AN
© |13 T\/l O A
=’ o i o
= Ty peew
2 5 ¥ L
(7] N A O g O
= Hjj\/[“‘ Ty
o~ o7 5/
0 A
iy
X
el
A N
| T T T 1
32 33 34 35 36
Time (min)

Fonte: HERBAUT (2015, p. 521)

A capacidade de controlar a ancoragem de materiais de cristal liquido nas superficies é
importante para muitas aplicacfes, principalmente, na industria de displays, mas também
potencialmente para o desenvolvimento de novos sensores quimicos e biolégicos.

Cristais liquidos liotropicos sdo comuns em sistemas biolégicos e o controle sobre seu
alinhamento pode ser util para o desenvolvimento de novos sensores. Os cristais liquidos
cromonicos liotropicos tém sido usados como um sensor microbiano em tempo real para
detectar complexos imunes.®*

Al-Lawati et al.”” investigou o tipo de alinhamento do TP6EO2M existente em
monocamadas automontadas em substratos hidrofilicos (superficie de alcanotiol com
terminacdo carboxilica—COzH) e hidrofdbicos (superficie de alcanotiol com terminacdo alquila
—CHj3) usando a técnica SAM ( do inglés — Self-Assembled Monolayer). Segundo este estudo, o
TP6EO2M alinha-se de maneira plana na fase nematica colunar, tanto em superficie hidrofilica
como hidrofobica, embora a fase colunar hexagonal tenha tido resultados ligeiramente
favorecidos para uma ancoragem homeotrépica na superficie hidrofébica.

Os estudos com TP6EO2M, em grande parte, sdo voltados para uso desta estrutura como
molécula modelo em simulagdo computacional .>*817>% E|a é usada muitas vezes para entender
a formagdo de mesofases de cristais liquidos em sistemas cromonicos ndo-idnicos, de modo a
demostrar o empilhamento auto-organizado dos mesogenos. Nesta pesquisa, traremos uma

outra abordagem na qual o TP6EO2M sera explorado como meio de alinhamento para aquisigdo
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de acoplamento dipolar residual e anisotropia do deslocamento quimico residual da cefuroxima
e da sacarose.

1.3 Aplicagdo dos Meios Orientados em RMN para Extracdo de Observaveis
Anisotrépicos na Elucidacdo de Moléculas Organicas

Toda a matéria no universo é magnética, mas a maioria sé manifesta esta propriedade
quando submetida a um campo magnético externo, com excec¢ao dos materiais ferromagnéticos
que apresentam espontaneamente propriedades magnéticas.

Um nucleo atbmico de numero quéantico de spin | = 1/2 na presenca de um campo
magnético passa a ter dois diferentes niveis de energia e a diferenca entre os dois estados
energeéticos é proporcional a forca do campo magnético em que o nucleo esta inserido, isto é
conhecido como efeito Zeeman. Embora a interagdo de Zeeman seja Util para identificar
diferentes tipos de ndcleos colocados em campo magnético, apresentando cada um deles uma
frequéncia propria de ressonancia, informacdes estruturais e dindmicas podem ser melhor
obtidas considerando outras interacGes magnéticas e eletrénicas que, em campos magnéticos
intensos, podem ser consideradas perturbagdes da interacdo de Zeeman, a saber: acoplamento
escalar, anisotropia do deslocamento quimico, acoplamento dipolar e acoplamento quadrupolar.

Num meio liquido isotrépico, a rotacdo molecular zera tanto o valor médio dos
acoplamentos dipolar e quadrupolar, como também a parte anisotrépica do deslocamento
quimico e acoplamento escalar. A fim de contornar esse problema, pode-se inserir 0s nlcleos,
a serem analisados, em meios orientados para permitir que as propriedades de RMN
anisotrépicas possam ser medidas em meios liquidos.

Fazendo uso dessa ideia Saupe e Englert®, usaram fases termotropicas como solvente
de pequenas moléculas organicas. Na presenca de campos magnéticos suficientemente fortes,
estes cristais liquidos alinham-se espontaneamente e uma parte deste alinhamento é transmitido
as moléculas em soluccdo resultando na observacdo do acoplamentos dipolares.

Todavia, os valores do acoplamento dipolar obtidos por Saupe e Englert, resultado do
alto grau de ordem introduzido pela fase nematica termotropica, foram da ordem de varias
centenas a milhares de Hertz. Os espectros mostraram-se portanto fortemente acoplados e
inviaveis de serem interpretados exceto nos casos mais simples como moléculas muito
pequenas e com alto grau de assimetria. Os anos seguintes foram de aprimoramento da técnica

e aplicacéo a problemas conformacionais simples.
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Porém, o uso de mesdgenos liotropicos, ao invés da termotropicos, permite obter a fase
nematica em baixas concentra¢fes do mesdgeno na presenca de um cossolvente como, por
exemplo, &gua ou até mesmo solventes organicos. Tal mudanca possibilitou a obtencdo de um
grau de ordem muito menor que, consequentemente, resultou em acoplamento dipolar entre
0,01 a 0,1 %. Isto permitiu a extracdo de informacGes a respeito da configuracdo relativa de
uma molécula através do RDC sem a perda de resolucéo do espectro, que sdo ainda facilmente
interpretaveis.®

Nesses meios de acoplamento fraco, os acoplamentos dipolares observados tém uma
magnitude similar ou principalmente menor do que os correspondentes escalares, facilitando a
determinacdo dos resultados espectrais e determinacdo do sinal positivo ou negativo do

acoplamento.

1.4 Acoplamento Dipolar

O acoplamento dipolar surge da interacdo entre momentos magnéticos de dois diferentes
spins nucleares que, por convengado, sdo rotulados como | para o spin nuclear mais abundante,
por exemplo, os protons 'H, e S para o spin com menor abundancia tal como *C ou *N. O
acoplamento dipolar é simplesmente a interacdo do dipolo magnético do nicleo | com o campo
magnético gerado pelo nucleo S e vice-versa. Esse efeito € inversamente proporcional ao cubo
da distancia entre nucleos sem a necessidade de eles estarem ligados. O acoplamento dipolar
pode ser um acoplamento homonuclear, quando os nucleos sdo iguais (I — I; S — S), ou
heteronuclear, quando os dois nucleos que estdo interagindo sdo diferentes (I — S).

A abundancia natural dos nucleos ativos em RMN e 0 espaco entre eles sdo fatores que
influenciam a magnitude do acoplamento dipolar. Para uma interacdo heteronuclear ente 0s
spins | e S, o campo produzido pelo spin | afetard o campo do spin S de modo a somar ou
subtrair dependendo da orientacdo do spin | em relagcdo ao spin S. O grau do efeito sentido pelo
campo magnético do spin S, dentro do alcance do campo magnético do spin |, € caracterizado
pela forca do acoplamento dipolar heteronuclear o qual é expresso pelo Hamiltoniano na

Equacéo 4 em condigGes de acoplamento fraco.

3c0s%0-1

Equacéo 4 His = ;c( >

)IZSZ = ZnDISIZSZ
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Aqui, 6 é o angulo que descreve a orientacdo formada entre o vetor internuclear e a
direcdo apontada pelo campo magnético externo Bo (Figura 21), I, e Is sdo, respectivamente, 0s
operadores de | e S do momento angular do spin nuclear na componente Z, enquanto k é a

constante de acoplamento dipolar que ¢ definida segundo a Equagéo 5.

Equacéo 5 K= — ( Ho )hms

2 3
41T Tis

E D, é o acoplamento dipolar que é definido como:

Equacéo 6 (Djs) = — (&) hyrys (3c0529—1)

2 3
41T Tis 2

Onde, Lo € a constante de permeabilidade do vacuo (4z x 107 H/m), 7 é a constante de
Planck dividida por 2, y; € ys S0 as respectivas razdes giromagnéticas dos spins nucleares |
e S, 15 € a distancia internuclear entre | e S. E importante observar que o decaimento do
acoplamento dipolar é proporcional ao cubo da distancia e ndo a sexta-poténcia, como € o caso

da relaxacéo dipolar (efeito NOE).

Figura 21— Acoplamento dipolar entre dois spins | e S. #é o angulo formado entre os vetores
da ligacdo heteronuclear *H — 3C da molécula a-santonina e a dire¢cdo do campo magnético

externo Bo. Adaptada de Teles et al.*2

q--=-—-=-=--

Fonte: TELES (2015, p. 1345)

O acoplamento dipolar (D) € uma interacdo atraves do espaco e ndo depende da
existéncia de ligacbes quimicas entre os nucleos acoplados, diferentemente, do acoplamento

escalar (J). Isso nos leva a concluir que D pode surgir entre nicleos situados a varias ligacoes
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de distancia, ou mesmo entre diferentes moléculas, enquanto J esta confinado, na maioria das
ocasifes, a uma, duas ou trés ligacoes de distancia.

Observando a Equacgdo 6 percebe-se que o acoplamento dipolar D;s é dependente da
orientacdo existente entre o vetor internuclear e 0 campo magnético Bo, atraves do termo
(3cos?d- 1). No caso do acoplamento entre dois spins diretamente ligados quimicamente, como
é 0 caso do acoplamento *C-'H Dcn, as razbes giromagnéticas sdo constantes e a distancia
internuclear € igual a média vibracional do comprimento da ligagdo. Nesta circunstancia, a
magnitude da interagdo dipolar 'Dcw sera portanto, exclusivamente, dependente do angulo 6,
ou seja, uma consequéncia da diferente orientacdo espacial entre o vetor | — S com o campo Bo
(Figura 22).

Figura 22— Cone de acoplamento dipolar entre os spins | e S. Adaptada de Thiele.?

By

Fonte: THIELE (2007, p. 67)

Em meio isotrépico, o termo (3cos?@ - 1) é zero, pois as moléculas em meio liquido
podem mover-se livremente em todas as dire¢cGes (movimento randémico), em um intervalo de
tempo muito curto e sem restricdo de orientacdo, cancelando o acoplamento dipolar. 1sso é um
limitante para o uso do acoplamento dipolar como ferramenta de elucidacdo estrutural de
moléculas orgénicas usando a técnica de RMN em solucgéo isotropica.

Para contornar o cancelamento do acoplamento dipolar faz-se necessario o uso de meios
orientados, também conhecidos como meios alinhados, capazes de recuperar uma pequena parte
dos parametros anisotrépicos. Quando isto acontece a constante de acoplamento dipolar é
similar em magnitude ao acoplamento escalar. O resultado é um desdobramento das linhas
espectrais igual a soma dos acoplamentos escalar e dipolar (Figura 23), ou seja, um
acoplamento total (T) (Equagéo 7).



53

Figura 23— Linhas espectrais observadas nos meios isotropico e anisotropico.

J
J Isotrépico
30 20 10 f[i (Hz) 10 20 30
T
Anisotrépico
300 250 200 150 100 50 ”(ﬂ”‘)) -50 -100 -150 -200 -250 -300 -3
Equacéo 7 T=] + D

A seguir iremos aprofundar um pouco mais na teoria que respalda o acoplamento dipolar
e, em seguida, procuraremos compreender o uso dos RDCs para obter um tensor de
alinhamento, no qual representa a densidade de estados rotacionais da molécula, com base na
metodologia da decomposi¢cdo do valor singular (SVD, do ingés - Singular Value

Decomposition).

1.4.1 Fundamentacdo Tedrica do Acoplamento Dipolar
1.4.1.1 Hamiltoniano do Acoplamento Dipolar Estéatico

Consideremos dois spins nucleares denominados | e S (Figura 24) separados por um

vetor internuclear R o qual pode ser expresso conforme a Equacéo 8:

rx
Equac&o 8 R=RF=R [Ty
rZ
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Onde, R ¢ a distancia entre os dois nlcleos e # corresponde ao vetor unitario na direcéo do vetor

R. Da mesma forma podemos representar o vetor do campo magnético externo como sendo

(Equacéo 9):

x

Sel

I

S

Sy

I

Sy

Sl
<

Equacéo 9

S
N

Em que B é a magnitude do campo magnético externo e b é o vetor unitario apontando
na direcdo do campo magnético. Sendo que o angulo formado entre os dois vetores é

denominado de 6.

Figura 24— Angulo @ formado entre os vetores ReB. Adaptada de Kramer et al.%

S
0 U R

R7
Fonte: KRAMER (2004, p. 11)
O Hamiltoniano do acoplamento dipolar heteronuclear fraco (#}), desse par de spins |
e S presente em um campo magnético externo (B,) que aponta ao longo do eixo z! (coordenada
de laboratdrio no eixo z), é expresso pela Equagéo 10.

Equacéo 10 Hp = 2nDI LS,

Sendo que D é o acoplamento dipolar (Equagdo 11) que pode ser calculado
experimentalmente como sendo a diferenca entre os picos adquiridos nos meios isotropico e

anisotrépico (Figura 23) e é dado por:

5 S 2g 1
Equacao 11 D= - (cos 0 3)
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Onde, o termo k € dependente apenas de constantes, por conseguinte, ele também é uma

constante sendo expresso como:

~ 3
Equacéo 12 K= —gm/suoh

Onde, y; e y5 sé@o as constantes giromagnéticas dos spins nucleares | e S, y, € a constante
de permeabilidade do vacuo (4m x 107 NA?) e & é a constante de Planck dividida por 2. As
constantes giromagnéticas dos spins nucleares sdo caracteristicas de cada nucleo, sendo assim,
Kk € um valor caracteristico para cada par de spins nucleares | e S da molécula. Por exemplo,
para o acoplamento entre *3C-H seu valor é igual a -90,6 KHz A3, enquanto para *H-tH é igual
a -360,3 KHz A3, Diante do exposto e considerando a distancia internuclear entre | e S
invariavel (estatico), podemos afirmar que D (Equacéo 11) é dependente apenas da variacdo do

angulo @ para o mesmo par de spins nucleares da mesma molécula.
O cos?6 esta definido no intervalo de valores [0,1] tal qual os valores méaximo (D}’_éax)
min

e minimo ( IS ) do acoplamento dipolar correspondem a situacdo onde o vetor internuclear

é, respectivamente, paralelo ao campo magnético, (cos?6 = 1), (Equagdo 13) e perpendicular,
(cos?6 = 0), (Equacdo 14).

x max _ X 2g _ 1\ K (4 _1)_ 2¢
Equac&o 13 Dis™ = & (COS o 3) T R? (1 3) ELS

x min _ K 2 _ 1\ _ x _y_ Ik
Equacéo 14 Dig™ = — (cos 0 3) == (O 3) ==

O intervalo da variagdo do angulo 6 pode ser expressado em funcdo da multiplicagdo

escalar dos vetores unitarios b e 7 (Equacéo 15), onde bT éa transposta da matriz do vetor b.

Equagdo 15 bT -7 = cos6
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1.4.1.2 Dependéncia do Acoplamento Dipolar com a Mobilidade Molecular

Considere uma molécula rigida cuja distancia R entre os spins nucleares | e S é
independente do tempo. Considere ainda que | e S fagam parte de uma estrutura molecular em
solucdo e que o campo magnético aplicado estd apontado ao longo do eixo z. Nessas
condigdes, temos B constante, enquanto a direcdo de R, mas ndo o seu médulo, é dependente
do tempo devido a difusao rotacional da molécula no seio da solugdo. Por conseguinte, o termo
cos?0 da Equacéo 11 também fica dependente do tempo e a expressdo da média temporal D

do acoplamento dipolar (onde o traco representa a média no tempo) deve ser reescrita como:
~ - K —2 1
Equacéo 16 D = = (cos 0 — 5)

Podemos fixar um sistema de coordenadas de referéncia (x, y, z) na molécula (Figura
25-B). Nessa situagéo, R passa a ser constante, enquanto B varia com o tempo. Dessa forma, o
termo cos26, que agora depende de B, pode convenientemente ser expressado em termos de
um tensor de probabilidade (P). Portanto, o vetor do campo magnético, antes constante, passa
a depender do tempo e P é a probabilidade da distribuicdo da direcdo desse campo magnético
externo nas coordenadas de referéncia fixadas na molécula. No geral, P corresponde a uma

matriz simétrica real 3 x 3 (Equacéo 17) com traco igual a 1 (Equacéo 18).

Pxx ny sz
Equacéo 17 P=|Py By Py
sz Pyz Pzz

Equacéo 18 Px+PB,+PF,=1
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Figura 25— (A) Coordenadas de referéncia de laboratdrio (x%, yt, zL) com B constante fixado
no eixo z* e R variando com 0 tempo; (B) Coordenadas de referéncia (x,y,z) fixadas na

molécula com B variando com o tempo e R constante. Adaptada de Kramer et al.%®

Fonte: KRAMER (2004, p. 12)

Assim sendo, o acoplamento dipolar (D) pode ser expresso dependente de P, que por
sua vez, é a variacdo da projecdo do vetor campo magnético no sistema de coordenadas de
referéncia fixadas na molécula em funcédo do tempo. Entretanto, na Equacéo 16 nao esta clara
a relacdo de dependéncia do acoplamento dipolar com P. A fim de adquirir uma expresso
matematica que consiga evidenciar essa interdependéncia, podemos elevar ao quadrado ambos
0s membros da Equacdo 15 e avancar a resolucdo para obtermos uma outra expressao do
acoplamento dipolar pela qual fique mais evidente sua relacdo com a matriz de probabilidade

do campo magnético externo que estd refletido nas coordenadas cartesianas fixadas na

molecula.
Tx
cos 8 = BT 7= [bx(t) by(t) bz(t)] [Ty] = (bx(t)rx + by(t)ry + bz(t)rz)
Tz

cos 20 = (by(O)r, + by(O)r, + by (D)1;)?
cos 20 = [by(Or, + by(O)r, + b, (O] [bx(Or + by, + b (7]

bi(OE +  b(Oby(Onry, + by (Db (O, +
cos 26 = | by(O)b, (D11, + by (t)ry + b, ()b, (1,1, +
by(O)b, (O, + by, (Db, (11, + bZ ()1}
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b3(t)  be()by(t) be(O)b,(6)|r,
cos?0 =[x Ty Tz]|be(t)by(t) b;(t) by, ()b, (t) [ry]
be(D)b,(t) b, (Db, ()  bi(t) [z

Levando-se em consideracdo a média do tempo, podemos simplificar a expresséo

anterior como esta reescrita na Equacéo 19:

b  beby, bub;|r,
Equacdo 19 cos?9 =[x " T]|bb, bZ b,b, H
beb, b,b, Dbz |z

Nesta expressdo podemos observar que cos?8 é igual a multiplicagdo de matrizes, sendo
que os elementos da matriz intermediaria sdo os valores do campo magnético projetados no

sistema de coordenadas fixado na molécula.
~ _— ST~
Equacao 20 cos?0 =7 Pr

Em seguida, substitui-se a Equacédo 20 na Equacdo 16 conduzindo-nos, finalmente, a
equacdo matematica que mostra a relacdo da constante do acoplamento dipolar com a matriz de
probabilidade do campo magnético em relacdo ao sistema de coordenadas fixada na molécula:

Equagdo 21 D= ;—3 (mze - g) = D= ;_3 (?Tﬁ? - ﬁ)

A Equacio 21 pode ser usada para a medida de acoplamento dipolar. Entretanto, o

acoplamento dipolar na literatura € mais comumente expresso em termos de tensor de

alinhamento (4), Equac&o 22, ao invés de tensor de probabilidade (P).

Equacéo 22

.,

Il
o

I
WK
=)

Onde, 1 é a matriz identidade de mesma ordem da matriz de probabilidade P e A é a

matriz do tensor de alinhamento também de ordem 3x3.
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Axx Axy sz
A= Axy Ayy Ayz
sz Ayz Azz

Devemos, a partir de entdo, buscar uma expressao que relacione acoplamento dipolar
com A. Para tanto, primeiramente multiplica-se ambos os membros da Equag&o 22 por # e sua

transposta, assim temos:

=
r-\]
oY
=
Il
=0
N]
/-~
)
I
|
—
=
Il
=
r-\]
=)
=
[
Wl =
=l
h\]
=l

De posse dessa expressdo, podemos recorrer & Equacdo 20 onde vemos que 77 P7 =

€0s26. Assim, ao substituir na expressdo acima e sabendo que (#77) é igual a 1, adquirimos

7T A7 = cos? 6 — % que pode ser substituida na Equacéo 16 fornecendo-nos a Equacéo 23.
Equagdo 23 D = =#T47

A Equacdo 23 mostra a relacdo do acoplamento dipolar com a variacdo do tensor de
alinhamento, portanto, o acoplamento é determinado quando se conhece os elementos da matriz
quadratica A que tem um total de nove elementos. Assim como P, essa matriz A é simétrica e,
consequentemente, sua resolucdo € reduzida a determinacdo de seis elementos

(Axx, Ay, Azzs Axy, Axz, Ay, ). Podemos ainda diminuir a dependéncia da resolugio da matriz

yy’ xy’

A para cinco elementos. Isso pode ser mostrado usando o traco da matriz do tensor de
alinhamento (Equacao 24).
O trago dessa matriz é determinado usando a combinacdo da Equacéo 18 com a Equacgao

22, esta Ultima, pode ser reescrita isolando o tensor de probabilidade, em vez do tensor de
. . . . 1 1 1
alinhamento fixado nos eixos da molécula P, = A,, + 3 P, =Ay,, + 3e P,=A4A,,+ p

Essas projecdes de P sdo substituidas na Equacao 18.
1 1 1
1 =Pxx+Pyy+Pzz =Axx+§+Ayy+§+Azz+§ =

1
1:Axx+Ayy+AZZ+3§ :>
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Equacéo 24 Apx + Ay, + A, =0

E assim a matriz simétrica do tensor de alinhamento passa a ser determinada por cinco
variaveis, em vez de seis, porque ao conhecer duas variaveis da diagonal principal implica

necessariamente determinar a terceira A,, = —A,, — A,,.

1.4.1.3 Uso da Decomposi¢do do Valor Singular para Resolver o Acoplamento Dipolar
Reduzido

~ . , .. . N 1 .
A resolucdo do acoplamento dipolar esta condicionada a solucionar cos26 — 3 cujo

resultado é igual ao valor da expressdo #T A7, a qual de agora em diante denominaremos de

acoplamento dipolar reduzido (d;s), conforme a Equacéo 25:
Equacdo 25 d,s = €05%0 _§ = #T A7

Dessa forma, calcular o acoplamento dipolar reduzido (d,s) € conhecer uma fracdo do
acoplamento dipolar (D,s) eliminando-se a dependéncia com a distancia internuclear (R) e a
razdo giromagnética (y; e ys). Porém, sem perder as informagdes vetoriais dos spins
internucleares que sdo usadas para determinar a configuracdo, bem como, a conformacéo das
moléculas.®

A expressdo do acoplamento dipolar reduzido (Equacéo 25) em funcdo da matriz do
tensor de alinhamento pode ser reescrita em funcdo da multiplicacdo matricial entre os cinco
elementos gque descrevem o plano tridimensional e a matriz com os elementos da projecao do

tensor de alinhamento nas coordenadas de referéncia da molécula obtendo a Equacéo 28.

1 N
d]s == (mze - §) = FTAF

A
dis=1[* ¥ Z]|Axy Ayy Ay
A



61

X
dig = [XAxx + YAxy + ZAx, XAy, + YAy, +2A,, XAy, + YAy, +24,,] lyl
z

dis = x(xAxy + VAyy + 2Ay;) + y(xAyy + YAy, + 2A,,) + 2(xAy, + YAy, + 2A,,)
dis = X*Ayy + XY Axy + x2Ay, + xyAyy + Y2 Ay, + yZA,, + x2A,, + yZA,, + 2*A,,

Equacéo 26 dis = X*Ayy + 2xyAyy + 2x2A,, + ¥ Ay, + 2yZA,,, + 2%4A,,

Fazendo referéncia a Equagdo 24, podemos isolar A,, = —A,, — A,, e substituir na

Equacao 26 que fica:
dis = x*(—Ayy — Ayy) + 2xyAyy + 2x24A,, + Y24,y + 2y2ZA,, + 224,
dis = —x?Ayy — x2A,, + 2xyAyy + 2x2A,, + Y2 Ay, + 2yzA,, + 2°A,,
Equacdo 27 d;s = 2xyAy, + 2x2Ay, + (y? — x*)Ayy + 2y2A,, + (2% — x*) AL,
A Equacdo 27 pode ser reescrita na forma de multiplicacdo de matrizes (Equacéo 28):

[4x]
AJCZ

Ayy

]

Para resolver A, precisamos portanto de pelo menos cinco (N = 5) acoplamentos

Equacao 28 dis =[2xy 2xz y?—x? 2yz z?—x?]

OGN

dipolares reduzidos (Equacgdo 28) entre diferentes pares de spins internucleares que sejam
independentes entre si. Para ndo serem dependentes os vetores internucleares ndo podem ser
paralelos, porgque sendo d;s desses vetores sdo 0s mesmos, e também trés vetores ndo podem
pertencer ao mesmo plano, porque do contrério o terceiro vetor é na verdade obtido por
combinacgdo linear de outros dois vetores. Caso houver menos de cinco acoplamentos

independentes o sistema passa a ser indeterminado.
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1 2 2 2 2 [Axy]

Cﬁs 2xy;  2xz; (y*—x°)y 2Yzy (2 —x°) Ay,

Equacdo29 | |=| = » » i » Ayy
ds 2xyny  2xzy  (y*—x®)y 2yzy (2% —xP)y lAyZJ

AZZ

A Equacao 29 pode ser reescrita em uma forma mais compactada (Equagédo 30), onde
d é a coluna que contem acoplamento dipolar experimental, M é a matriz que tem informacdes
geométricas da estrutura molecular e T é a coluna que apresenta cinco elementos independentes

da matriz do tensor de alinhamento.

~

Equacao 30 d=MT

Em geral, mais de cinco acoplamentos dipolares estardo disponiveis na molécula e,
nesse caso, o sistema estara sobredeterminado e ndo tem solucdo. Entretanto, pode ser adquirido
0 tensor de alinhamento, que proporciona o melhor ajuste entre os valores experimentais e
calculados, através do calculo dos minimos quadrados usando o método da decomposi¢cdo em
valores singulares (SVD).%%" Dessa forma a matriz My pode ser decomposta como M =
UEVT, onde as matrizes unitarias Uy € Vs contém, respectivamente, os vetores singulares
esquerdo e direito e ¥yy.s € uma matriz diagonal que contém os valores singulares
(61 = 0, =+ =0, > 0) de M. Assim, a melhor solucdo sera dada pela Equag&o 31 que é o
tensor com melhor ajuste para um conjunto de dados com a menor soma dos quadrados da
diferenca entre o valor do d, calculado e o experimental. Para chegarmos a essa equacéo,

primeiramente substitui-se M na Equacao 30 por USVT e, em seguida, multiplicamos ambos

~mmy —1 .
os membros por (UZVT) ~, entdo teremos:

(TSPT)'d = (OSPT) ST = VS107d = PE0TOSPTT
Por definicdo, como uma matriz £ multiplicada por sua pseudoinversa £~ é igual a
matriz identidade £~'5 = 25"t =1]; e U e V sdo matrizes unitarias, logo UTU = UUT =

I; VvT =VTV =1, entdo o resultado da expressdo no segundo membro (VE-*UTULVTT

N—’

resume-se apenas a 7.
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Equacdo 31 T=vE10"d

Se o sistema néo estiver bem condicionado qualquer pequena mudanga dos dados
inseridos pode causar grande variacdo do tensor de alinhamento. A condicdo do problema pode

ser quantificada em termos do nimero de condicdo (C) que é dado pela razdo entre 0 maior e

o menor valor singular € = Zmal°r. Como regra geral, se a condicdo de niimero for acima de

Omenor

100, entdo o problema é considerado mal condicionado. Por outro lado, valores entre 30 e 100
indicam um sistema aceitavelmente condicionado, mas a aceitacdo depende se o0 tensor esta
bem definido na regido onde o problema estrutural estiver localizado, por fim, se a condicéao de
namero for menor que 30 é considerado geralmente bom condicionado.

A qualidade do ajuste representa-se comumente através do fator de qualidade de
Cornilescu (Q) que é calculado entre os resultados do acoplamento dipolar reduzido

exp

experimentais (df," ) frente aos calculados (df%*“) usando a Equagdo 32. O Q ¢ ideal quando

for igual a zero, ou seja, quanto mais proximo a zero melhor o ajuste entre dados experimentais

e calculados.®®

(a2?)’

exp _ jcalc 2
Equacéo 32 Q :\/215(‘115 dié™)

1.4.1.4 Expressando o Tensor de Probabilidade no Sistema Principal de Coordenadas

A diagonalizagio da matriz do tensor de probabilidade P resulta em uma matriz diagonal
P_, de mesma ordem 3x3, na qual tem os autovalores (P,E,Py, PZ) pertencentes a matriz de
origem P situados na diagonal principal de P.. Cada autovalor tem seu autovetor (ﬁf,ﬁy, 172)
que forma uma nova base vetorial que corresponde ao sistema principal de coordenadas
(%,7,2). Se os autovalores da matriz simétrica P forem diferentes entre si (P; # Py # P;),
entdo os autovetores serdo ortogonais (17,2 Lyl 175) e sua representacdo geométrica sera uma
elipsoide (Figura 26) com o comprimento dos semi-eixos (Pg, Py, Py; onde P; > Py > Py)

correspondendo aos elementos da diagonal principal da matriz diagonalizada.
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Pxx ny sz Diagonalizagio Px 0 0
ﬁ = ny Pyy Pyz _ PN = 0 P" 0
P, B, Py 0 0 P

Os autovalores da matriz diagonal representam a magnitude da probabilidade do campo
magnético projetado no sistema principal (X, ¥,2), entéo se tivermos Py = Py significa que a
probabilidade do campo magnético € a mesma no plano transversal da elipsoide e se P; > Py =
Py a maior probabilidade aponta no eixo Z, entdo dizemos que a probabilidade € axialmente

simétrica sem nenhum grau de rombicidade. Se o0 meio for isotropico a probabilidade do campo

sera a mesma em todos os sentidos, neste caso, todos os autovalores serdo iguais entre si

(P,z =Py = PZ), como consequéncia a elipsoide passa a ter um formato de uma esfera.

Figura 26— Sistema principal de coordenadas (%, ¥, Z) fixado no eixo principal da elipsoide.

Adaptada de Kramer et al.%

Fonte: KRAMER (2004, p. 13)

Todas as equac0es, obtidas até entdo, que tiveram como referéncia o sistema cartesiano
fixado na molécula (Figura 25-B), podem ser redefinidas usando o sistema principal de
coordenadas, isso facilita a compreensdo do comportamento do acoplamento dipolar a respeito
da probabilidade do campo magnético, pois quanto mais proxima a elipsoide se assemelha a

uma esfera, mais o meio é isotropico. Isso serd melhor observado nos célculos na se¢do seguinte
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1.4.1.5 Célculo do Valor Médio do Acoplamento Dipolar em Meio Anisotrdpico e Isotrépico

Para melhor entendermos, iremos mencionar trés situacoes hipotéticas da probabilidade
de P em relacio aos eixos do sistema principal de coordenadas. Primeiramente, quando Py =
Py = 0,25 e P; = 0,5, nesta circunstancia temos uma elipsoide de probabilidade axialmente
simétrica (Figura 27-A); depois para uma elipsoide com probabilidade rébmbica com P; =

0,2,P; =0,3eP;=0,5 (Figura 27-B) e finalmente para um sistema isotropico onde a

elipsoide de probabilidade ¢ uma esfera que tem Py = P = P; = %(Figura 27-C).

Figura 27— Representacgdo grafica do tensor de probabilidade (13) projetado no eixo do sistema
de coordenada principal. (A) Py = Py = 0,25e P; = 0,5; (B) P = 0,2; Py = 0,3e P; = 0,5;

(C)tem Pz = Py = P; = % Adaptada de Kramer et al.%
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Fonte: KRAMER (2004, p. 13)

As duas primeiras situacOes representadas pelos graficos da Figura 27-A e B séo
exemplos tipicos para um meio anisotrépico, enquanto no grafico da Figura 27-C é um exemplo
de meio isotrépico. Usando a Equacdo 22, podemos calcular quanto equivale cada tensor de

alinhamento correspondente a cada tensor de probabilidade nas trés situagdes hipotéticas.

e (A)ParaP; = P; =0,25e P; = 0,5, temos:
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i ~ 1i i 1 1 1
s = P — — - = ——— = —
z Z 3 2 3 6
e (B)ParaP;=0,2,P; =0,3eP; =0,5, temos:

i ~ 1i i 1 1 2

~ = o —— ey e —— e ——

* * 3 * 5 3 15

~ 3 1 1

R . 1. N 1 1 1
o (C)ParaPy =Py =P; = % temos:
1 N N . 1 1

Figura 28— Moléculas alinhadas no meio anisotrépico (/i * 0) para as situacOes A e B; e ndo-

alinhadas no meio isotrépico (A = 0) para situacdo C. Adaptada de Gil et al.®
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Fonte: GIL (2017, p. 142)

Observe a condigdo C onde a probabilidade do campo magnético é equivalente nos trés
eixos principais da elipsoide, retratando um meio isotropico (Figura 28) e, portanto, um tensor
de alinhamento nulo. Ao fazermos uso dos resultados do tensor de alinhamento é possivel

prever pela Equacdo 23 que a média do acoplamento dipolar é diferente de zero (D # 0) para
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a hipotese de meio anisotrépico (A e B), mas é igual a zero (D = 0) no meio isotrépico, ou
seja, em meio anisotropico ha possibilidade de adquirirmos a média do acoplamento dipolar,
ao passo que em meio isotropico isso ndo € possivel. Portanto, para que se possa medir a média

do acoplamento dipolar é imprescindivel meios orientados.
1.4.1.6 Expressando o Acoplamento Dipolar Reduzido em Termos de Coordenadas Polares

O acoplamento dipolar pode ser expresso em outras formas, uma bastante comum na
literatura é em termos de coordenadas polares. Para tanto, define-se o vetor unitario 7 em termos

dos angulos polar (99) e azimultal (¢) no sistema principal de coordenadas (Figura 29).

Figura 29— Projecdo do vetor unitario 7 nos eixos do sistema principal de coordenadas (%, ¥, 2).

Projecdo em Z

Relac6es trigonomeétricas obtidas na projecdo em Z:

15 = ||7|l cos9 = 1 cos¥I = cos Y

r' = ||7]|sin9 = 1sin9 = sindY

Relagdes trigonométricas obtidas na proje¢do no plano x/7:

Tz =1 cos¢@ = siny cos @

_ I s _ . .
ry =7 sing = sind sin @
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Com as relagdes trigonométricas adquiridas anteriormente, substitui-se nas componentes do

vetor unitario 7 (Equacao 33):

Tx sind cos @
Equacéo 33 7= [Ty] = [sinﬂ sin @
Tz cos ¥

Ao desenvolvermos a multiplicacdo de matrizes (FTA?) da Equacéo 25, tendo como
referéncia os eixos do sistema principal de coordenadas que tém o tensor de alinhamento

expresso por uma matriz diagonal, veremos que o resultado serd a Equacado 34.

1 AJ‘E 0 0 Tz
0 0 4llr

Equacéo 34 dis = Azrs + Ayr5 + Ayrs

Em seguida, substitui-se as componentes do vetor unitario (#) da Equacdo 33, escritas

na forma de coordenadas polares, na Equacéo 34:
d;s = Az(sin¥ cos ¢)* + A;(sinIsin 9)? + 4;(cos9)* =
djs = Az sin* 9 cos® @ + Az sin® 9 sin® ¢ + A; cos? 9 =

. ~ . o 1+ 2
Fazendo uso das seguintes relacdes trigonométricas: cos2 ¢ = (%) e sen?¢ =

1-cos 2 T 3 i
( = “’), podemos substitui-las na expressdo anterior:

1+ cos2 1—-cos2
d;s = Az sen? 9 <—(p> + 45 sen? ¥ (_(p) + A; cos? 9 =
2 2

A; As
d;s = Ay sen? 9 + 7xsen2 U cos 2¢ + Ay sen’ 9 — 7}1 sen’ 9 cos 2¢ + A; cos? 9 =
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A + A A — A
dis = (——=2) sen? 9 + (——= ) sen® 9 cos 2¢ + 4; cos? 9 =
S 2 2

O trago do tensor de alinhamento (Equacdo 24) da matriz diagonalizada € Az + Ay +

Az = 0= Az + Ay = —A;, entao podemos reescrever a expressao anterior.

Az — Ay

A=
dIS = _?Zsenzﬁ + (

sen’ Az — 4y
d;s = A; | cos® 9 — +( > )sen20c052(p:>

) sen? 9 cos 2¢ + A; cos? 9 =

2

Fazendo uso da seguinte relacdo trigonométrica: sen?d = 1 — cos?9. E possivel

2
—Ser; 19) =2(3cos?9 —1). Em seguida, substitui-se na

chegar nessa igualdade: (coszﬁ - >

expressao anterior e, finalmente, temos a Equacao 35 que é a relacdo do acoplamento dipolar

reduzido a respeito do tensor de alinhamento e das coordenadas polares:

Az—Ay
2

Equac&o 35 d;s = %(3 cos?9 —1) + ( ) sen? 9 cos 2¢

1.4.1.7 Parametros de Assimetria: Componente Axial e Rombicidade

Os parametros de assimetria serdo definidos a seguir, sendo importantes para indicar,
por meio da componente axial, o grau de orientacdo A; e, através da rombicidade, o grau de
assimetria do tensor de alinhamento. Para tanto, iremos primeiramente reescrever a Equacao
35 em termos dos valores principais da matriz de Saupe (S,z,Sy, Sz), sabendo que esses valores
sdo simplesmente a matriz do tensor de alinhamento fatorado por 3/2. O resultado dessa

substituicdo é a Equacéo 36:

( 3 2
Sg=§AfﬁAf=§Sf

. 3 3 2

3 2
LSZ=§AZ$AZ=§SZ
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Consequentemente,

1 1
dis = 555(3 cos?9 —1) + 3 (87 — 55,) sen® 9 cos 2¢
~ 1 2 2
Equacéo 36 dig = 5{55(3 cos?9 — 1) + (S; - Sy) sen? 9 cos 2¢}

A componente axial (4,), bem como, a componente rdmbica (A,) do tensor de

alinhamento sdo definidas como:

N w

Aa= AZ=S~

2 2 2
Ar=A)~(—Ay=>Ar=§S,~C-—§S)~,=>Ar=§(5f— )

Portanto, a Equacéo 36 que descreve o acoplamento dipolar reduzido, em termos de
coordenadas polares e matriz de Saupe, pode incorporar 0os parametros assimétricos e a
rombicidade atingindo a Equacéo 37.

d;s = g{AaB cos?9 —1) + %Ar sen® 9 cos 2(,0}

Equacéo 37 dig = %{(3 cos?9—1) + EH sen? 9 cos 2(,0}

Onde H é chamado de rombicidade e n € chamado de parametro assimétrico.

A,
H="L
Aq
Az — Ay Ay 3 A4, 3H
3 a

Se n for igual a zero significa que a elipsoide é simétrica no plano transversal, tal
resultado ocorre quando o tensor de alinhamento é equivalente nos eixos (%,7) e, por

conseguinte, Ay — Ay expresso pela componente rombica € nulo.
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1.4.2 Medidas Experimentais de RDCs

O acoplamento residual surge em meios parcialmente orientados onde, na verdade, o
acoplamento existente entre o par de spin I e S é a soma do acoplamento escalar com o
acoplamento dipolar em que a resultante identificamos como T, assim, para podermos adquirir
0 RDC (Equagéo 38), basta subtrair T, obtido em meio anisotropico, do acoplamento escalar

apanhado em meio isotrépico.

Equacéo 38 RDC =T -]

Sendo assim, sdo necessarios dois experimentos, um em meio parcialmente orientado,
onde serdo observados os acoplamentos totais T, € 0 outro em meio ndo orientado, para medir
os acoplamentos escalares J. Os nucleos, que podem ser determinados os RDCs, podem ser
quaisquer uns presentes na estrutura molecular, porém, os mais comumente calculados séo 0s
de carbono e hidrogénio a uma (*Dc-n) ligacdo de distancia. Tais acoplamentos podem ser
medidos diretamente em um experimento unidimensional de *C acoplado ou na dimenséo do
13C em um experimento 2D HETCOR acoplado.

Entretanto, 0 mais conveniente é realizar experimentos de deteccdo indireta usando o
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) como experimento de interacdo
heteronuclear com acoplamento entre os spins de hidrogénio e carbono em meios parcialmente
orientado e ndo-orientado. Os experimentos HSQC podem ser realizados com acoplamento
tanto na dimensdo direta (F2) como na dimens&o indireta (F1).

Nos experimentos acoplados em F2, o desacoplador do canal de *3C ¢ desligado durante
a aquisicao observando-se, portanto, o acoplamento de hidrogénio com o carbono, além do
mais, ha vantagens em adquirir o sinal em F2, pois nessa dimensdo a resolucao digital é maior.
E habitual na medida de RDCs *Dcn em F2 usar o experimento chamado CLIP-HSQC para
obter sinais em fase independentemente da grandeza do acoplamento T efetivo. Contudo,
guando os experimentos acoplados em F2 s&o realizados para sistemas de spin que acoplam
fortemente, as medidas de acoplamento sdo imprecisas devido as distor¢fes nos sinais. Se isto
ocorrer € mais indicado a realizacdo do experimento HSQC acoplado em F1.

O experimento HSQC acoplado em F1 tem uma resolucdo digital inferior ao obtido em
F2, para compensar esta deficiéncia na resolucdo usam-se diferentes técnicas, como o uso de

um bloco de evolucdo do acoplamento escalar (J-scaling) que as vezes é combinado com um
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filtro BIRD®® ou a técnica de rebatimento (folding). Como a janela espectral ¢ menor do que a
largura espectral em F1, os sinais acima desta janela aparecem rebatidos ou seja, para uma
janela espectral com 100 ppm os sinais de carbono com hibridizaco sp? irdo surgir na mesma
regido dos carbonos sp®. O rebatimento permite portanto aumentar a resolucéo digital em um
fator ~2.

Na técnica de J-scaling pode-se multiplicar a constante de acoplamento por um fator k
arbitrario (k usualmente € igual a 3 ou 4). Se o fator k for usado tem que haver o cuidado quando
estiver calculando o RDC, pois o resultado deve ser dividido por k quando se trata de um
acoplamento CH, por 2k ao se tratar de um acoplamento CH: e por 3k quando for CHs. Sobre
essas sequéncias basicas houve o desenvolvimento de outros experimentos que tentam
minimizar o impacto do acoplamento proton-préton na medida dos RDCs ou também o uso de

experimentos ultrarrapidos.*®

1.4.3 Como os Acoplamentos Dipolares Residuais sdo Usados na Andlise Estrutural de

Pequenas Moléculas Rigidas ou Semirrigidas

Quando tivermos um grupo de possibilidades de diastereoisbmeros
conformacionalmente rigidos ou semirrigidos, podemos usar o acoplamento dipolar residual
para discriminar a estrutura correta. A Figura 30 mostra um esquema geral para obtencdo de
informacdes estruturais, usando a metodologia do acoplamento dipolar residual.

Para tanto, primeiramente gera-se um conjunto de estruturas 3D da molécula que esta
sendo estudada, tais estruturas sdo usualmente obtidas por métodos de modelagem molecular,
como aqueles baseados em campos de forca, ou através de métodos de mecénica quantica como,
por exemplo, a teoria do funcional da densidade (DFT). Em seguida, usam-se os dados de RDCs
experimentais (mais de cinco) — quantos mais melhor — com as coordenadas de cada vetor
internuclear extraidas de cada estrutura gerada computacionalmente para obter o tensor de
alinhamento calculado que mais se ajuste a uma das estruturas moleculares computacionais.
Esse ajuste (problemas de minimos quadrados) € realizado utilizando o método matematico
SvD.¥

Posteriormente faz-se 0 caminho inverso, ou seja, aplica-se o tensor de alinhamento
calculado sobre as coordenadas de cada vetor internuclear extraidas de cada estrutura gerada
computacionalmente para obter os RDCs calculados. O melhor ajuste sera aquele que

apresentar a melhor similaridade entre os RDCs medidos experimentalmente e os valores
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calculados a partir do tensor de alinhamento, sendo que o melhor ajuste € comumente expresso

em termos de Q (Equacéo 32).

Figura 30— Esquema geral para obtencdo de informacdes estruturais usando RDCs. Adaptada
de Gil etal.®

Conjunto de
diastereoisomeros

3D
Ajuste baseado em SVD Tensor de alinhamento
(Mspin-RDC ou PALES) ajustado
Dados de RDCs Comparagio entre RDC caleulado
experimentais RDC,,, e RDC,,
(Mais de cinco valores
independentes)

Conjunto de fator de qualidade :

Or0s . Oy

(Menor fator Q = melhor estrutura)

Fonte: GIL (2017, p. 150)

1.5 Anisotropia do Deslocamento Quimico Residual (RCSA)

Em um campo magnético aplicado, os elétrons de valéncia de elementos como, por
exemplo, *H ou *3C séo forcados a circular gerando uma corrente diamagnética local que causa
um campo magnético, de direcdo habitualmente oposta ao campo magnético aplicado, sendo
denominada blindagem diamagnética ou anisotrépica. Portanto, o campo magnético sofrido
pelo ndcleo atdmico depende da magnitude da blindagem diamagnética.

O deslocamento quimico (3) do nucleo atbmico é uma grandeza que depende dessa
densidade eletronica, isso significa que uma densidade eletrdnica variavel ao redor do ndcleo
tem como consequéncia deslocamentos quimicos também distintos. A camada de valéncia de
cada elemento tem um valor diferente de elétrons, portanto, cada nucleo tem uma blindagem
distinta e que pode variar dependendo da eletronegatividade do elemento, da presenca de
sistemas 7 nas proximidades desse nucleo ou mesmo do meio onde a molécula analisada esta

inserida.
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O deslocamento quimico observado (§,,s) € uma grandeza que é descrita como a soma
de pardmetros isotropico (8;,) € anisotropico (8cs4), conforme anotado na Equagdo 39.1%
Entretanto, quando a molécula é dissolvida em um meio isotropico, o valor médio da
componente anisotropica do deslocamento quimico é zero e o deslocamento quimico observado
fica dependente apenas da componente isotropica. Por outro lado, se 0 meio for orientado, além
do paré@metro isotrdpico, o parametro anisotropico também contribui ao 6.

A anisotropia do deslocamento quimico € o resultado de uma distribuicéo eletrénica ndo
simetricamente esférica e s6 modifica a posicdo das linhas espectrais no estado solido ou em
solugcBes com algum grau de anisotropia. Em solugdes isotropicas, a anisotropia do
deslocamento quimico ndo afeta a posi¢do das linhas espectrais afetando somente os parametros

de relaxagdo.4"97:101
Equacao 39 Sops = %(511 + 63, + 633) + §6C5‘A

Em sistemas orientados o §,,, difere do deslocamento isotrépico por uma contribuicéo

anisotropica que pode ser expressada como:

2

Equacéo 40 Scsa = Z] {xyz}(sws 671

) 6

Onde, 0 &;; sdo os elementos da diagonal do tensor de deslocamento quimico, apos a

diagonalizagdo, 6 é o angulo formado entre o eixo do sistema principal do deslocamento
quimico e o campo magnético externo.®’

Conforme a Equacao 40, fica evidente que a componente anisotropica do deslocamento
quimico é uma fonte de informacao estrutural através da sua dependéncia com a média do termo
angular em 6, o que a torna uma ferramenta muito importante para obter informacdes estruturais
de longo alcance. A média deste pardmetro anisotrépico, para uma molécula com coordenadas
em um sistema cartesiano arbitrario, pode ser representada por uma matriz de Saupe com seus

elementos definidos conforme a Equacéo 41.%

3cosBjcos -1
2

Equacdo 41 Sij = { )
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Onde, 6; € referente a orientacao instantanea do eixo molecular i com rela¢do ao campo
magnético aplicado. Sendo assim, a expressdo da componente anisotropica do deslocamento

quimico (Equacéo 40) pode ser reescrita da seguinte forma:
~ 2
Equacao 42 Ocsa = ;Zij:{x,y,z} Sijbij

Como ja definido para 0 RDC, a matriz de Saupe corresponde ao tensor de alinhamento
(/i) fatorado por ; Logo, a Equacdo 42 pode ser reescrita mostrando a anisotropia do

deslocamento quimico como sendo o resultado da multiplicacdo escalar entre o tensor de

alinhamento e o tensor de deslocamento quimico (Equacao 43).

Equacéo 43 8csa = Dij=(x,y,2 Aij0ij

Esta componente anisotropica residual do deslocamento quimico &.s4 cONtém
informagdo estrutural altamente valiosa, ao correlacionar a orientagéo relativa dos tensores de
deslocamento quimico, e poderia, de forma andloga aos RDCs, ser empregada para a
determinacdo da geometria molecular e, portanto, da configuracao relativa ou conformacéo da

molécula.1%?

1.5.1 Medidas Experimentais de RCSAs

Em RMN, o deslocamento quimico é o pardmetro mais facilmente medido®>* e sua
componente anisotrépica, teoricamente, poderia ser revelada para qualquer elemento. No
entanto, para moléculas organicas a componente anisotropica € medida para carbono. Para
tanto, o experimento convencional para adquirir os dados de RCSAs é um simples experimento
1D B¥C-{*H}.

Enquanto os RDCs fornecem informagdes sobre a orientacdo dos vetores internucleares,
tipicamente ligagdo 3C-'H direto, os RCSAs fornecem a orientacdo do tensor de blindagem
quimica dos **C individuais na molécula e, portanto, podem relatar tanto carbonos protonados
como carbonos ndo-protonados em qualquer estrutura organica.*”1%3

Sendo assim, em comparacdo com 0os RDCs, os RCSAs tém a vantagem adicional de

fornecer informacgdes de orientagdo sobre carbonos quaternarios que, de outra forma, soO
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poderiam ser alcancadas através de medicdes de RDCs de longo alcance que apresentam mais
dificuldade para a sua medicdo. Portanto, os RCSAs sdo extremamente Uteis para a
determinacéo da configuracio de moléculas deficientes em hidrogénios.®® Vale ressaltar que os
dados da anisotropia do deslocamento quimico residual podem ser analisados de forma isolada
como também combinados com RDCs para avaliar com mais robustez a estrutura molecular.*!

De forma similar aos RDCs é necessario realizar duas medidas para a aquisi¢do dos
dados de RCSAs, uma em condicdes isotropicas e outra em condic¢des parcialmente orientadas.

Também ha possibilidade de as medidas serem realizadas em duas condicdes
anisotrdpicas com diferentes tensores de alinhamento. Desta forma, o RCSA pode ser
determinado medindo a diferenca no deslocamento quimico entre duas condicGes de
alinhamento, definidas pelos respectivos tensores de alinhamento. Para tanto, é conveniente
selecionar arbitrariamente um nucleo de carbono na molécula como referéncia interna (ref)
para que a medicdo do RCSA se torne independente da calibracdo do deslocamento quimico

respeito a uma referéncia externa. Logo, o RCSA pode ser expressado na forma:1%®

Equag&o 44 RCSAy = (800 — g@reN)) — (§@k) — 5@ren)
— €Y () CSA CSAref
- Zi,j=x.y,Z(Aij _Aij )(51'1' ‘- 6ij )
CSAref

- &y (2)) €54 < @
- 2i,j=x,y,Z<Aij — 4j )511' - (Aij — 4j )51']'

Onde, RCSA, representa o RCSA do ndcleo k, enquanto que

sl sref) 52k ¢ §2ref) representam os deslocamentos quimicos do nicleo k e do ntcleo

CSAy

de referéncia interna, ambos submetidos as condicdes anisotropicas (1) e isotropicas (2), J; i

CSAyef
e 5i ;
referéncia.

sdo os elementos dos tensores de deslocamento quimico do k e do nucleo de

Ao invés de tomarmos como referéncia o ntcleo 3C interno da molécula, ha também a
possibilidade de acrescentar ao sistema um composto de referéncia como, por exemplo, 0
tetrametilsilano (TMS) que, por ser altamente simétrico, tem um alinhamento desprezivel nas

condicgdes usadas de alinhamento fraco e portanto a diferenca do tensor de alinhamento nos
diferentes meios (AS.'TMS) —~ AEJ?'TMS)) ¢ praticamente igual a zero. Além do mais, o carbono

do TMS tem uma pequena anisotropia de deslocamento quimico, fornecida somente por

contribuicBes vibracionais. Portanto, espera-se que 0 RCSA de *C do TMS seja desprezivel
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em comparacdo com 0s RCSAs de um composto tipico sob condi¢des de alinhamento idénticas.
Consequentemente se 0 TMS for usado para referéncia de carbono, a Equagéo 44 passa a ser

rescrita como:

Equacao 45 RCSA, =%, j=x.y,Z(A8) - AEJZ'))‘giCjSAk

1.5.2 Fator de Correcdo Usado para Eliminar Contribuicdes Isotropicas nas Medidas de RCSAs

Os tensores de blindagem quimica, diferentemente dos acoplamentos dipolares, tém
uma parte isotrépica e, portanto, a medicdo dos RCSAs requer um cuidado redobrado, pois
pequenas variacdes da componente isotropica podem obscurecer a pequena contribuicdo da
anisotropia de blindagem, tornando dificil distinguir no deslocamento quimico o que é
realmente RCSA da componente isotropica. Estas variagdes da componente isotropica sdo
decorrentes das mudancgas ambientais (solvatacdo, temperatura ou pH) durante a passagem
entre as condigBes dos meios isotropico e anisotropico.>

Esta dificuldade em medir os RCSAs, decorrente do problema de aquisicdo de um
espectro de referéncia isotropico adequado, pode justificar o uso quase que exclusivo de RDCs
como ferramenta anisotropica na determinacdo estrutural de biomoléculas e moléculas
organicas com tamanho variando entre médio e pequeno.

Portanto, o uso dos RCSAs, como ferramenta usual de laboratdrio para determinacéo
configuracional de pequenas moléculas, estd basicamente condicionado ao desenvolvimento de
meios que se alinhem parcialmente, mas que interfiram o minimamente possivel no tensor de
blindagem quimica do ndcleo em estudo. Ha diversas maneiras de alcancar condi¢cdes de
alinhamento parcial (veja-se o item 1.1), mas em geral ha o problema da mudanc¢a na magnitude
da componente isotropica que consequentemente incrementa o valor do deslocamento quimico
devido a passagem entre meios com diferentes grau de alinhamento, isto impede de revelar
diretamente a magnitude da componente anisotropica.

Uma forma de contornar este problema, no caso dos géis reticulados submetidos a
compressdo, foi proposta por Griesinger e colaboradores.®® Eles estimaram a variagdo da
componente isotropica do deslocamento quimico conforme o meio € sujeito & mudancas no
grau de compressao (gel comprimido (comp) e gel relaxado(rel)). Para tanto, eles assumiram

que tal variacdo seria proporcional a alteracdo da componente isotropica do deslocamento
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quimico observado entre as medidas do deslocamento quimico obtidas dentro e fora do gel
relaxado.

Este procedimento so foi possivel porque no estado relaxado ha uma camada de solugéo
isotropica que envolve o gel, permitindo, no mesmo experimento, observar sinais de carbono
do analito dentro (sem alteragio da componente anisotropica - ASt,;) e fora (isotropico, AS,
do gel relaxado.

Ao medir a diferenca de desvio quimico entre os sinais (A8, — A8/, ), 0 efeito do gel
no desvio quimico isotropico de cada sinal i pode ser estimado. Assim, um fator de
proporcionalidade comum c¢ (Equacdo 46) pode ser usado para corrigir o deslocamento
isotropico indesejado.

Equac&o 46 ARCSA; = ASLomp — ASLe — c(ASL,, — ASL,)

Onde, cada termo AS® representa a diferenca de desvio quimico que se da entre um

ndcleo i e um pico escolhido de referéncia (ref), ambos nha mesma condicéo (ou seja, MCOW,
Slomp — Otarps ALy = Loy — 1ol ASL, = 8L, — 812)). Para um nmero suficientemente
grande de sinais de carbono sp?, e que espalhem todo o espaco 5D, anulando a constante de
proporcionalidade ¢ pode ser determinada com base em uma média dos tensores CSA
associados aos carbonos sp® sendo que o valor médio da contribuicdo anisotrépica é anulada
para esses carbonos.

Sob estas condicdes, a constante ¢ pode ser calculada a partir da Equacéo 46 que pode
ser reescrita isolando ¢ (Equacdo 47) tomando como referéncias apenas os carbonos sp®

presentes na estrutura da molécula.®*>*

0= A(S‘éomp - Aé\1éel - C(Aé‘?l;el A61150)

— —5p3
L 13

A omp—ASL,
=——%>

Equacao 47
AL, Dbl

Acontece que para compostos pequenos com pouca quantidade de carbonos sp®, a
hipdtese de partida pode ndo se cumprir e esta estimativa pode nos levar a um erro. Navarro-
Vazquez e colaboradores® automatizaram a determinacdo do fator de escala ¢ sem a

necessidade da Equacgdo 46. Para tanto, desenvolveram um algoritmo capaz de remover a
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interferéncia isotrépica do deslocamento quimico, automaticamente, durante o ajuste SVD no
programa MSpin.

Ja quando o meio de alinhamento séo os cristais liquidos poliméricos helicoidais, Liu e
colaboradores!® propuseram uma expressdo para medir anisotropia do deslocamento quimico

residual, associando esta expressdo a um fator de correcdo (Equacéo 48).

Equacéo 48

) . PBLG . )
RCSA, = (8% — 815) = (8l — BES) — oom A [ (5, — 8745) — (8}, — 51315)]
11

[PBLG]

Onde, &' e 6™S$ s3o, respectivamente, medidas de deslocamento quimico para um
carbono i e composto de referéncia TMS; enquanto os subindices indicam os experimentos
realizados sem PBLG no meio isotropico (I10); com PBLG, mas numa concentracdo abaixo da
concentragdo critica, portanto, no meio isotrdpico (1) e finalmente com PBLG, mas acima da
concentragdo critica no meio anisotropico (A1). Por ultimo, [PBLG] é a concentragdo do
mesogeno.

Os autores partiram da premissa de que a mudanca da componente isotropica varia
linearmente com a concentragdo de PBLG. Desta forma, na medida de RCSA dos deslocamento
qguimicos, a uma concentracdo (/1) por baixo da concentracdo critica do mesdgeno, permite
extrapolar a componente isotropica do deslocamento quimico a concentracfes onde a fase
anisotrépica ja foi formada.

Uma outra abordagem dos cristais liquidos como meios de alinhamento requer a
mudanca da temperatura para passar de uma fase isotropica para anisotropica ou vice-versa.
Usando esta metodologia, a componente isotrépica do deslocamento quimico é afetada como
consequéncia da variacdo da temperatura e gera 0 mesmo problema de referéncia citado para
0s geis reticulados, bem como, para os cristais liquidos liotropicos helicoidais. No entanto, a
dependéncia do tensor de blindagem com a temperatura poderia ser estimada e,
consequentemente, corrigido.®? Vale salientar que 0s nossos estudos consistem no
desenvolvimento da formacdo de um cristal liquido sem que haja grande variacdo da
temperatura (3 ou 5 °C) para acontecer a transformacdo completa da fase isotropica a
anisotropica ou vice-versa, reduzindo a priori o efeito da variagdo da temperatura sobre o tensor

de blindagem quimica no célculo do RCSA.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivos Gerais

Estudar a aplicabilidade e limitagGes do uso de fases cromonicas ionicas e ndo-idnicas
para estudo estrutural de moléculas organicas em meio aquoso.

Desenvolver novos meios de alinhamento com base em estruturas cromonicas que
possam ser compativeis com agua. Exploraremos, também, o possivel uso desses meios na
medicdo de RDCs e RCSAs de diferentes moléculas orgénicas e os fatores que controlam o

grau e 0 modo de alinhamento.

1.6.2 Objetivos Especificos

1. Aprimoramento da sintese do mesdgeno croménico 2,3,6,7,10,11-hexa-(1,4,7-
trioxaoctil)-trifenileno (TP6EO2M));

2. Avaliar a formacdo de fases liotropicas pelo mesdégeno TP6EO2M em solucdo para
formar meios parcialmente orientados que possam ser usados em solucéo aquosa;

3. Submeter pequenas moléculas organicas a condi¢Bes parcialmente orientadas em
TP6EO2M para medir valores de RDCs e RCSAs;

4. Avaliar a conformacdo preferencial da sacarose e da cefuroxima em meio aquoso
usando as medidas anisotropicas adquiridas em TP6EO2M,;

5. Determinar a conformacdo preferida da monocrotalina em &gua mediante RDCs e
RCSAs obtidos no sistema cromoglicato de s6dio/NaCl.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Equipamentos, Solventes e Reagentes

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Agilent DD2, com
frequéncias de ressonancia magnética de 100,52 MHz para 3C, 61,36 MHz para ?H e 399,74
MHz para o 'H. Espectrometros da Bruker tipo Avance Il também foram usados: um com
frequéncias de ressonancia de 100,63 MHz para '3C, 61,43 MHz para 2H e 400,16 MHz para
'H em um caso o0 outro com frequéncias de ressonancia de 150,91 MHz para *C, 92,12 MHz
para 2H e 600,09 MHz para 'H.

Os experimentos no RMN foram realizados usando tubos de RMN de 5 mm da Wilmard
com as amostras dissolvidas em CDCIz (grau de deuteracdo de 99,8 %), D.O (grau de
deuteragdo de 99,9 %) e DMSO-ds (grau de deuteracéo de 99,9 %). Os espectros de RMN-'H
e RMN-3C foram referenciados ao sinal do solvente. Os valores tanto do deslocamento quimico
(6) quanto da anisotropia do deslocamento quimico residual (RCSA) foram expressos em partes
por milhdo (ppm), enquanto as constantes de acoplamento escalar (J) e acoplamento dipolar
residual (RDC) foram expressas em Hertz (Hz).

Os dados cristalograficos analisados por difracdo de raio-X foram coletados a 100 K,
usando um difratdmetro da Bruker D8 Venture com um detector Photon 100 CMOS. A radiacdo
Mo-Ka (A=0,71073 A) foi gerada por uma fonte de microfoco de alto brilho Incoatec equipada
com Optica multicamada Incoatec Helios.

Os espectros de massa por ionizagéo por eletrospray foram registrados com um APEX-
Qe FT-ICR MS (Bruker, Daltonics, Bilerica, MA) equipado com um campo magnético de 7T.
Os ions foram gerados usando fonte de ionizagdo por eletrospray Combi MALD.

A andlise elementar foi realizada em um analisador Elementar Carlo Erba 1108 /
combustdo cromatografica - tendo medidas de hidrogénio de acetanilida e sulfanilida
intercaladas entre as amostras para comprovar o bom funcionamento do equipamento.

O equipamento usado para evaporar o0s solventes a baixa pressdo foi um rotaevaporador
da Buchi modelo R-200 acoplado a um banho-maria da Buchi B-490 e a uma bomba de vacuo
Welch llmvac LVS 610 T. Ja o liofilizador foi um Telstar Lyoquest acoplado a uma bomba de
vacuo modelo RV5 da Edwards.

As colunas cromatogréaficas foram empacotadas com silica gel 60 (40-63 microns)
adquirida da PanReac AppliChem. Todos os solventes, bem como, reagentes utilizados nas

reacOes ou preparo de solugcdes foram de grau analitico ou HPLC das marcas Merck, Vetec,
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Synth, Din&mica, Cinética, Moderna, Quimex ou Sigma-Aldrich. A amostra de monocrotalina
foi fornecida pela professora Raquel Giordanni da UFRN.

2.2 Sintese do 2,3,6,7,10,11-Hexa-(1,4,7-trioxaoctil)-trifenileno (TP6EO2M)

A sintese do 2,3,6,7,10,11-hexa-(1,4,7-trioxaoctil)-trifenileno ou simplesmente
TP6EO2M (composto 4) foi elaborada conforme a metodologia aplicada por Herbaut e
Baranoff,®” porém foram realizadas importantes modificacGes para melhorar o rendimento da

reacao.

2.2.1 Sintese do 2,3,6,7,10,11-Hexametoxitrifenileno (1)

A uma solucdo de veratrol (12 mL, 94 mmol, 1 equiv.) em DCM (200 mL) sob banho
de gelo foram adicionados 0,5 mL de H2SOj e, gota a gota, 46 g de FeCls (284 mmol, 3 equiv.)
suspenso em 170 mL de DCM. A mistura reacional permaneceu por 3 horas em temperatura
ambiente (23 °C) reagindo sob forte agitacdo. Ao final desse tempo, retornou-se a mistura
reacional para o banho de gelo e acrescentou-se, lentamente, metanol, até formacdo de uma
emulsdo. Esta mistura permaneceu por mais 30 minutos em temperatura ambiente sob forte
agitacdo. Finalmente, o solido suspenso foi filtrado a vacuo, usando um funil de Buchner com
placa porosa sinterizada de nimero 4 e, em seguida, lavado exaustivamente com metanol. Na
sequéncia, o sélido foi seco a vacuo, obtendo-se 9,2 g (71 % de rendimento) do 2,3,6,7,10,11-
Hexametoxitrifenileno (6MeOTPh) na forma de um sélido cinza.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,74 (s, 1H), 4,12 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 148,70 (ArC), 123,14 (ArC), 104,21 (ArCH), 56,04 (-OCHj).
LRMS (ESI-TOF): m/z 409,16 (calculado 408,16).

Anadlise elementar por combustdo cromatografica equipado com analizador elementar Carlo
Erba dectectou: <0,08 % de N; 70,12 % de C (calculado 70,58 %); 5,85 % de H (calculado 5,92
%); <0,30 % de S.
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Figura 31— Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) do 2,3,6,7,10,11-hexametoxitrifenileno
(1).
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Figura 32— Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCls) do 2,3,6,7,10,11-hexametoxitrifenileno
(1).
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2.2.2 Sintese do 2,3,6,7,10,11-Hexahidroxitrifenileno (2)

O substrato 1 (7,2 g; 17,6 mmol; 1 equiv.) obtido na etapa anterior foi adicionado a uma
mistura de CH3COOH (250 mL)/HBruag 48 % w/w (250 mL) que foi previamente
desgaseificada com N2 por 15 minutos. Em seguida, deixou-se a suspenséo por mais 15 minutos
desgaseificando com N, sob agitacdo e em temperatura ambiente. Posteriormente, a suspensao
sob agitacdo e atmosfera inerte com N2 permaneceu reagindo em refluxo (120 °C) por 15 h.
Depois, a mistura foi arrefecida e deixada em repouso até haver a formacgao de uma suspensdo
que foi filtrada a vacuo usando funil de Buchner com placa porosa sinterizada de nimero 4 e
lavada com agua destilada a temperatura ambiente. Finalmente, o sélido cinza retido foi
liofilizado por 24 h, obtendo-se 5,7 g de um sélido com coloracao verde esmeralda (100 % de
rendimento), apds ter sido caracterizado identificou-o como sendo 2,3,6,7,10,11-
Hexahidroxitrifenileno (6HOTPh).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,26 (s, 1H, -OH), 7,59 (s, 1H, ArCH).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 145,69 (ArC), 122,29 (ArC), 108,23 (ArCH).

LRMS (ESI-TOF): m/z 324,06 (calculado 324,06).

Anélise elementar por combustdo cromatografica equipado com analizador elementar Carlo
Erba dectectou: <0,08 % de N; 64,50 % de C (calculado 66,67 %); 3,77 % de H (calculado 3,73
%); <0,30 % de S.
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Figura 33— Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do 2,3,6,7,10,11-hexahiroxitrifenileno
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Figura 34— Espectro de RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds) do 2,3,6,7,10,11-hexahiroxitrifenileno
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2.2.3 Sintese do 2-(2-Metoxietoxi)etil Metanosulfonato (3)

O monometil éter de dietilenoglicol (39,5 mL, 336 mmol, 1 equiv.) foi diluido em
acetato de etila (600 mL) e, em seguida, o baldo de reacdo foi esta solucdo foi posto em um
banho de gelo para, posterior adi¢do, gota a gota, sequencialmente, da trietilamina (95 mL) e
do cloreto de metanossulfonila (31 mL, 403 mmol, 1,2 equiv.). Depois, retirou-se o baldo do
banho de gelo e deixou-se a mistura em temperatura ambiente reagindo por 45 minutos sob
forte agitacdo, pois houve formacgédo de uma suspensdo em flocos de cor levemente amarela.
Finalmente, elaborou-se a reacdo lavando a fase organica em triplicata com &gua destilada (3 x
100 mL), em seguida, a fase organica foi seca com Na2SOg, filtrada e rotaevaporada a vacuo
com o controle de temperatura a 40 °C. O liquido amarelo levemente viscoso foi pesado
totalizando 49,2 g (74 % de rendimento), apos ter sido caracterizado observou que correspondia
a0 2-(2-metoxietoxi)etil metanosulfonato (MSODEG).

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 4,35 (m, 2H) 3,74 (m, 2H), 3,63 (m, 2H), 3,51 (m, 2H), 3,34 (s,
3H), 3,04 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 71,81 (-CH>-); 70,58 (-CH2-); 69,21 (-CH-); 69,03 (-CH2-);
58,97 (-OCHg); 37,62 (-SCHs3).

LRMS (ESI-TOF): m/z 199,06 (calculado 198,05).

Figura 35— Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do 2-(2-metoxietoxi)etil metanosulfonato (3).
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Figura 36— Espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCls) do 2-(2-metoxietoxi)etil metanosulfonato
3).
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2.2.4 Sintese do 2,3,6,7,10,11-Hexa-(1,4,7-trioxaoctil)-trifenileno (4)

Inicialmente, o sistema montado para a reagdo (condensador e baldo de fundo redondo
contendo a barra magnética) foi flambeado em triplicata usando N2> como gas de arraste. Em
seguida, a DMF (350 mL) anidra, contendo peneiras moléculares de fabrica e com grau de
pureza de 99,5 %, foi inserida no sistema e, imediatamente, desgaseificada com N2 por 10
minutos. A seguir, de uma so vez, foi adicionado K.COs anidro (33,4 g; 241,9 mmol; 14 equiv.)
a DFM e continuou-se a desgaseificar a suspensdo pelo mesmo tempo anterior, sob agitacédo e
temperatura ambiente. Logo depois, acrescentou-se o composto 2 (5,6 g; 17,3 mmol; 1 equiv.)
e continuou-se a desgaseificacdo por mais 10 minutos. Logo ap0s, aumentou-se a temperatura
do sistema até 70 °C e adicionou-se, gota a gota, o composto 3 (47,9 g; 241,9 mmol; 14 equiv.).
Ao final da adicdo do agente alquilante, aumentou-se a temperatura do sistema a 85 °C e
permaneceu assim por 2 dias reagindo sob agitagéo.

Ao término, a reacdo foi arrefecida e elaborada, primeiramente, filtrando-se com funil
de Buchner equipado com placa sinterizada de nimero 4 e depois eliminando-se DMF, tanto
quanto possivel, por evaporagdo em regime de vacuo (10 mbar). Sem demora, o liquido pastoso
obtido da rotaevaporacao foi liofilizado para garantir acompleta eliminacdo do DMF, que ainda
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restava. Para tanto, foi adicionada agua destilada ao liquido pastoso na proporgdo de 10:1 v/v
(Agua/material pastoso). Em seguida, o material, completamente, seco foi dissolvido em DCM
(450 mL) para ser lavado em triplicata com salmoura (3 x 200 mL). Na sequéncia, a fase
orgénica foi seca com NaxSOg, filtrada e rotaevaporada, resultando em 21,4 g de um liquido
pastoso preto que foi purificado por cromatografia de silica gel (8,5 x 18 cm).

O eluente isocratico usado na coluna cromatografica foi uma mistura de DCM/MeOH
(95:5), fluindo através da coluna com fluxo de 3 cm/min. As aliquotas foram coletadas a um
volume de 100 mL. Finalmente, as fracdes reunidas de F15 a F26 foram rotaevaporadas,
obtendo-se 9,45 g (58,4 % de rendimento) de um sélido marrom claro que cristalizava na parede
do bal4o.

Para obter um grau de pureza mais elevado, o solido foi dissolvido em terc-butilmetil
éter (tBME) e recristalizado em banho de gelo alcangcando-se 8,4 g (51,9 % de rendimento) do
2,3,6,7,10,11-hexa-(1,4,7-trioxaoctil)-trifenileno (TP6EO2M) como cristais amarelo claros em
forma de agulhas finas.

Para alcancar cristais de tamanho e qualidade suficiente para medidas cristalograficas
de DRX, o produto foi recristalizado lentamente em terc-butilmetil éter permitindo a lenta
evaporacdo do solvente mediante o uso de septo e agulha.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7,90 (s, 6H), 4,43 (m, 12H), 4,02 (m, 12H), 3,82 (m, 12H), 3,63
(m, 12H), 3,42 (s, 18H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 148,75 (ArC); 123,96 (ArC); 108,07 (ArCH); 72,05 (-CHy-);
70,84 (-CH2-); 69,93 (-CH2-); 69,24 (-CH2-); 59,08 (-OCHp3).

LRMS (ESI-TOF): m/z 937,48 (calculado 936,47).

DRX: a=14,69(2) A; b =36,42(3) A; c =9,13(8) A; a.=90°; B =96,161°; y = 90° (Anexo - A
1)



Figura 37— Espectro de RMN H (400 MHz, CDCI®) do TP6EO2M (4).
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2.3 Sintese do 1,2-Bis(2-(2-metoxietoxi)etoxi) Benzeno (5)

A vidraria foi primeiramente flambeada em triplicata. Na sequéncia, foram adicionados
K2COs (627 mg; 4,53 mmol; 2,5 equiv.) e catecol (200 mg; 1,81 mmol; 1 equiv.) a 20 mL de
metanol, tudo & temperatura ambiente. Logo depois, aqueceu-se a mistura reacional até a
temperatura de refluxo e acrescentou-se ao meio o composto 3 (899 mg; 4,53 mmol; 2,5 equiv.).
A mistura reacional permaneceu sob agitacdo e em atmosfera inerte de N2 por 18 h.

Em seguida, a mistura reacional foi filtrada sob uma estreita camada de celite,
concentrada por rotaevaporacao, dissolvidaem DCM e lavada em triplicata com solucgdo aquosa
de NaOH 10 %. Logo em seguida, a fase organica foi seca com Na>SOs, filtrada, rotaevaporada
e cromatografada em coluna de silica gel (4 x 19 cm) com eluente isocratico DCM/MeOH
(98:2) fluindo a 5 cm/min através da coluna. As fraces foram coletadas em aliquotas de 30
mL. Finalmente, as fragdes F17 a F20 foram reunidas conseguindo-se 357 mg (62,6 % de
rendimento) de um liquido com aspecto de 6leo com coloracdo amarela clara que apos ter sido
analisado foi identificado como sendo o 1,2-bis(2-(2-metoxietoxi)etoxi) benzeno.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 6,93 (m, 4H), 4,20 (m, 4H), 3,89 (m, 4H), 3,76 (m, 4H), 3,59
(m, 4H), 3,41 (s, 6H).

Figura 39— Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI®) do 1,2-bis(2-(2-metoxietoxi)etoxi)

benzeno (5).
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2.3.1 Sintese do 2,3,6,7,10,11-Hexa-(1,4,7-trioxaoctil)-trifenileno (4) Usando o 1,2-Bis(2-(2-

metoxietoxi)etoxi) Benzeno (5) como Reagente de Partida

Uma aliquota (143 mg; 0,45 mmol; 1 equiv.) do 1,2-bis(2-(2-metoxietoxi)etoxi)
benzeno (5) foi dissolvida em 10 mL de DCM, previamente desgaseificado com N2 por 5
minutos. Em seguida, foram acrescentados, sequencialmente, uma gota de H.SO4 concentrado
e, huma Unica vez, FeClsz (221 mg; 1,36 mmol; 3 equiv.). Esta mistura reacional permaneceu
por 5 dias, sob agitacdo, sendo monitorada por meio de cromatografia em camada delgada.
Durante as primeiras 24 h a mistura reacional ficou a temperatura ambiente e o restante do
tempo a temperatura de refluxo. Ao final do procedimento reacional, a mistura foi filtrada,
usando funil de Buchner contendo placa porosa de namero 4, sendo o retido no filtro lavado
exaustivamente com DCM. Na sequéncia, o filtrado foi lavado com salmoura em duplicata e,
finalmente, a fase organica foi seca com Na>SOs anidro, filtrada e rotaevaporada, resultando
em 34 mg de um 6leo que apds RMN *H constatou ser o reagente de partida (5) sem, no entanto,
ter a presenca de TP6EO2M.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6,94 (m, 4H), 4,21 (m, 4H), 3,89 (m, 4H), 3,76 (m, 4H), 3,59
(m, 4H), 3,42 (s, 6H).

Figura 40— Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) da reacdo purificada constatando a

permanéncia do reagente de partida (5) sem a formacao de TP6EO2M.
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2.4 Analise em RMN no Meio Isotrdpico

Os experimentos de RMN de *H e **C foram usados para confirmar, respeito a literatura,
a atribuicdo dos hidrogénios e carbonos nos compostos 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Ja para as atribuicdes
completa dos sinais de hidrogénio e carbono na monocrotalina, cefuroxima e sacarose foram
necessarios, além dos experimentos padrdes de RMN, os espectros bidimensionais HSQC,
HMBC e COSY.

O espectro HSQC 'H-'3C foi adquirido com tempo de aquisic¢io de 0,150 s, 601 pontos
de memoria, tempo de espera de 1,0 s, 4 transientes, 256 incrementos em t1, largura espectral
de 15 kHz em F1 e 4 kHz em F2.

O espetro HMBC H-3C foi adquirido com tempo de aquisicio de 0,150 s, 601 pontos
de memdria, tempo de espera de 1,0 s, 16 transientes, 256 incrementos em t1, largura espectral
de 20,1 kHz em F1 e 4,0 kHz em F2.

2.5 Medidas Experimentais em RMN para Aquisi¢cdo de RDCs e RCSAs

Em nossas analises para obter os parametros anisotropicos RDCs e RCSAs é necessario
que o analito esteja num meio isotropico e, em seguida, num meio anisotrépico ou vice-versa.
Sendo que, em cada meio sdo realizados dois registros de espectros, sendo um para cada tipo
de parametro. Vale salientar que, no nosso caso, a permutacdo entre 0S meios
isotropico/anisotropico consiste numa alteracdo de temperatura do sistema onde o analito
encontra-se, isto significa que num mesmo tubo de RMN séo realizados todos os experimentos
necessarios para se conseguir 0s RDCs e RCSAs, além de que as concentracdes, tanto do
mesogeno cromdnico como do analito, permanecem constantes.

Os RDCs sdo adquiridos fazendo a diferenga entre a constante de acoplamento total (T),
que ¢ obtida quando 0 meio € anisotropico, e escalar (J), quando 0 meio € isotropico conforme
a Equacéo 38, ambas obtidas por deteccéo indireta usando o HSQC acoplados em F1.

Ja 0os RCSAs foram obtidos fazendo a diferenca dos valores em ppm dos sinais de
carbono registrados no experimento de 3C em meio anisotropico frente ao registro num meio
isotropico, ou seja, para cada sinal de carbono registrado no meio anisotropico tem seu
correspondente no meio isotrépico, no entanto, os valores sdo levemente diferentes devido a

diferenca da anisotropia entre os dois meios, esta diferenca resulta nos RCSAs conforme a
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Equacéo 44. Quanto a referéncia interna, foi escolhido um nicleo de um carbono presente no
analito situado a campo alto no espectro de RMN 3C.

Em nossos estudos, foram preparados dois distintos meios de alinhamento usando fases
cromonicas: 0 primeiro TP6EO2M/D,0 foi usado para alinhar as moléculas de sacarose e

cefuroxima, ja o segundo meio DSCG/NaCl/D0 foi usado para monocrotalina.

2.5.1 Preparagéo do Meio TP6EO2M/D,0O/Amostra para Medidas Anisotropicas

Foi preparada uma solugéo com concentragéo 40 % m/m do TP6EO2M em D0O. Para
homogeneizar 0 meio foi necessario submeter a mistura a agitacdo em vortex e aquecé-la em
banho-maria a uma temperatura por volta de 40 °C, tomando o cuidado para ndo atingir
temperaturas superiores a 50 °C, pois, de acordo com os testes, quando isso aconteceu houve
separacdo em duas fases imisciveis: uma amarela, mais densa, e outra clara opaca, portanto,
tornando a mistura inviavel de ser usada como meio anisotropico. Em seguida, foi adicionado
o0 analito (sacarose, cefuroxima) ao meio TP6EO2M/D-0 e, assim como na primeira etapa, esta
mistura foi agitada e aquecida, resultando no sistema TP6EO2M/D,O/amostra. A quantidade
de massa do analito que deve ser adicionada ao meio depende da sua solubilidade na mistura
TP6EO2M/D.0O e também da perturbacdo que a fase anisotropica pode sofrer com uma
concentracdo elevada dele. No caso em questdo, foram usados 50 mg de sacarose e 25 mg de
cefuroxima em tubos de RMN de 5 mm. O monitoramento através da medida de splitting
quadrupolar em D>O mostrou a formagdo completa da fase anisotrdpica, as temperaturas de 16
°C e 12 °C quando na presenca, respectivamente, da sacarose e cefuroxima.

2.5.2 Monitoramento da Formacdo das Fases Anisotropico e Isotropico no Meio
TP6EO2M/D,0O/Amostra

Ap0s adigdo do analito ao meio TP6EO2M/D-0 faz-se necessario identificar quais as
temperaturas limites para a formagdo completa das fases nematica e isotropica. Esta mudanca
de fase ¢ monitorada através do desdobramento do sinal de ?H do solvente, conforme a
temperatura do meio altera-se. O desdobramento do sinal de deutério da D20 em um dupleto
quadrupolar evidencia a formacao de uma fase nemaética, porém, se este dupleto colapsa a um

simpleto isto € resultado da formacdo de fase isotropica. Tal observacdo deve ser sempre
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realizada para cada analito, pois o comportamento do meio TP6EO2M/D-0 altera-se conforme
o tipo de analito devido a diferentes graus de interacdo entre o analito e a fase anisotropica,
como consequéncia, a temperatura de transicéo entre as fases € diferente para cada composto
estudado.

Para a sacarose, a fase nematica foi completamente formada quando a temperatura do
sistema registrava 16 °C, sendo o desdobramento quadrupolar de 769 Hz. Apos 0 aquecimento
a 19 °C, o dupleto colapsou evidenciando a formacéo de fase isotropica. No intervalo entre as
temperaturas limites houve a presenca de um dupleto e um simpleto indicando a existéncia
simultanea das fases nemaética e isotropica, caracteristica propria das fases croménicas. Isto
aconteceu em todos 0s monitoramentos dos sistemas TP6EO2M/D,O/amostra.

Com a cefuroxima a fase nematica foi formada quando a temperatura do sistema
registrava 12 °C, com splitting do dupleto de 816 Hz. Apds o aquecimento a 17 °C, o dupleto
colapsou, evidenciando a formacéo da fase isotrdpica.

2.5.2.1 Experimentos de RMN HSQC Acoplados em F1 Realizados com a Sacarose no Meio
TP6EO2M/D,0O/Amostra

Os espectros HSQC® acoplados em F1, com pulso adiabético, desacoplamento
homonuclear de *H (pure shift) e com multiplicacdo das constantes de acoplamento por um
fator k = 4, foram adquiridos para a sacarose com 0s seguintes parametros: tempo de aquisicao
de 0,02 s, tempo de espera de 1,5 s, 32 transientes, 256 pontos adquiridos em modo NUS (non-
uniform sampling) sobre um tamanho espectral total de 1024 pontos em F1, 1598 pontos em
F2, largura espectral de 20,16 kHz em F1 e 4,00 kHz em F2. Os mesmos parametros foram

usados para as condicGes anisotrépica (16 °C) e isotropica (19 °C).

2.5.2.2 Experimentos de RMN 3C-{H} Realizados com a Sacarose no Meio
TP6EO2M/D.O/Amostra

Os espectros 3C desacoplados foram adquiridos para a sacarose com tempo de
aquisicdo de 0,57 s, tempo de espera de 2 s, 2048 transientes, 32768 pontos de memoria, largura
espectral de 28,41 kHz. Os mesmos parametros foram usados para as condigdes anisotropica
(16 °C) e isotropica (19 °C).



95

2.5.2.3 Experimentos de RMN HSQC Acoplados em F1 Realizados com a Cefuroxima no Meio
TP6EO2M/D.O/Amostra

Os espectros HSQC acoplados em F1, com pulso adiabatico, desacoplamento
homonuclear tipo pure shift e com multiplicacdo das constantes de acoplamento por um fator k
= 4, foram adquiridos para a cefuroxima com 0s seguintes parametros: tempo de aquisicdo de
0,02 s, tempo de espera de 1,5 s, 40 transientes, 256 pontos adquiridos em modo NUS de um
tamanho espectral de 1024 em F1, 2048 pontos em F2, largura espectral de 28,41 kHzem Fl e
8,01 kHz em F2. Os mesmos parametros foram usados nas condi¢des anisotropica (12 °C) e
isotrdpica (17 °C).

2.5.2.4 Experimentos de RMN C-{'H} Realizados com a Cefuroxima no Meio
TP6EO2M/D.O/Amostra

Os espectros 3C desacoplados foram adquiridos para a cefuroxima com tempo de
aquisicdo de 0,57 s, tempo de espera de 2 s, 10240 transientes, 32768 pontos de memoria,
largura espectral de 28,41 kHz. Os mesmos parametros foram usados para as condigdes
anisotrdpica (12 °C) e isotropica (17 °C).

2.5.3 Preparagdo de uma Amostra de Monocrotalina no Meio Anisotrépico DSCG/NaCl/D.O

Foi preparada inicialmente uma solu¢do com concentragcdo 7,7 % m/m do DSCG em
D>0 dopado com 0,3 M de NaCl. Aproximadamente 15 mg de monocrotalina foram, entéo,
dissolvidas na solugdo de DSCG/NaCl/D-0. Porém, a monitorizagao do espectro de 2H mostrou
que a fase anisotrépica nao estava formada na sua totalidade e foi necessario adicionar DSCG

até a formagdo completa da fase anisotropica a temperatura alvo (23 °C).10%®

2.5.4 Medidas Experimentais de RDCs e RCSAs Realizadas com Monocrotalina

A medida em condi¢do anisotropica foi realizada no meio DSCG/NaCl/D20 a uma

temperatura de 23 °C. Para monitorar a formagéo da fase nematica usou-se espectroscopia de
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2H que, em 23 °C, indicou a presenca de um dupleto e um simpleto, respectivamente, integrando
numa relagdo 9:1. O dupleto quadrupolar de 89 Hz confirmava a fase nematica, enquanto o
simpleto pertencia ao que restava de fase isotropica no meio. Apos o0 aquecimento a 28 °C, este

dupleto colapsou a um simpleto restando exclusivamente a fase isotropica.

2.5.4.1 Experimentos de RMN HSQC Acoplados em F2 Realizados com a Monocrotalina no
Meio DSCG/D,0O/NaCl/Amostra

Os espectros HSQC acoplados em F2 foram adquiridos com tempo de aquisi¢do de
0,249 s, 1024 pontos de memoaria, tempo de espera de 1 s, 8 transientes, 194 incrementos em
t1, largura espectral de 10,05 kHz em F1 e 4,01 kHz em F2. Os mesmos parametros foram

usados para as condic¢des anisotropica (23 °C) e isotropica (28 °C).

2.5.4.2 Experimentos de RMN ®C-{'H} Realizados com a Monocrotalina no Meio
DSCG/D,0O/NaCl/Amostra

Para a medigdo dos RCSAs, foram registrados espectros 3C-{*H} nas temperaturas de
23 e 28 °C correspondentes as fases nematica e isotropica, respectivamente. Os parametros para
aquisicdo dos espectros foram tempo de aquisi¢do de 1,311 s, tempo de espera de 1 s, 4096

transientes, largura espectral de 20,161 kHz.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aprimoramento da Sintese do Mesogeno Croménico TP6EO2M

Uma substancia para ter potencial factivel de agente alinhador de fase em RMN de
liquido com objetivo de extrair pardmetros anisotropicos como os RDCs ou RCSAs deve,
primeiramente, ter condicdo de atingir grau de orientacdo parcial suficiente para fornecer uma
medida precisa dos parametros anisotropicos, mas sem perda excessiva de resolucdo. Além do
mais, 0 custo econdmico da sua preparacdo deve ser suficientemente baixo para ter condicéo
de tornar o seu uso rotineiro.

O TP6EO2M é um mesdgeno cromdnico ndo-idnico, sintetizado pela primeira vez ha
mais de trinta anos, que poderia ter condi¢des de se tornar um bom meio orientador em meio
aquoso. Sua temperatura de transicdo nemaética-isotropica foi reportada proxima de 24 °C,
conforme é possivel observar no diagrama de fases do TP6EO2M/D>0 reportado por Boden e
colaboradores® e posteriormente confirmado por Al-Lawati et al.”” (Figura 41).

A fase nematica do TP6EO2M ¢é obtida numa faixa de concentracdes do mesoégeno de
10 a 51 % (Figura 41). Com base neste diagrama de transi¢cdo de fase da substancia em
evidéncia, podemos dividir a faixa de concentracdes do mesdgeno para obter a fase nematica
em trés regides: uma com concentracdo do mesdgeno abaixo de 30 %, onde observa-se uma
gueda significativa da temperatura de transicdo, outra regido com concentra¢fes superiores a
40 %, na qual a regido, para o sistema permanecer nematico, € mais estreita e, por Gltimo, a
regido cujas concentragdes estao situadas entre 30-40 % do mesdgeno.

A regido que compreende 30-40 % (destaque verde no diagrama de fases) da Figura 41
¢ a mais indicada para o proposito de agente orientador com objetivo de adquirir dados
anisotrépicos. Isto porque concentracBes abaixo de 30 % € preciso diminuir muito a
temperatura, enquanto concentracdes acima de 40 % haveria a possibilidade de haver uma
mistura de fases nematica/hexagonal durante a aquisic¢éo dos espectros.

Uma vez que escolhemos a faixa de quantidade em massa do agente alinhador para
conseguir a fase anisotrépica, precisdvamos medir esta quantia em mg necessaria para
empregarmos em tubos de RMN. A quantidade em massa total da mistura TP6EO2M/D-0, para
atingir a altura minima necessaria de aproximadamente 2 cm exigidos pelos aparelhos de
ressonancia magnética nuclear, é 340 mg e 500 mg, respectivamente, para tubos de RMN de 3
e 5 mm. Sendo assim, se considerarmos os extremos 30-40 % (Figura 41), podemos observar

pelo grafico de barras (Figura 42) que ao usar tubos de 3mm a quantidade necessaria do
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mesdgeno cromonico é respectivamente 102 e 136 mg; e 150 e 200 mg para tubos de 5 mm.
Portanto, é necessaria uma quantidade significativa de agente alinhador e, consequentemente,
0 custo econdmico da sintese do mesdgeno torna-se uma variavel importante para o uso pratico

deste meio de alinhamento.

Figura 42— Quantidade em massa do Figura 41— Diagrama de fases do
TP6EO2M adicionado em D20 contido TP6EO2M em D,0. Adaptado de Al-
em tubos de RMN de 3 e 5 mm para Lawati et al.””

formar fase nematica.
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Nessas circunstancias, um rendimento inferior a 20 %, do ponto de vista econdémico,
deixa o provavel candidato a agente alinhador de fase TP6EO2M em uma situacdo
desvantajosa, do contrario, um rendimento superior a 50 % coloca-o em destaque. O rendimento
mais alto publicado para o0 TP6EO2M ¢é de 37 % (cristais marrons),?” isto é um avanco se
comparado ao rendimento de 22 % quando ele foi sintetizado pela primeira vez.”

Sendo assim, nossos esfor¢os foram no intuito de aumentar ainda mais o rendimento e
simplicidade da sintese do TP6EO2M, para tanto, foram realizadas varias modificacbes na
metodologia usada por Herbaut e Baranoff,8” sobretudo na etapa de purificacio para obtencio
do TP6EO2M.

Depois que obtivemos as melhores condigdes para a rota sintética, o rendimento do
TP6EO2M atingiu uma porcentagem de 52 % na sua forma cristalina (Esquema 1), portanto,
acima do até entdo registrado na literatura e com grau de pureza melhor. Entretanto, a etapa de
purificagcdo do TP6EO2M, por mais que tenhamos tido grandes avangos, ainda é um limitador,
isto porque a separacdo deste composto da mistura reacional € muito complicada, tendo em
vista, 0 comportamento cromatografico muito parecidos entre o produto principal e 0s

subprodutos da reagéo.
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Esquema 1- Resumo das quatro etapas para sintese do TP6EO2M (4).
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3.1.1 Diferentes Condi¢des de Sintese e Purificacdo do TP6EO2M

Os relatos que constam na literatura para 0 TP6EO2M indicam que a purificacdo deste
produto é complicada. Ap0s as etapas de filtracdo, rotaevaporacdo e parti¢ao, o produto € obtido
na forma de um dleo com coloragdo marrom escura que em cromatografia de camada delgada
indica a mistura do produto em meio a pelo menos dois ou mais componentes. Para ser separada
esta mistura de componentes é necessario 0 uso de sucessivas cromatografias em coluna de
silica gel ou submeté-la a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a obtengéo do
produto na forma cristalina.

Tudo isto foi constatado ao tentarmos reproduzir as condicdes de sintese e elaboragédo
descritas na literatura. Tais dificuldades levaram-nos a fazer inimeras modificacGes tanto nas
condicBes de sintese, como também, na etapa de purificacdo e até mesmo na rotas sintéticas
alternativas foram testadas. O procedimento experimental mais recente descrito na literatura®’
para etapa final de alquilacdo usava DMF, K>CO3, temperatura de 120 °C e 72 horas de reagéo.

A principio este procedimento ndo foi satisfatorio para obtencdo de cristais de TP6EO2M. Ao
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contrario sempre obtivemos fraces que tinham um aspecto de 6leo com coloragdo marrom

escura e um rendimento de 15 % inferior ao 37 % descrito na literatura.

Em virtude disso, varias mudancas nas condi¢des da sintese foram testadas, veja a seguir

(Tabela 1):

Para facilitar a remocao do solvente reacional, foi trocada a DMF por outros solventes
de menor ponto de ebulicdo, quer préticos, como etanol (EtOH), quer apréticos, como
acetonitrila (ACN) ou acetona;

Houve também uma busca por uma base que fosse mais solivel nos solventes
empregados para aumentar a concentracdo dos grupos fendxidos nucleofilicos em
solucdo. Para tanto, foram testadas bases inorgéanicas (K2COs, Cs2CO3s, NaOH) e bases
organicas (CHsCH2)sN, imidazol);

A fim de aumentar a solubilidade do KoCOsz em ACN, usou-se, também, um agente
transferidor de fases catalitico como tetrafluorborato de tetrabutilaménio, (C4Hg)sNBFa.
Além do mais, testou-se 0 (CsHg)aNBF4 com iodeto de potéssio (KI) que poderia agir
como agente catalitico por substituicdo nucleofilica sobre o mesilato de dietilenoglicol;
Além de modificar os componentes da reagdo como solvente e bases, testaram-se varias
condicdes de temperatura (80-95 °C) combinadas com diferentes tempos de reacdo que
variaram de algumas horas (4 h) a mais de 4 dias (110 h). Acreditava-se que uma
temperatura elevada, acima de 100 °C, pudesse causar degradacdo do reagente de
partida hexahidroxitrifenileno limitando o rendimento. Esta hipotese baseava-se na
auséncia do reagente hexahidroxitrifenileno ao final da reagdo, mesmo com um
rendimento do TP6EO2M menor que 20 %.

Além das modificacbes no procedimento de sintese, realizaram-se mudancas e

ampliacGes na etapa de purificacdo do produto (Tabela 2):

Introduziu-se uma etapa de particdo para extrair sais da mistura reacional, tal
procedimento, em geral, foi realizado com diclorometano/salmoura;

Quando a reacdo foi sintetizada na presenca da DMF, acrescentou-se uma etapa de
liofilizacdo para remover completamente o solvente antes da parti¢ao e, assim, aumentar
a eficiéncia da separacdo dos componentes organicos frente a fase inorgéanica aquosa
durante o procedimento de partigéo;

Testaram-se varios solventes na etapa de recristalizacdo do TP6EO2M (benzeno, DCM,
éter etilico, terc-butilmetil éter (tBME), AcOEt, acetona, isopropanol, EtOH e MeOH).
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Dentre todos os testes com diferentes condigOes de reagdes realizados (Tabela 1),
aqueles empregando K.CO3 em EtOH (teste #8) e em DMF®’ (teste #12) mostraram as melhores
respostas para sintese do composto (4). O rendimento para o teste #8 foi de um 32 % de cristais
amarelo claro em forma de agulhas finas, adquiridos por recristalizacdo em terc-butilmetil éter
sem a necessidade de uma etapa de purificacdo em coluna cromatografica. O teste #12 atingiu
52 % de rendimento apos liofilizag&o, purificacdo em coluna cromatografica e recristalizacéo
usando também terc-butilmetil éter.

As modificacdes que nos levaram a ter um resultado expressivamente diferente entre 0s
testes #1 e #12 (Tabela 1) que usaram 0s mesmo componentes na reagéo foi o procedimento de
elaboracdo da reacdo na etapa de purificacdo (Tabela 2). Estamos convencidos de que a grande
diferenca de rendimento entre 15 e 52 %, respectivamente, para os procedimentos #1 e #12
(Tabela 2), é em grande parte decorrente, primeiramente, da eliminacdo do DMF na etapa de
liofilizagdo, empregada no teste #12 antes de submeter a mistura reacional para purificagéo
cromatografica, e, em segundo, a eficiente recristalizacdo em tBME.

A DMF, solvente utilizado nos procedimentos #1 e #12, a0 mesmo tempo que é um
solvente aprotico padréo e ideal para sintese de reacdes nucleofilicas aproticas, € dificil de ser
excluida na elaboracéo, por seu alto ponto de ebuli¢do. O produto TP6EO2M como também o
agente alquilante sdo muito soltveis em DMF e, uma vez que, ndo se consiga eliminar
definitivamente o solvente da mistura reacional, todo o procedimento de purificacdo, sobretudo
na etapa da cromatografia em coluna, fica comprometido.

Antes de conseguirmos obter as melhores condi¢bes de reacdo e purificacdo, outros
testes de sintese foram realizados, a saber, nas condi¢des #9, #10 e #11 houve formacdo de
produto observado por cromatografia em camada delgada (CCD). No entanto, as reagdes nao
foram elaboradas, pois comparativamente por CCD entre estas condi¢des e aquela observada
para os testes #8 e #12, os resultados foram mais favoraveis para estas ultimas condi¢cdes. A
unica condicao reacional que nédo resultou em produto foi aquela usando imidazol (teste #6 -
Tabela 1), como base dissolvida em ACN. Mesmo depois de 24h de reacéo a 90 °C ndo houve

manchas em CCD que indicassem a formacao do produto.
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Tabela 1- Diferentes condigdes reacionais usadas na sintese do TP6EO2M (4).

Condic6es Reacionais
Rend. Aspecto
N° % do
Solvente Base Tempoeratu ra  Tempo . ocfera produto
(°C) (h)
f1a DMF K2CO3 120 72 N2 <15 Oleo
2 ACN K2COs 95 110 N, 1520 Oleo
(CaHo)aNBF,*
K2COs3 3
3 ACN (CsHs)sNBF, 90 48 N. 1520 Oleo
Kl

42 ACN (CH3CH2)sN 94 18 N <15  Oleo

52 ACN Cs,COs3 94 48 N2 15-20  Oleo

62 ACN Imidazol 90 24 N2 - NP

72 DMF Cs,CO3 65 30 N2 >40  Oleo
82 EtOH K2CO3 85 4 N2 32  Cristais

92 EtOH NaOH 80 24 N2 ND ND

102 Acetona K2COs3 65 18 N ND ND

112 Acetona Cs,COs3 65 18 N2 ND ND
122 DMF K2CO3 85 48 N2 52 Cristais

fProcedimento experimental conforme descrito por Herbaut e Baranoff;8” Procedimento experimental descrito nesta
tese para obtencdo dos cristais de TP6EO2M; *Tetrafluorborato de tetrabutilaménio usado como transferidor de fase;
Rend.: Rendimento; ACN: Acetonitrila; DMF: Dimetilformamida; EtOH: Etanol; ND: Ndo determinado; NP: N&o
formou produto.

Tentou-se recristalizar o produto obtido pelo procedimento #8 (Tabela 2) em varios
solventes, mas s0 pdde ser cristalizado em tBME, isopropanol ou éter. O resultado mais
satisfatorio obteve-se com tBME cujos cristais podem-se obter a temperatura ambiente,
enquanto com isopropanol os cristais precipitam somente a baixa temperatura (0 °C), e
dissolvem-se rapidamente a temperatura ambiente. Também houve formacao de cristais quando
testou-se com éter, porém, o0s cristais SO permaneciam quando a mistura estava
aproximadamente a 0 °C, fundindo-se a temperaturas superiores, um resultado similar foi
observado em MeOH e EtOH. Quanto a acetona e benzeno ndo houve formacéo dos cristais,
mesmo a baixa temperatura. Ainda com relacdo a condicdo #8, pdde-se obter os cristais de
TP6EO2M sem a necessidade de realizar coluna cromatogréfica quando a reacdo foi
particionada com tBME e salmoura, nessa situagéo os cristais foram adquiridos logo depois que
uma parte do solvente da fase organica foi parcialmente rotaevaporada e acondicionada em
banho de gelo por aproximadamente 15 minutos.



Tabela 2— Diferentes condi¢Oes de elaboracéo usadas na obtencdo do TP6EO2M (4).

Condigdes de Elaboracéo

Aspecto
Ne Solvente Base do
- x e Eluente T produto
Particéo Liofilizag&do Cromatografico Recristalizagéo
Eter (PR)
CHCIs/MeOH ou Eter/EtOH (PR .
t1a DMF K.COs ACOEt/NaClyg) ; CHCLIMeOL Chent r\fR) ) Oleo
ACOEt (NR)
2 ACN K:COs CH,CI/NaOHg - - Eter (NR) Oleo
(C4Ho)iNBF, (0,1M) EtOH (NR)
KZCO3 CHzClz/NaOH(a ) A
3 ACN (C4Ho)sNBF,4 (0,1M) ! . . . Oleo
Kl
4 ACN (CH3CH,):N - - - - Oleo
52 ACN Cs,CO3 CH,Cl/NaClsq - - - Oleo
62 ACN Imidazol - - - - NP
72 DMF Cs,CO5 CH,Cl/NaClg - CH,Cl/MeOH Eter (PR) Oleo
Eter (R)
Acetona (NR)
CH.CL/NAC Benzeno (NR)
2L 12/ NaCl ) MeOH (PR -
8 EtOH K.CO; Ou - CHCIs/MeOH EtOH ((PR)) Cristais
tBME/NaCle) Isopropanol (R)
tBME (R)
92 EtOH NaOH - - - - ND
102 Acetona K,CO3 - - - - ND
112 Acetona Cs,CO4 - - - - ND
122 DMF K.CO S CHCly/MeOH tBME (R) Cristais
e CH,Cl/NaClig CH,Cl,/MeOH EtOH (NR)

*Procedimento experimental conforme descrito por Herbaut e Baranoff;8” Procedimento experimental descrito nesta
tese para obtencdo dos cristais de TP6EO2M *Tetrafluorborato de tetrabutilamdnio usado como transferidor de fase;
ACN: Acetonitrila; AcOEt: Acetato de etila; DMF: Dimetilformamida; EtOH: Etanol; MeOH: Metanol; NR: Nao
recristalizou; ND: N&o determinado; NP: N&o formou produto; PR: Parcial recristalizacdo; R: Recristalizado; S:

Liofilizacéo realizada; tBME: terc-Butilmetil éter.
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3.1.2 Sintese do TP6EO2M Através de Trimerizacdo Oxidativa do 1,2-Bis(2-(2-
metoxietoxi)etoxi) Benzeno (5)

Uma rota sintética alternativa para a sintese do TP6EO2M usaria diretamente o 1,2-
bis(2-(2-metoxietoxi)etoxi) benzeno (5) em uma reagéo de trimerizacgdo oxidativa (Esquema 2)
aos moldes do que era feito com a reagéo para adquirir o0 2,3,6,7,10,11-hexametoxitrifenileno
(1) (Esquema 1).

Esta rota foi sugerida porque cromatograficamente observavamos dois ou mais
componentes com praticamente mesmo fator de retencdo do TP6EO2M em CCD. A primeira
hipotese era de que tais produtos seriam derivados de alquilagdo parcial do composto 2. Por
isso, uma rota que tivesse o0 reagente de partida com as cadeias laterais de etilenoglicol ja
presentes evitaria que os componentes parcialmente alquilados fossem formados. Como a
trimerizacdo oxidativa do veratrol era bem sucedida, a hip6tese era de que com o composto 5
para formar o TP6EO2M também teriamos resultados satisfatorios com base na trimerizacéo
oxidativa.

Inicialmente foi obtido o composto 5 empregando-se as mesmas condicdes de Sessler
et al.2% que sintetizou uma estrutura homologa ao composto sintetizado em nossos trabalhos.
Porém, aqui o composto tem sua cadeia lateral uma unidade a menos de etilenoglicol do que
aquele registrado na literatura.

Esquema 2— Experimento de rota alternativa para adquirir o TP6EO2M a partir da trimerizacdo

oxidativa do 1,2-bis(2-(2-metoxietoxi)-etoxi) benzeno (5).
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O 1,2-bis(2-(2-metoxietoxi)-etoxi) benzeno foi obtido a partir da reacdo do catecol com
0 2-(2-metoxietoxi)etil metanosulfonato (3 ou MSODEG) (Esquema 2). Tal reacdo foi bem
sucedida, atingindo um rendimento de 62 %. Entretanto, a trimerizacdo oxidativa do 1,2-bis(2-
(2-metoxietoxi)-etoxi) benzeno ndo teve resultado satisfatorio que mostrasse a obtencao,
mesmo em pequena quantidade, do produto TP6EO2M. A principio poderiamos acreditar que
tal reacdo deveria acontecer, haja vista a sintese do 2,3,6,7,10,11-hexametoxitrifenileno ter
como precursor o veratrol que, diferente do 1,2-bis(2-(2-metoxietoxi)-etoxi) benzeno, tem dois
grupos a menos de etilenoglicol inseridos em cada cadeia lateral ligadas ao anel benzénico.

Este resultado, em certa medida, ja foi evidenciado por Bushby e colaboradores®® que
relataram dificuldades em realizar a preparacdo do TP6EO2M mediante a trimerizacéo
eletroquimica partindo de um 1,2-alcoxibenzeno de cadeia lateral mais longa. Segundo os
mesmos autores, implementando esta rota, a quantidade sintetizada do produto foi insuficiente
para escala desejada. Todavia, em nossos testes, mesmo depois de 6 dias de reacdo, nao foi
observado presenca de TP6EO2M no meio reacional, sendo possivel conseguir recuperar o

reagente de partida 1,2-bis(2-(2-metoxietoxi)-etoxi) benzeno (Esquema 2).

3.2 Formacdo do Subproduto Bis-(2-(2-Metoxietoxi)-Etil) Carbonato na Sintese do
TP6EO2M

O bis-(2-(2-metoxietoxi)-etil) carbonato (6 ou 2DEGCOs) foi identificado como
subproduto da sintese do TP6EO2M. Este composto é coletado nas primeiras fragdes da coluna
cromatografica de silica gel numa mistura com o 2-(2-metoxietoxi)etil metanosulfonato (3)

(reagente excedente da reacdo) e TP6EO2M (Figura 43).

Figura 43— Substancias coletadas em mistura nas primeiras fracdes da coluna cromatografica

de silica gel.
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Inicialmente, n&o é clara a presenca do bis-(2-(2-metoxietoxi)-etil) carbonato em CCD,
poderiamos supor, com base nas placas cromatogréficas (placa 2 e 2°), certamente a presenca
de dois componentes nas primeiras fracdes (Figura 44) que poderiam corresponder ao
TP6EO2M e 0 MSODEG. A existéncia do TP6EO2M nestas fragdes € indicada pelas manchas
escuras na placa 2 reveladas em 254 nm (Figura 44), devido a presenga dos anéis trifenilénicos.
Obviamente que estas manchas também poderiam ser o resultado da presenca do composto 2
que ainda ndo tenha reagido. Entretanto, podemos descartar esta hipotese ao analisar a placa 1
da CCD (Figura 44) que foi realizada com uma aliquota ap6s 24h de reacao e também revelada
em 254 nm. Nesta placa, ha trés pontos de aplicacdes: R (aliquota depois de 24h de reacdo), 2
(reagente hexahidroxitrifenileno ou 6HOTPh) e M (ponto misto que contem R e 2). Observa-
se claramente no ponto de aplicacdo R que o hexahidroxitrifenileno esta completamente
ausente, portanto todo o reagente foi consumido na reacdo, ou seja, as manchas reveladas no
comprimento de onda 254 nm da placa 2 ndo podem ser consequéncia da existéncia do
hexahidroxitrifenileno remanescente da reacdo. Logo, a Unica estrutura que poderia ter duplas
ligacGes em ressonancia capazes de absorver neste comprimento de onda seria o0 produto da
reacdo TP6EO2M.

Quanto ao MsODEG, por néo apresentar estruturas que absorvam no comprimento de
onda de 254 nm, ndo é possivel ser revelado desta forma como acontece com TP6EO2M. Para
tanto, este reagente remanescente para ser observado nas fracdes foi necessario mergulhar a
placa 2 em solucéo reveladora de KMnOas. ApGs este procedimento foi possivel identificar
manchas amarelas com fator de retencdo superior as manchas escuras reveladas em 254 nm.

Estas manchas amarelas foram, primeiramente, associadas exclusivamente ao MsODEG.
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Figura 44— Cromatografia em camada delgada de silica gel da reacdo (placa 1) e das fragdes 7
a 12 da coluna cromatografica de silica gel (placa 2 e 2’); A placa 2 e 2’ é a mesma sendo
primeiramente revelada em luz UV 254 nm e depois mergulhada na solucdo reveladora de
KMnOg; R.: Fracio coletada da mistura reacional depois de 24h; 2: E o composto 2,3,6,7,10,11-

hexahidroxitrifenileno (2); M.: Ponto misto.

Reagdo Fragdes 7 a 12 da coluna cromatografica
DCM/MeOirl (92:8)
KMnO4
‘\
Ap6s purificagio Compostos 3 ¢ 6
I
TP6EO2M
78910111
Placal Placa2 Placa2’

A natureza das impurezas pdde ser resolvida mediante espectroscopia de RMN-H.
Foram analisados o0s espectros da fracdo reunida F7 a F12 e comparados com 0s espectros das
substancias purificadas MsODEG e TP6EO2M. Observando o espectro de RMN-H (Figura
45) das fracGes reunidas, vemos os simpletos em 3,09 ppm e 3,39 ppm que s&o,
respectivamente, caracteristicos para a metila ligada ao grupo sulfénico e para a metila da
metoxila, ambas pertencentes ao reagente alquilante MsODEG, confirmando sua presenca nas
fracdes. Seguindo esta mesma linha de raciocinio, podemos confirmar a presenca do TP6EO2M
guando observamos 0s seguintes sinais: simpleto em 3,42 ppm referente a metila da metoxila,
o multipleto largo em 4,01 ppm situado na regido correspondente as cadeias de etilenoglicol
tanto do TP6EO2M como também MsODEG, sendo que a posicao deste multipleto isolado dos
demais sinais é indicativo para 0 TP6EO2M e, finalmente, o simpleto em 7,89 ppm na regido
aromatica pertencente ao Unico hidrogénio dos anéis trifenilénicos (Figura 45), confirmando a
presenca do TP6EO2M nas fracbes (F7 a 12).

O RMN-!H destas fracdes revela ainda um simpleto intenso em 3,40 ppm e dois nitidos
multipletos ndo sobrepostos na regido dos grupos -OCH.CH.O- que ndo pertencem ao
TP6EO2M e, tampouco, ao composto MsODEG (Figura 46). O primeiro e mais evidente,
dentre os dois multipletos diastereotdpicos, situa-se em 4,31 ppm e o segundo em 3,74 ppm,
ambos integram por 3, ou seja, seguramente ndo podem pertencer ao TP6EO2M que integraria
os sinais diastereotdpicos por 2, como, por exemplo, é observado no sinal 4,01 ppm tipico do
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TPBEO2M. Estes simpleto e multipletos levantaram a suspeita da existéncia de a0 menos um

terceiro componente na mistura.

Figura 45— Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) das frages reunidas F7 a 12 proveniente

da cromatografia em coluna de silica gel da reacdo de sintese do TP6EO2M.
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Figura 46— Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) das frages reunidas F7 & 12 proveniente
da cromatografia em coluna de silica gel da reacéo de sintese do TP6EO2M especificando os

picos respectivamente para 0s componentes da mistura.
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Com intuito de evidenciar e identificar o terceiro componente da mistura, a fracdo
reunida (F7-12) foi submetida a purificagdo em coluna cromatografica nas mesmas condicdes
da anterior. Isto fez com que a quantidade de TP6EO2M diminuisse nas fracdes coletadas, mas
ainda assim néo foi possivel separar os componentes da mistura. Entretanto, com o RMN-*3C
da mistura foi possivel observar a presenca de um sinal em 155 ppm (Figura 47) que nos levou
a hipotese da existéncia de um carbonato, nomeadamente o bis-(2-(2-metoxietoxi)-etil (6)
(2DEGCO3) (Figura 49). Supondo a existéncia deste composto presente nas fragdes e
desconsiderando os sinais do TP6EO2M no espectro de RMN-3C (Figura 47), que estdo com
menor intensidade, h4 12 sinais de carbono, isto concordaria com a quantidade de carbonos
presentes nas estruturas do MSODEG e 2DEGCOs. Sendo assim, ja conhecendo os sinais de
carbono do MsODEG e TP6EO2M poderiamos por exclusao afirmar que o sinal em 59,03 ppm
pertenceria a metila da metoxila do 2DEGCOg, enquanto 58,97 ppm a metoxila do MSODEG.
Os outros sinais do 2DEGCO3 na regido dos carbonos ligados aos hidrogénios diastereotdpicos
sdo: 71,87; 70,55; 68,89 e 67,00 ppm.

Figura 47— Espectro de RMN-'3C (100 MHz, CDClIs) das fragdes reunidas F7 & 12 provenientes

da segunda cromatografia em coluna de silica gel da reacdo de sintese do TP6EO2M.
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Portanto, considerando a presenca do 2DEGCO3, MsSODEG e TP6EO2M na fragao
reunida (F7 & 12) o espectro de RMN-'H mostrado na Figura 46 tem os respectivos sinais dos

hidrogénios diastereotopicos, bem como, os hidrogénios da metoxila atribuidos a cada um dos
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componentes da mistura conforme é apontado na Figura 48. N&o hé relatos na literatura que
reportem a formacédo do carbonato de dietilenoglicol (2DEGCO3) como subproduto da sintese
do TP6EO2M.

A formagéo do 2DEGCOs pode ser explicada como consequéncia do ataque nucleofilico

do ion carbonato (CO3%) ao agente alquilante (3), como segue na Figura 49.

Figura 48— Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) das fragBes reunidas F7 & 12 provenientes
da cromatografia em coluna de silica gel da reacéo de sintese do TP6EO2M com indicacdo dos

sinais no espectro para cada um dos componentes na mistura.
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Figura 49— Reacdo principal de formagdo do TP6EO2M e secundaria de formacdo do
subproduto 2DEGCO3 (Composto 6).
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3.3 Tipos de Rotas para a Sintese do Meségeno Discético TP6EO2M

3.3.1 Proposta do Mecanismo da Trimerizacdo Oxidativa para Formacédo do 2,3,6,7,10,11-

Hexametoxitrifenileno (1)

Para obtermos o composto (1 ou 6MeOTPh) tivemos como reagente de partida o 1,2-
dimetoxibenzeno (veratrol), composto aromatico, que tem os elétrons nédo ligantes do grupo
metoxila conjugados por ressonancia com os elétrons do anel aromatico, conferindo-lhe maior
estabilidade quando este reagente sofre oxidacdo. Esta caracteristica faz do veratrol um reagente
susceptivel a oxidacdo na presenca de oxidantes como, por exemplo, cloreto de ferro (l11),
FeCls.

A reacdo inicia quando o FeCls oxida o veratrol a um cation-radical (Esquema 3). Este
produto intermediario altamente reativo inicia uma reacdo radicalar com outra molécula de
veratrol (B), resultando em dois anéis ligados em posices 1,4. Em seguida, 0 composto
intermediario perde 2 prétons (H*) e 1 elétron, reestabelecendo a ressonancia ao produzir o
tetrametoxibifenil derivado com dois anéis (A e B), sem elétron desemparelhado. Até a
formacdo deste produto, observa-se perda de 2 H* e reducdo de duas moléculas de FeCls.

Com a continuacdo da reacdo, ha a adicdo de uma terceira molécula de veratrol (C)
gerando o hexametoxitrifenil derivado que, por sua vez, sofre cicliza¢ao resultando no produto
2,3,6,7,10,11-hexametoxitrifenileno (1). Cada etapa (adi¢cdo do anel B, adicdo do anel C e
ciclizacdo) acontece com a liberacdo de 2 H* e reducédo de 2 FeCls, sendo que, até chegar ao
6MeOTPh sdo liberados 6 equivalentes de H* e reduzidos 6 FeCls a FeCl..
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Esquema 3— Proposta do mecanismo de sintese da obtencdo do produto 2,3,6,7,10,11-
hexametoxitrifenileno (composto 1).
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3.3.1.1 Comparacdo do Rendimento da Sintese do Composto 1 na Presenga e Auséncia do
H2SO4

A presenca do H2SO4 no inicio da reagdo, segundo Boden e colaboradores,® serve para
ativar o veratrol® tornando o rendimento da reacio levemente maior. Boden e colaboradores,
além de analisarem o rendimento da reacdo na presenca do H2SOa (rendimento 86 %), ainda
analisaram outros acidos, tais como: acido trifluoroacético (rendimento 73 %), acido
trifluorometanossulfonico (78 %) e acido clorossulfonico (76 %).

Nossa sintese do 6MeOTPh foi realizada na auséncia do H>SOs e presenca do &cido. Na
primeira situacéo, o rendimento chegou a 47 %, ja quando a reacdo foi realizada na presenca
do &cido, repetindo as demais condic¢Ges da primeira situacdo, o rendimento atingiu um 71 %.

Esse resultado corroborou com aqueles relatados por Boden e colaboradores.
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3.3.2 Proposta do Mecanismo de Sintese do Composto 2,3,6,7,10,11-Hexahidroxitrifenileno (2)

O 6HOTPh foi sintetizado a partir do 6MeOTPh na presenca do acido bromidrico

dissolvido em acido acético. O provavel mecanismo de sintese € mostrado no Esquema 4.

Esquema 4— Proposta do mecanismo de sintese para obtencdo do produto 2,3,6,7,10,11-
hexahidrotrifenileno (composto 2).
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A reacdo inicia quando a metoxila, presente no 6MeOTPh, é protonada em meio

fortemente &cido. Depois, 0 anion bromidrico ataca a metila da metoxila cationica ligada no

trifenileno e os resultados sdo a formacgédo do 6HOTPh e liberacdo do brometo de metila.

3.3.3 Proposta de Mecanismo de Sintese do TP6EO2M (composto 4)

A formacéo do mesilato de polietileno glicol (composto 3 ou MSODEG) acontece muito

provavelmente através do mecanismo de reagdo descrito no Esquema 5.
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Esquema 5- Proposta do mecanismo de sintese do 2-(2-metoxietoxi)etil metanosulfonato
(MsODEG).
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A seguir temos o provavel mecanismo de sintese para a formacao do composto 4 usando
a base K>COsz dissolvida em DMF (Esquema 6). A reacdo inicia-se quando o 6HOTPh é
desprotonado havendo formacdo do anion do composto, bem como, o H.COs. A seguir, 0
MsODEG (3) sofre ataque nucleofilico da forma aniénica do 6HOTPh. Ap0s sucessivas etapas
de alquilacdo € formado o TP6EO2M.

Esquema 6— Proposta do mecanismo de sintese do TP6EO2M (composto 4).
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3.4 Avaliacdo da Transi¢do de Fases Isotrdpica-Anisotropica no Sistema TP6EO2M/D20

A fase nematica formada pelo TP6EO2M em meio aquoso em determinadas condigdes,
como poderemos confirmar a seguir de acordo com os experimentos realizados, pode alcancar
um grau de orientacdo adequado para permitir a medida de acoplamentos dipolares, bem como,
a medida da anisotropia do deslocamento quimico em moléculas hospede. Os parametros que
influenciam a formacdo de fases orientadas foram investigados. Tais foram: variacdo da
temperatura; concentracdo do analito; concentracdo do mesdgeno; e natureza do analito.

Para realizar este estudo, o grau de orientacdo do sistema TP6EO2M/D.O foi
monitorado através do sinal de D20 no espectro RMN-2H em espectrometros de RMN de 400
ou 600 MHz. Quando no espectro ha apenas um simpleto subentende-se a presenca de um meio
completamente isotrépico (1) (Figura 50-a), se o sinal for um dupleto indica 100 % de fase
anisotrdpica (A) (Figura 50-c) e, por sua vez, a observacao simultanea de dupleto e simpleto
indica uma mistura de fases anisotrdpica e isotrdpica (Figura 50-b) onde a proporc¢éo entre elas
presente no sistema € refletida na integral da area dos respectivos picos. Vale salientar que a
aparicao dos sinais no espectro da mistura de fases assemelha-se a um tripleto, porém, o pico
no centro deste pseudotripleto € na verdade o simpleto correspondente ao deutério do D20
presente na fase isotrépica e os picos laterais sdo resultados do dupleto da agua deuterada
presente na fase cromonica (Figura 50-b).

Figura 50— Monitoramento do sinal quadrupolar do DO em RMN-2H para observar transi¢o
de fase isotropica (I)/anisotrépica (A) no sistema TP6EO2M/D>0O a medida que diminui a
temperatura. (a) Meio completamente isotropico; (b) Meio com presenca de fases isotropica e
anisotrépica; (c) Meio completamente anisotrépico.
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Ainda em relacdo ao espectro de RMN-2H é possivel estimar o grau de ordem da fase
orientada mediante o deslocamento quadrupolar (AvQ) do dupleto. Conforme este parametro,
quanto maior o valor de AvQ, maior o grau de orientacdo da fase anisotropica, além disso, a
aparéncia dos picos do dupleto quadrupolar nos indica o grau de homogeneidade das fases, ou
seja, quando os picos estdo simétricos e finos indicam fase homogénea, enquanto picos largos
e ndo simétricos indicam diferentes condi¢des de alinhamento em diferentes pontos da amostra.
E preciso salientar que o grau de alinhamento é uma variavel decisiva para a medicao dos RDCs
e RCSAs.

Uma fase fortemente alinhada é favoravel para adquirir RCSAs, por outro lado, RDCs
tornam-se dificeis de serem interpretados em sistemas assim. Isto porque, numa fase com um
grau de alinhamento excessivamente grande surgem, a duas ou trés ligacbes, muitos RDCs
homonucleares *H-'H prejudicando a resolucio espectral. Todavia, num alinhamento muito
pequeno os RCSAs tornam-se suscetiveis a erros de medidas.%®

Usando o diagrama de fases previamente conhecido do sistema TP6EO2M/D,0’8 foram
testadas as concentracdes 30 e 40 % em massa de TP6EO2M para alcancar condi¢cbes de
alinhamento adequadas. A quantidade de agente alinhador deve ser, tal qual, ndo esteja muito
concentrado a ponto de dificultar a solubilizacdo do analito que ser& adicionado ao sistema
TP6EO2M/D-0, porém ndo pode ser muito diluido a ponto de ser preciso diminuir muito a
temperatura para alcancar uma temperatura de transi¢ao de fases muito baixa. A condicao ideal
para o sistema TP6EO2M/D>0 sera aquela onde a temperatura de obtencdo da fase nemaética
no sistema fique em torno dos 20 °C e que a diferenca de temperatura de transicao entre 0s
limites da fase anisotropica e isotrépica seja a menor possivel, haja vista a anisotropia do
deslocamento quimico ser muito sensivel & mudanca de temperatura entre os dois distintos
ambientes. Quanto menor esta diferenca de temperatura entre as duas fases, menor a
probabilidade de incremento de erros nos resultados dos parametros de RCSAs.

Todos os espectros da Figura 51 mostram que a transic¢ao de fase isotropica-nematica é
atingida variando a temperatura do sistema TP6EO2M/D>0. Na concentracdo mais baixa de
TP6EO2M testada (30 %), a transicao de fase isotropica (1) para fase anisotropica (A) inicia-se
proxima de 17 °C, com presenca das duas fases (A + 1), atingindo-se a formacdo total da fase
anisotrépica quando a temperatura registra 15 °C (Figura 51-a).

Quando aumentamos a concentracdo do TP6EO2M para 40 % a temperatura de
transicdo da fase anisotrépica também aumentou para 22 °C (Figura 51-b). Além do mais, a
diferenga de temperatura entre a fase nemaética e a fase isotropica, com esta concentracdo do

agente alinhador, registrou apenas 1 °C, diante dos 2 °C quando a concentracéo testada foi 30
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%. Houve também, como consequéncia da concentracdo mais elevada, um aumento do grau de
ordem da fase que ¢ refletido pelo Avg = 431 Hz. O aumento da ordem da fase é mais favoravel
a medida de RCSAs. Desta forma, a concentracdo de 40 % do TP6EO2M mostrou-se mais
favoravel do que quando testada a concentracdo de 30 %, pois além de podermos medir 0s
RDCs, o incremento de erro na medida de RCSAs associado a diferenca de temperatura entre
as fases também diminui.

Ao mantermos as mesmas condicdes do experimentos registrado na Figura 51-b, porém
acrescentado 5 mg de cefuroxima ao sistema TP6EO2M/D,0 (Figura 51-c), vemos que a fase
anisotropica sé € obtida em sua plenitude aos 20 °C, ou seja, é necessario diminuir 2 °C daquela
temperatura quando o sistema estd sem cefuroxima. Isto, portanto, nos leva acreditar que a
cefuroxima dificulta a obtencdo da fase nematica, ficando ainda mais evidente, quando
aumentamos a concentracdo de cefuroxima para 10 mg (Figura 51-d) e 25 mg (Figura 51-e),
sendo preciso diminuir a temperatura até 14 e 12 °C, respectivamente, para a formacao total da
fase orientada. Ademais, fica evidente que a temperatura, assim como a concentracdo do
TP6EO2M, também, afeta o grau de organizacdo da fase, haja vista o aumento do
desdobramento quadrupolar quando diminuimos a temperatura do sistema (Figura 51-c, d, e).

No resultado do alinhamento da fase obtida na presenca de 25 mg de cefuroxima a 12
°C de temperatura (Figura 51-¢), resta um pouco de fase isotrdpica. Vale salientar que a
presenca de meios distintos, isotropico e anisotropico, pode dificultar a interpretacdo dos
resultados por causa da possivel sobreposicdo dos sinais espectroscopicos. Entretanto, em
sistemas onde as fases isotrdpica e anisotropica tém a susceptibilidade magnéticas muito
diferentes, a probabilidade de colapso dos sinais diminui porque os deslocamentos em fases
distintas tendem a cair em regides diferentes do espectro. Desta forma, a presenga do mesmo
analito nos dois meios pode ser uma vantagem porgque num Unico experimento poderiamos
medir 0 acoplamento escalar (J) e os parametros anisotropicos (RDCs e RCSAS) obtidos huma
mesma temperatura e num unico experimento.

O tipo de analito também determina a formagdo e o grau de organizacdo da fase
nematica no sistema estudado. Observa-se os espectros da Figura 51-e, f que tém,
respectivamente, 25 mg de cefuroxima e 50 mg de sacarose. A quantidade de sacarose é o dobro
de cefuroxima, no entanto, a temperatura para atingir a fase nematica ¢ 17 °C, enquanto com
cefuroxima a temperatura do sistema deve atingir 12 °C, ou seja, ha uma clara dificuldade na
formacdo da fase anisotrépica quando a cefuroxima esta presente no sistema. Provavelmente,
isto acontece porque a cefuroxima tem uma interagdo mais forte com agente alinhador de fase

do que a sacarose, dificultando o empilhamento do meségeno TP6EO2M.
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Figura 51— Monitoramento da transicdo de fase (isotrdpica (I)/anisotrépica (A)) do sistema
TP6EO2M/D-0 através do sinal D20 (Avg) em diferentes condicoes.
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3.5 Estudo Conformacional da Sacarose na Fase Cromdnica TP6EO2M/D20

3.5.1 Atribuicio de 'H e C da Molécula de Sacarose Mediante Técnicas Convencionais de
RMN

Os atomos de *H e 3C da molécula de sacarose (Figura 52) foram atribuidos mediante
interpretacéo dos espectros do tipo *H, 3C, HSQC, HMBC e COSY. Sendo que 0s espectros

1D estdo reportados nas Figura 53 e Figura 54. Ja os espectros 2D podem ser encontrados nos
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Anexos (B 1 a B 3). Todas as informacdes obtidas nos espectros 1D estdo reunidas na Tabela
3.

Figura 52— Estrutura da sacarose com a numeracdo identificando as posi¢des dos carbonos. G

e F sdo referentes, respectivamente, aos anéis glucopiranosil e frutofuranosil.
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Os espectros de RMN-'H e $3C mostram, respectivamente, a presenca de todos 0s sinais
de hidrogénio e carbono pertencentes a molécula de sacarose. Por exemplo, é facilmente
observavel a presenca do hidrogénio anomérico (Hig) com deslocamento quimico em 5,40 ppm
na forma de um dupleto. A separacdo entre os picos do dupleto do hidrogénio anomeérico foi
medida como sendo igual a 3,87 Hz, consequéncia do acoplamento escalar com o hidrogénio
vicinal ligado ao carbono 2g (3,55 ppm). Por sua vez, Hag acopla com Hzg (3,75 ppm) formando
um dupleto-dupleto, porém, aqui, com uma constante de acoplamento 3J igual a 10,0 Hz
(constante de acoplamento caracteristica de posicao axial-axial).

Pode-se observar que os hidrogénios 59 e 6g, no monémero glicose, e 5f e 6f, no
monémero frutose, sdo os mais dificeis de serem atribuidos. Isto porque o ambiente quimico
entre seus pares assemelha-se e consequentemente as apari¢es no espectro de hidrogénio séo
praticamente equivalentes. Associado a esta dificuldade tem-se também o fato de suas
multiplicidades serem as mesmas, isto é, 6g e 6f sdo dupletos, enquanto 5g e 5f apresentam-se
com multiplos acoplamentos. No entanto, pelo HMBC (Anexos - B 2) observa-se que 0
multipleto 3,88 ppm pode-se atribui-lo ao Hsy, pois este sinal acopla apenas com o carbono de
deslocamento quimico igual a 73,93 ppm pertencente ao Cas. Por excluséo, logo, o multipleto
em 3,84 ppm é atribuido ao Hsq e confirmado no HMBC.

Ao passo que os dupletos atribuidos a Heg € Her praticamente colapsam formando um
pseudo tripleto em aproximadamente 3,81 ppm. No entanto, é facil perceber pelo HSQC
(Anexos - B 1) que h4d uma leve diferenga de deslocamento quimico entre os hidrogénios 6g e

6f. Recorrendo novamente ao HMBC é possivel notar-se que ha um forte acoplamento entre o
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hidrogénio com deslocamento quimico sutilmente maior que 3,81 ppm e o Css (81,31 ppm).

Portanto, podemos atribuir a Her um deslocamento quimico relativamente superior a Heg.

Figura 53— Espectro de RMN-'H (600 MHz) da molécula de sacarose dissolvida em D,0 e

analisada no meio isotropico (23 °C).
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Figura 54— Espectro de RMN-3C (150 MHz) da molécula de sacarose dissolvida em D20 e

analisada no meio isotrépico (23 °C).
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Tabela 3— Atribuicdes dos deslocamentos quimicos de H e 3C para a molécula de sacarose
dissolvida em D20 e analisada no meio isotropico (23 °C).

Tipo de
Identificacdo ¢ (ppm) 6y (ppm) 3],,_,, (Mult.) / HZ!

Carbono
CH 19 92,12 5,40 3,87 (d)
CH 29 71,01 3,55 10,0; 3,87 (dd)
CH 39 72,51 3,75 9,93 ()
CH 49 69,16 3,46 9,52 (t)
CH 59 72,34 3,84 m
CH2 69 60,05 3,81 3,0 (d)
CH2 1f 61,28 3,66 S
C 2f 103,63 - -
CH 3f 76,34 4,20 8,79 (d)
CH 4f 73,93 4,04 8,59 (t)
CH 5f 81,31 3,88 m
CH2 6f 62,31 3,81 3,5(d)

6. Deslocamento quimico; J: Acoplamento escalar; d: dupleto; dd: dupleto-dupleto; m: multipleto; Mult.: Multiplicidade; s:
simpleto; t: tripleto.

3.5.2 Medidas anisotropicas no Sistema TP6EO2M/D,0O/Sacarose

O sistema TP6EO2M/D,O/sacarose foi preparado para aquisicdo de parametros
anisotropicos (RDCs e RCSAs) da sacarose, conforme reportado no item 2.5.1. Os espectros
HSQC acoplados em F1 (Figura 56) para medidas de RDCs e *C-{*H} (Figura 59) para
medidas de RCSAs foram registrados nas duas temperaturas alvos: 16 °C (anisotrépica) e 19
°C (isotrdpica). No caso dos espectros acoplados em F1, um splitting dos sinais registrados num
espectro foi medido como a separacdo entre picos dividido do fator de escala k = 4 ou 8,
respectivamente, para grupos metinicos e metilénicos, tais fatores foram usados no bloco de
evolucéo de J no experimento HSQC-F1. Depois faz-se a diferenga entre cada um dos splitting
correspondentes obtidos no meio isotropico e anisotropico através da Equacgéo 38 para adquirir
0s RDCs. Enquanto os RCSAs foram medidos usando a Equagéo 44 tomando como referéncia
0 carbono 6g da sacarose.

O desdobramento quadrupolar de 2H, para o sistema TP6EO2M/D,O/sacarose & 16 °C,

registrou 776 Hz (Figura 55-a), indicando, portanto, um grau de alinhamento relativamente
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grande. Para medidas de RDCs, o elevado grau de ordem, indicado pelo elevado valor do
desdobramento quadrupolar, traz importantes complica¢cbes como, por exemplo, um forte
acoplamento homonuclear entre hidrogénios a curta distancia e dificuldade de atingir uma
transferéncia INEPT efetiva nos experimentos HSQC. Estas complicacdes podem ser mais
pronunciadas em estruturas com elevado grau de hidrogenagdo como é o caso da sacarose.
Porém, para medidas de RCSAs, um elevado grau de orientacdo pode ser favordvel para a
medic&o de anisotropia em carbonos com hibridizacao sp®.

Para impedir o acoplamento entre os hidrogénios geminais e vicinais da sacarose foram
realizadas algumas observacdes em relagio a poténcia mais adequada do desacoplador de 3C-
{*H} durante aquisicdo dos espectros de HSQC-F1. Foi observado, também, o tempo de
duracdo da aquisicdo de sinais que melhor satisfizesse a fase anisotropica, ou seja, uma
condicdo que ndo afetasse a estabilidade da fase anisotrépica durante a aquisi¢do de sinais
decorrente do aquecimento do sistema devido a poténcia do desacoplador que inevitavelmente
pode aquecer o sistema a ponto de desestabilizar a fase anisotrépica

No caso da poténcia do desacoplador, quando se aumentava a valores acima de 2,18 W
a estabilidade da fase anisotrdpica era perdida, passando o sistema para uma fase isotropica ou
no melhor dos casos uma mistura de fases isotrOpica/anisotropica, consequentemente as
dipolares residuais poderiam ser afetadas fora do nosso controle. Isto acontecia porque o
sistema aquecia-se internamente decorrente do aumento de temperatura devido a poténcia de
radiacdo emitida pelo desacoplador, convertendo a fase anisotropica em fase isotropica. Do
contrario, nos casos quando diminuiu-se a poténcia do desacoplador, a valores menores do que
2,18 W, 0 espectro tornava-se irresolvel, pois a poténcia irradiada na frequéncia de hidrogénio
n&o era suficiente para impedir os acoplamentos homonucleares.

Para impedir que a fase anisotropica se convertesse em fase isotropica devido um
aumento da poténcia do desacoplador, poderiamos diminuir a temperatura para além dos 16 °C,
desta forma, a fase anisotropica ndo seria convertida em fase isotropica. Porém, isto implicaria
em um aumento da diferenca entre as temperaturas limites das duas fases
(isotrépica/anisotropica), como consequéncia, as medidas de RCSAs poderiam ser menos
precisas.

A outra observacdo monitorada para impedir a conversdo da fase anisotropica em fase
isotropica foi diminuir o tempo de aquisi¢do dos sinais que foi de 0,19 ms para HSQC-F1 e
0,57 ms para 3C-{*H}, tendo em vista que o desacoplador ¢ ligado durante este intervalo de

tempo, ou seja, quanto menor o tempo de aquisicdo dos sinais menos tempo a poténcia do
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desacoplador permanece ligada e, consequentemente, a temperatura do sistema ndo é tao
afetada.

Por dltimo, para confirmar que a fase anisotropica continuava estavel durante a
aquisicdo dos espectros HSQC-F1 e 3C-{*H}, realizaram-se medidas do desdobramento
quadrupolar de 2H antes e depois de cada um dos espectros, conforme a Figura 55. Se ao final
dos experimentos para medidas anisotropicas o dupleto do quadrupolo de deutério
permanecesse invariavel, significava que a fase anisotropica ficou inalterada durante a

realizacdo do experimento.

Figura 55— Medida do desdobramento quadrupolar de 2H no sistema anisotropico
TP6EO2M/D,O/sacarose em 16 °C realizada em RMN com campo de 9,4 T. (a) antes do
HSQC-F1; (c) Depois da medida de HSQC-F1 e imediatamente antes de 3C-{*H}.
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3.5.2.1 Medicéo dos RDCs da Sacarose no Sistema TP6EO2M/D20

Para medigdo dos RDCs séo realizados os espectros de HSQC-F1 nos ambientes

isotropico e anisotropico. O espectro HSQC-F1 no ambiente isotropico é facilmente
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interpretavel, pois as espécies acopladas a uma ligagdo *C-tH, que tem os sinais desdobrados
em F1, séo observados claramente resultando em 11 acoplamentos escalares (Figura 56-a).

Em contrapartida, em meio anisotropico, a interpretacdo foi bem mais complexa devido
a, provavelmente, mismatching da transferéncia de magnetizacdo durante o periodo 1/2J de
INEPT, pois parte da magnetizagdo ndo evolui com acoplamento escalar, isto resulta no
surgimento de um artefato inesperado centrado entre alguns dos dupletos, como fica evidente
para os acoplamento nas posi¢oes 1g e 3f (Figura 56 —b), e com menor clareza nos hidrogénios
metilénicos 1f, 6f e 6g. Estes sinais extras aparecem no espectro anisotrépico porque os valores
muito grandes das constantes de acoplamento dipolar tornam o acoplamento total bem diferente
do valor considerado para a transferéncia INEPT.

Outro fator que dificultou a interpretacdo dos espectros foi decorrente do surgimento de
sinais de acoplamento homonuclear de longa alcance entre os hidrogénios Hig-Hzg, Hir-H1s €
Heg-Heg, Sendo isto, uma consequéncia do elevado grau de alinhamento da fase. Este efeito fica
mais evidente na regido do espectro, onde aparecem os hidrogénios metilénicos, onde ha uma

importante sobreposicao de sinais.

Figura 56— Espectros de HSQC (400 MHz) da sacarose acoplados em F1 nas temperaturas 16
°C (anisotropico) e 19 °C (isotrdpico) no sistema TP6EO2M/D-0.
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As Figura 57 (a) e (b) sdo as mesmas da Figura 56-b (HSQC-F1), porém evidenciando-
se a regido de acoplamento homonuclear de longo alcance entre os hidrogénios metilénicos
obtidos no meio anisotropico. Os sinais de contorno pertencentes ao mesmo hidrogénio sédo
apontados por uma figura retangular, ou seja, para os hidrogénios metilénicos His, ha ao menos
oito sinais de contorno, 0 mesmo acontece com 0 Heg (Figura 57-a). O numero elevado de

sinais € decorrente ndo apenas dos artefatos, circulados por uma elipse (Figura 57-b), como
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também dos acoplamentos geminais H-'H em F2. Na Figura 57-(b), como exemplo, sdo
mostrados os desdobramentos dos sinais de acoplamento entre **C-tH em F1, bem como, para

hidrogénios geminais *H-'H, em F2, ambos na posi¢do 1f da sacarose.

Figura 57— HSQC-F1 (400 MHz) dos sinais de contorno dos acoplamentos entre hidrogénios

na regido metilénica da sacarose.
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Ao todo foi possivel determinar nove medidas de RDCs *C-*H em F1 compreendendo
o intervalo de 48,22 a -152,26 Hz, conforme Tabela 4. Além destes, observaram-se também
efeitos de acoplamento homonuclear entre os hidrogénios vicinais (Hig-Hzg) € geminais (Has-
Hif) e (Heg-Hsg). Quando os acoplamentos dipolares residuais homonucleares sdéo maiores do

que o acoplamento escalar correspondente, deve-se tomar cuidado. Pois nesta situacdo ha
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ambiguidade na interpretacdo do acoplamento total, tendo dois possiveis resultados, ou seja,
tanto podemos imaginar a magnitude do acoplamento total sendo positiva, no caso em que o0
RDC contribui para o splitting do acoplamento total positivamente, como negativa, quando o
RDC ¢ negativo. Acontece que apenas observando o espectro ndo é possivel distinguir qual das
duas situacdes € factivel porque em ambas o splitting observado no meio anisotrépico aumenta,
quando comparado com o isotrdpico, e poderiamos pensar que o acoplamento total é positivo,
qguando na verdade, em algumas situacdes, o valor pode ser negativo.

Por exemplo, a magnitude do RDC homonuclear entre Hig-Hzg € 59,50 Hz (T =D + J)
ou -67,24 Hz (T = -D + J), enquanto Heg-Heg € 51,32 Hz ou -51,32 Hz. Williamson e
colaboradores!® resolveram esta ambiguidade medindo o acoplamento total sob diferentes
graus de alinhamento. Aqui nos preferimos permutar os diferentes RDCs com o intuito de testar
todos os valores em busca do conjunto de RDCs que atingisse o melhor fator de qualidade de
Cornilescu (Q).
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Tabela 4— Valores experimentais de RDCs obtidos em HSQC-F1 para sacarose no sistema

TP6EO2M/D20.
Splitting HSQC-F1
;ra:ft())o(rj]?) Identificacdo Anisotropico Isotropico RDC (Hz)
T (Hz) J (Hz2)
CH 1g 159,19 169,39 -10,20
CH 29 ND 143,39 ND
CH 39 138,35 143,75 -5,39
CH 49 149,68 143,84 5,84
CH 59 ND 143,98 ND
CH; 69 153,56 144,07 9,49
CH; 1f 175,62 144,69 30,93
CH 3f 201,08 152,85 48,22
CH 4f 184,25 151,13 33,12
CH 5f 0 152,26 -152,26
CH; 6f 143,85 143,44 0,41
63,372 3,87¢ 59,502
cren ot -63,37%® 3,87¢ -67,242
CH, Hog-Heg 76,982 0,00¢ 51,322
-76,98% 0,00¢ -51,322
CH, Hy-Hu 60,98? 0,00¢ 40,652
-60,98% 0,00¢ -40,65%

a: Acoplamento dipolar adquirido em F2 no experimento de HSQC-F1; b: Simula¢do do acoplamento total com
os sinais de dupletos trocados; c¢: Medido no espectro RMN-'H (600 MHz); J: Acoplamento escalar; RDC:
Acoplamento dipolar residual; T: Acoplamento total.

Para tanto, reunimos o conjunto de RDCs em 8 permutacfes (Tabela 5), sendo que a
diferenca entre estes conjuntos se da apenas nos RDCs homonucleares. Vale salientar que o
acoplamento escalar 3J = 3,87 Hz entre Hig-H2g N0 meio isotrdpico ndo foi medido no espectro
HSQC-F1 (Figura 56-a), mas obtido no espectro RMN-H convencional da sacarose dissolvida
em D20 (Figura 58), isto, porque a resolucdo espectral na dimenséo direta do experimento
HSQC acoplado em F1 néo é suficiente para resolver a separacao entre os dupletos no espectro
bidimensional. No caso dos hidrogénios geminais (Hi-Hif € Hsg-Heg) Sincronos com

acoplamento dipolar homonuclear forte (Figura 56-b), o acoplamento escalar ndo € observavel
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(Figura 58), enquanto o acoplamento total torna-se igual a 3/2D (T = 3/2D ou —T = 3/2D)
(Tabela 4).11°

Tabela 5- Permutacgdes dos RDCs adquiridos da sacarose no sistema TP6EO2M/D>0.

Tipo de Permutacdes de RDCs Experimentais (Hz)
Identificacdo

carbono 1 2 3 4 5 6 7 8
CH 19 -10,2 -10,2 -10,2 -10,2 -10,2 -10,2 -10,2 -10,2
CH 29 ND ND ND ND ND ND ND ND
CH 39 -539 539 -5,39 -5,39 -5,39 -5,39 -5,39 -5,39
CH 49 5,84 5,84 5,84 5,84 5,84 5,84 5,84 5,84
CH 50 ND ND ND ND ND ND ND ND
CH> 69 9,49 9,49 9,49 9,49 9,49 9,49 9,49 9,49
CH; 1f 30,93 30,93 30,93 30,93 30,93 30,93 30,93 30,93
CH 3f 48,22 48,22 48,22 48,22 48,22 48,22 48,22 48,22
CH 4f 33,12 33,12 33,12 33,12 33,12 33,12 33,12 33,12
CH 5f -152,26 -152,26 -152,26 -152,26 -152,26 -152,26 -152,26 -152,26
CH; 6f 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
CH-CH Hig-Hazg 59,5 59,5 59,5 59,5 -67,24 67,24 -67,24  -67,24
CH: Heg-Heg 51,32  -51,32 51,32 -51,32 51,32 -51,32 51,32 -51,32
CH: Hir-Har 40,65 40,65 -40,65 -40,65 40,65 40,65 -40,65 -40,65

Figura 58— Espectro de RMN-H (600 MHz, D,0) da sacarose.
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3.5.2.2 Medicéo de RCSAs da Sacarose no Sistema TP6EO2M/D20

Os RCSAs sdo adquiridos como a diferenca de deslocamento quimico entre o sinal i e
um sinal de referéncia interno da propria molécula que no caso da sacarose foi escolhido o
carbono mais blindado 6g (Figura 59). As medidas sdo realizadas em meio isotropico e
anisotropico e depois € simplesmente fazer a diferenca para cada um dos sinais.

Figura 59— Espectros de C-{*H} (100 MHz) da sacarose dissolvida no sistema
TP6EO2M/D-0 evidenciando o carbono de referéncia 6g (60,100 ppm). (a) Meio isotropico
obtido na temperatura de 19 °C; (b) Meio anisotrépico obtido na temperatura de 16 °C.
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Ao todo foi possivel determinar todos os RCSAs da sacarose totalizando 12 medidas,
em uma faixa de 6,44 a -5,54 Hz (Tabela 6).
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Tabela 6- RCSAs adquiridos da sacarose no sistema TP6EO2M/D>0.

Isotrépico Anisotrépico RCSA
Identificacio

Oppm §—8% | Sppm  8'-8% | (ppm) (H2)

2f 103,642 43,545 103,709 43,609 0,064 6,44
1g 92,094 31,997 92,062 31,962 -0,035 -3,52
5f 81,397 21,300 81,376 21,276 -0,024 -2,42
3f 76,296 16,199 76,244 16,144 -0,055 -5,54
4f 73,862 13,765 73,833 13,733 -0,032 -3,22
39 72,512 12,415 72,524 12,424 0,009 0,91
59 72,359 12,262 72,375 12,275 0,013 1,31
29 71,035 10,938 71,031 10,931 -0,007 -0,70
4q 69,176 9,079 69,141 9,041 -0,038 -3,82
6f 62,279 2,182 62,343 2,243 0,061 6,14
1f 61,261 1,164 61,245 1,145 -0,019 -191
6g* 60,097 0,000 60,100 0,000 0,000 0,000

*: Referéncia interna; RCSA: Anisotropia de deslocamento quimico; §: Deslocamento quimico.

3.5.3 Modelagem Molecular da Sacarose

A molécula de sacarose foi objeto de uma busca conformacional tipo Monte Carlo
usando o campo de forca MMFF94 conforme implementado no MacroModel, com uma janela
de 10 kcal/mol no qual resultou em um conjunto com 355 estruturas. Em seguida, o ensemble
foi refinado ao nivel de teoria de M062X!Y/6-31+G** implementado no Gaussian09 e
carregado em IEFPCM!!2 com os parametros de solvatagdo em agua. O tensor de blindagem
quimica foi computado ao nivel GIAO/PBE0!3/6-311+G** na geometria M062X usando o
programa Gaussian09. Além do mais, os tensores de blindagem quimica!'* foram calculados

também ao nivel PBEO com a base especializada pcS-1.1%°
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3.5.4 Andlise Conformacional da Sacarose Mediante RDCs/RCSAs Adquiridos no Sistema
TP6EO2M/D-0

Os dados de RDCs e RCSAs foram ajustados ao ensemble conformacional obtido para
sacarose usando a metodologia CASE-3D como implementada no programa StereoFitter Na
metodologia CASE-3D as componentes do tensor de alinhamento s&o optimizadas
simultaneamente com as amplitudes de diferentes modelos conformacionais. Para evitar o
problema do overfitting, constroem-se modelos conformacionais com um ndmero crescente de
conformacdes até atingir um minimo na fungio de Akaike AIC = y>+2(m-1), onde m é o niimero
de conformacgdes no ensemble. Por motivos de custo computacional s6 foram testados
ensembles conformacionais com um maximo de duas conformacdes. Este ajuste dos parametros
anisotrépicos foram realizados individualmente para todas as permutagcdes dos RDCs e todos
0s input estdo disponiveis nos Anexos (D 1).

O ajuste a varias conformagcdes precisa do uso da chamada aproximacao de tensor Unico
cujo tensor comum de alinhamento é compartilhado por véarias conformacgbes. Essa
aproximacdo demanda a sobreposicdo prévia das coordenas moleculares com o intuito de
definir um Unico sistema de referéncia. A principio a sobreposicdo buscou o melhor ajuste
considerando toda a molécula, subtraindo os elementos de massa pequena como o0s hidrogénios
(esta simulacdo ficou denominada como S1). Entretanto, como a sacarose tem elevado grau de
flexibilidade também testou-se a sobreposicdo restrita numa parte da molécula, para tanto, foi
escolhido as coordenadas dos elementos do ciclo glucopiranosil (S2). Além do mais, a busca
conformacional foi baseada na maxima conformacao para um conférmero (esta simulagéo ficou
denominada como M1), testou-se também para dois conférmeros (M2). Além disso,
acrescentou-se aos valores dos RDCs um erro de 1,2 Hz para todos os dados obtidos
experimentalmente.

Os parametros de sobreposicdo (S1 e S2) e nimero de conférmeros ajustaveis (M1 e
M2) langados nos arquivos de entrada foram combinados de quatro formas diferentes (M1-S1;
M1-S2; M2-S1 e M2-S2) a fim de adquirir o espaco conformacional mais adequado para
sacarose com base no ajuste do tensor Unico. Os resultados sdo expressos em termos de fator
de qualidade (Q), sabendo-se que, um valor mais proximo a zero de Q indica um melhor ajuste.

Os resultados do tensor de alinhamento, considerando o ajuste em um unico conformero
(M1), tanto para sobreposicao localizada no ciclo glucopiranosil (S2), como para toda molécula
(S1), apontaram para os mesmos resultados, sendo mostrados na Tabela 7. Ou seja,

independente do tipo de sobreposicdo (S1 ou S2), quando o ajuste é realizado considerando a
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melhor conformacdo para um Unico conférmero, os resultados ndo variam. Entretanto,
conforme podemos observar, Q foi elevado variando entre 0,312 a 0,556, respectivamente, para
as permutacdes Ps e P4. Entretanto, podemos notar que o resultado adquirido para permutagao
Ps, que apresentou melhor Q, indicou o espaco conformacional para sacarose com angulos
torsonais @ e ¥, respectivamente, 110,99° e 298,97°. Estes angulos sdo semelhantes aos
adquiridos por Freedberg e colaboradores!!® e também aos angulos obtidos na estrutura de raio-
X da sacarose (@ = 107,82° e ¥ = 315,26°).

Tabela 7— Fator de qualidade (Q) e &ngulos torsonais (@, %) dos conférmeros obtidos dos RDCs
da sacarose no sistema TP6EO2M/D,0 na implementagcdo M1-S1/M1-S2.

Permutacdes
P P2 P P Ps Ps P Ps
Q* 0372 0435 0427 0556 0312 0376 0341 0423
Confdrmeros 115 218 162 76 183 61 183 46
b (9 94,71 109,05 99,18 95,89 110,99 106,98 110,99 105,04
¥ () 306,59 314,65 50,32 311,04 29897 31354 298,97 322,98

*Resultados para ajuste a um conférmero considerando a sobreposicdo dos 4&tomos pesados da molécula ou a
sobreposicéo no ciclo glucopiranosil.

Na implementacéo considerando duas conformacdes simultaneas (M2) combinadas com
S1 (Q = 0,104; P5) (Tabela 8) ou S2 (Q = 0,085; P5) (Tabela 9), o fator de qualidade foi
significativamente melhor do que M1-S1/M1-S2 (Q = 0,312) (Tabela 7). Em ambas
combinagdes M2-S1/M2-S2, os conférmeros foram os mesmos #35 (& = 92,53°; ¥ = 339,51°)
e #224 (@ =89,2°; ¥ =2317,69°) tendo uma pequena diferenca em relacdo as populagdes, como
podem ser observados pelas Tabela 8 e Tabela 9. Isto nos indica que a conformacao da sacarose
em solugdo pode ndo ser estatica, apresentando multiplas conformag6es com interconversao,

representadas nos nossos resultados através das conformacdes #35 e #224.
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Tabela 8- Fator de qualidade (Q) e angulos torsonais (®; ¥) dos conférmeros obtidos dos RDCs

da sacarose no sistema TP6EO2M/D,0 na implementacdo M2-S1.

Permutacodes
P1 P2 Ps P4
Q 0,105 0,129 0,157 0,183
Conformeros 120 221 58 166 120 221 143 261
(Popul. %)  (46%)  (54%) | (60%) (40%) | (46%)  (54%) | (45%)  (55%)
& 79,1° 102,4° | 105,3° 97,54° | 79,1°  102,4° 78,36°  100,3°
4 180,8°  310,45° |315,26° 208,4° | 180,8° 310,45° | 177,05° 319,61°
Permutacdes
Ps Pe P, Pg
Q 0,104 0,111 0,216 0,175
Conférmeros 35 224 155 299 178 224 155 298
(Popul. %)  (28%)  (72%) | (47%) (53%) | (27%) (73%) | (41%)  (59%)
D 92,53° 89,2° 99,48° 98,26° | 82,36° 89,2° 99,48°  100,34°
4 339,51° 317,69° | 209,17° 336,94° | 274,43° 317,69° | 209,17° 333,51°

Tabela 9- Fator de qualidade (Q) e angulos torsonais (@, ¥) dos conférmeros obtidos dos RDCs

da sacarose no sistema TP6EO2M/D-0 na implementagdo M2-S2

Permutacdes
Py P Ps3 P4
Q 0,178 0,181 0,206 0,190
Conférmeros 47 164 65 285 275 317 21 83
(Popul. %) (34%) (66%) | (60%)  (40%) | (54%) (44%) | (53%) (47%)
b 81,14° 99,14° | 108,77° 64,87° | 65,06° 106,37°| 79,58° 64,75°
4 180,66°  51,84° | 313,76° 286,75°| 286,52° 314,35°| 178,46° 280,86°




134

Tabela 9— Continuagéo.

Permutacdes

Ps Ps P7 Ps

Q 0,085 0,130 0,160 0,192

Conférmeros 35 224 24 155 127 335 195 331
(Popul. %) (26%) (74%) | (67%) (33%) | (41%) (59%) | (46%) (54%)

(] 92,53° 89,2° |104,02° 99,48° |101,51° 115,557°| 93,63° 113,34°

v 339,51° 317,69°|312,76° 209,17°| 73,8° 305,22°|198,30° 323,60°

Vale ressaltar, baseado no melhor fator de qualidade, que independente do ajuste a um
ou dois conférmeros, o conjunto de RDCs representado pela permutacéo Ps indica o melhor
espaco conformacional da sacarose (Figura 60 e Figura 61). Portanto, acreditamos que a

dindmica molecular da sacarose assemelha-se aos conférmeros apontados pelo conjunto de
RDCs da permutacéo Ps.

Figura 60— Comparagéo entre fator Q adquiridos ao implementar a combinagéo de parametros

M1-S2 e M2-S2 para os dados de RDCs da sacarose das permutacdes P1 a Ps.
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Figura 61— Comparagdo entre fator Q adquiridos ao implementar a combinacdo de parametros
M2-S1 e M2-S2 para os dados de RDCs da sacarose das permutacdes P1 a Ps.
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A seguir, na Figura 62, sdo mostrados os conformeros #35, #183 e #224 que foram
indicados pelo conjunto de RDCs da permutacdo Ps. Podemos observar que os trés conformeros
sdo pertencentes @ mesma familia de conformagGes possiveis para sacarose, com algumas
poucas mudangas no espaco conformacional do ciclo frutofuranosil. Isto nos indica que a
conformacdo da sacarose em solugdo tem caracteristicas dindmicas, ou seja, ndo ha uma Unica
conformagdo possivel para a sacarose. Além do mais, podemos afirmar com base nos resultados
que, em geral, os conférmeros indicados pelo conjunto de dados de RDCs da Ps, ha pouca
diferenga em relacdo aos angulos torsonais. Em geral, estes angulos se mantem & na faixa de
90 a 110° e ¥ com angulos no intervalo entre 300 a 340°.



136

Figura 62— Conférmeros da sacarose ajustados mediante uso dos RDCs implementados no

oS

método do tensor Unico no programa StereoFitter.

Conformero #35 Conformero #224
& =92,53° D = 89,20°
¥ =339,51° Y =317,69°

Conformero #183
@ =110,99°
¥ =1298,97°

Além dos estudos da conformacdo da sacarose com os dados anisotrépicos de RDCs,
também foi realizado o mesmo ajuste do tensor Unico para os dados de RCSAs. Os resultados
sdo concordantes com os adquiridos para os RDCs, pois o0 melhor fator de qualidade (Q= 0,067)
também foi obtido quando o ajuste foi realizado levando-se em consideragdo a maxima
conformacdo limite para dois conférmeros, enquanto o ajuste considerando a maxima
conformacdo para um anico conférmero teve-se um fator de qualidade mais elevado (Q = 0,315)
(Tabela 10).

Os conférmeros indicados pelos RCSAs para o melhor dos casos indicou as
conformagdes limites #34 (® = 113,94°; ¥ = 310,20°) e #123 (& = 79,07°; ¥ = 178,01°) com
as populagdes, respectivamente, iguais a 51 e 49 %. O conformero #34 é aquele que mais se
aproxima aos resultados dos angulos torsonais da estrutura de raio-X. Entretanto, o conférmero
#123 apresenta os angulos torsonais muito diferente daqueles tomados como referéncia da
literatura. A imagem do conférmero #123 mostra que o espago conformacional do ciclo
frutofuranosil é completamente diferente das demais conformagdes observadas para os outros
conformeros, consequéncia da grande diferenca dos &ngulos de tor¢do em relagdo aos demais

conformeros (Figura 63).
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Tabela 10— Fator de qualidade (Q) e &ngulos torsonais (®; ¥) dos conférmeros obtidos dos

RCSAs da sacarose no sistema TP6EO2M/D-0.

RCSA
M1-S2 M2-S2
Q 0,315 0,067
Conférmeros 34 123
(Popul. %) ° (51 %) (49 %)
D (°) 107,44 113,94 79,07
P (°) 336,87 310,02 178,01

Figura 63— Conférmeros da sacarose ajustados mediante uso dos RCSAs implementados no

método do tensor Unico no programa StereoFitter.

Conformero #34
@ =113,94°
¥ =310,02°

\_(j

Conformero #123
@ =179,07°
¥ =178,71°

Conformero #08
@ =107,44°
¥ =336,87°
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3.6 Estudo Conformacional da Cefuroxima na Fase Croménica TP6EO2M/D20

3.6.1 Atribuicdo de *H e *C da Molécula de Cefuroxima Mediante Técnicas Convencionais de
RMN

Os sinais de 'H e $3C da molécula de cefuroxima (Figura 64) foram atribuidos mediante
colecdo de espectros tipo 'H, ¥C, HSQC, HMBC e COSY. Sendo que 0S espectros
unidimensionais estdo reportados nas Figura 65 e Figura 66, ao passo que 0s demais espectros
encontram-se nos Anexos (B 4 a B 6). Todas as informacdes obtidas nos espectros 1D estdo
reunidas na Tabela 11. A seguir, vamos atribuir os sinais de hidrogénio e carbono na molécula

de cefuroxima.

Figura 64— Estrutura da cefuroxima com a numeracéo identificando as posicGes dos carbonos.

Cefuroxima

Os hidrogénios diastereotopicos ligados aos carbonos 11 e 15 sdo identificados no
espectro de RMN-'H, como sendo, respectivamente, os dupletos em 3,72 ppm (H11) e 3,45
ppm (H11°); 4,71 ppm (H15) e 4,90 ppm (H15”). Observa-se que a proximidade com o oxigénio
dos hidrogénios ligados em C15 torna-os mais desblindados do que os hidrogénios ligados em
C11. Observa-se, também, que os hidrogénios geminais ligados ao carbono C11 acoplam entre
si com uma constante de acoplamento 2Ju-4 = 17,9 Hz, enquanto na posi¢io C15 o acoplamento
geminal é 2Ju.n = 12,20 Hz. Estes acoplamentos geminais sdo tipicos, respectivamente, para
hidrogénios em anéis de seis membros e em cadeias alifaticas.

Os sinais dos hidrogénios presentes no anel furano da estrutura da cefuroxima sao
identificados como sendo o dupleto em 6,93 ppm atribuido ao H4, que acopla em orto com o
H5 (3Jha-ns = 3,59 Hz); o dupleto-dupleto em 6,67 ppm atribuido a H5 que acopla em orto tanto
com H4 (3Jus-na = 3,58 Hz), como também com H6 (3Jus-ne = 1,84 Hz) e, finalmente, o dupleto

largo em 7,73 ppm, tipico do hidrogénio situado mais préximo ao oxigénio do anel furano,
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portanto, atribuido ao H6 acoplando com H5 (3Jue-ns = 1,81 Hz). Todas estas atribuices dos
sinais de hidrogénio, bem como, os acoplamentos escalares homonucleares de hidrogénios a
trés ligacdes (*Ju-n) sdo tipicos para o anel furano.

Quanto aos H9 e H10 foram atribuidos, respetivamente, como sendo os dupletos em
5,85 e 5,26 ppm que estdo acoplandos entre si com 3Jng-r10= 3,70 Hz. A atribuicdo para o H9,
deslocado a uma regido de campo mais baixo do que o H10, foi decorrente da sua ligacao direta
com o carbono da carbonila C8. Finalmente, o simpleto em 4,04 ppm foi atribuido aos

hidrogénios da metila da metoxila situados no C7.

Figura 65— Espectros de RMN-tH (300 MHz, D,0) da molécula de cefuroxima.
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Todos os carbonos ligados diretamente a hidrogénio foram atribuidos através do HSQC,
quanto aos demais carbonos suas atribuicdes foram possiveis por meio do HMBC. Os picos em
116,8 e 131,0 ppm no RMN-'3C estdo correlacionados no HMBC com os hidrogénios
diastereotopicos H11 e H15, portanto é facil perceber em que regido da molécula de cefuroxima
estes picos podem ser atribuidos. Sabe-se que deslocamento, aproximadamente, em 130 ppm
sdo tipicos para carbonos o, S-insaturados a carbonila de acidos carboxilicos. Sabe-se, também,
que, em geral, este Cg encontra-se mais blindado do que C, devido efeito ressonante entre a
dupla ligacdo com a insaturacdo da carbonila. No caso da cefuroxima, a dupla ligacdo dos
carbonos também entra em ressonancia com a carbonila do grupo amida situado em C8,
incrementando o deslocamento de Cg para campo mais alto do espectro, portanto podemos

atribuir o pico 116,8 ppm para o C12 e 131,0 ppm para C13.
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Os picos 143,8 ppm e 144,7 ppm sdo atribuidos, respectivamente, a C3 e C2, pois
observa-se no HMBC correlacdo a trés ligacOes entre C3-H5, ambos pertencentes ao anel
furano, e C2-H4.

Os demais picos 159,1; 163,6; 163,8 e 168,5 ppm séo todos pertencentes a carbonos de
carbonilas de diferentes grupos funcionais. O pico em 159,1 ppm foi atribuido ao carbono da
carbonila C16 que tem no HMBC correlagdo com o H15. J& o pico 163,6 ppm foi atribuido a
C8, tendo em vista correlacbes observadas a duas ligagcbes com H9, como também, a trés
ligacbes com H10.

Os dois picos (163,8 e 168,5 ppm) em campo mais baixo ndo mostraram no HMBC
correlagdo com nenhum hidrogénio. No entanto, os Gnicos carbonos que faltam ser atribuidos
sdo carbonos de carbonila de amida (C1) e de acido carboxilico (C14). Observa-se pela estrutura
molecular da cefuroxima que ambos esto ligados em C, a carbonos do tipo sp?, sendo assim,
a diferenca de deslocamento quimico entre C1 e C14 consiste na liga¢do da carbonila com o
oxigénio da hidroxila em C14 e nitrogénio para o grupo amida em C1. Como o oxigénio é mais
eletronegativo que o nitrogénio, atribui-se o pico em 163,8 ppm para o C1 e 168,5 ppm para o
Cl4.

Figura 66— Espectros de RMN-3C (300 MHz, D,0) da molécula de cefuroxima.
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Tabela 11— Deslocamento quimico de *H e 3C, & (ppm), acoplamento escalar "Ju-n (Hz) da

cefuroxima.
At‘::mo 8¢ Sy 2,10 (Mult) / Hz2 33 (Mult) / Hzd

1 1638 i i i

2 1447 i i i

3 14338 i i i

4 1152 6,93 i 3,59 (d)
5 1122 6,67 i 3,58 ¢ 1,84 (dd)
6 1462 773 i 1,81 (d)
7 62,6 4,04 i i

8 1636 i i i

9 58,8 5,85 i 4,67 (d)
10 57 5,26 i 4,71 (d)
11 3.45 17,90 (d) i

25,4

11" 372 17,96 (d) :

12 116,8 i i :
13 131 i i :
14 1685 i i i

15 471 12,20 (d) :

64,1

15" 4,90 12,23 (d) :
16 159.1 i i i

d: dupleto; J: Constante de acoplamento escalar; Mult.: Multiplicidade; 6: Deslocamento quimico.

3.6.2 Medidas Anisotrdpicas no Sistema TP6EO2M/D,0O/Cefuroxima

O sistema TP6EO2M/D,O/cefuroxima foi preparado para aquisicdo de parametros

anisotrépicos (RDCs e RCSAs) da cefuroxima, conforme reportado no item 2.5.1. Os espectros
HSQC-F1 (Figura 68), para medidas de RDCs, e *C-{*H} (Figura 70 e Figura 71), para
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medidas de RCSAs, foram registrados nas duas temperaturas alvo de: 12 °C (anisotrdpica) e 17
°C (isotrépica) as quais foram apontadas pelo monitoramento da separacdo quadrupolar de
deutério (Figura 67). Os RCSAs foram medidos usando a Equacdo 44 tomando como

referéncia o sinal C11 do carbono da cefuroxima.

Figura 67— Monitoramento da transicdo de fases isotrdpica/anisotropica no sistema
TP6EO2M/D20/cefuroxima através do splitting quadrupolar de D.O em diferentes

temperaturas.

AVQ =816 Hz

25 2.0 1.5 1.0 05 0.0 -05-1.0-1.5-20-25 8 6 4 2 2 -4 -6 -8

0 -
f1 (ppm) f1 (ppm)
Isotropico (17 °C) Anisotrépico (12 °C)

3.6.2.1 Medicéo dos RDCs da Cefuroxima no Sistema TP6EO2M/D>0

Como foi comentado anteriormente, os RDCs sdo alcancados fazendo a diferenca entre
0 acoplamento total e o acoplamento escalar, ambos registrados nos espectros de HSQC
acoplados em F1, respectivamente, adquiridos nos meios anisotropico e isotropico (Equacao
38). Quando um dos espectros ndo € adquirido, por dificuldade inerente a analise, a medida de
RDC, consequentemente, fica comprometida.

Em geral, a medida do acoplamento total € mais dificil de ser obtida, dentre algumas
razdes podemos citar: a interagdo acentuada do analito com a fase alinhada pode reduzir
drasticamente o T do analito, ou até mesmo provocar a destruicdo da fase orientada.

No caso da cefuroxima dissolvida no sistema TP6EO2M/D-0 tivemos dificuldades de
obter os espectros de HSQC acoplados em F1, sobretudo, no meio anisotrépico, onde extraimos
os acoplamentos totais, como podemos observar pela Figura 68. O espectro de HSQC-F1 no
meio isotrdpico registrou o splitting entre os sinais de contorno dos hidrogénios acoplados com
carbonos com ligacdo direta, ainda que nédo tenha conseguido registrar todos os picos. Porém,

0 espectro na fase alinhada néo foi observado sinal.
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Figura 68— Espectros de HSQC-F1 (campo de 9,4 T) da cefuroxima dissolvida no sistema
TP6EO2M/D-0. (a) Espectro registrado na temperatura do sistema em 17 °C (isotropico); (b)

Espectro registrado na temperatura do sistema em 12 °C (anisotropico).
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O espectro de RMN-'H da cefuroxima também foi adquirido e podemos observar nele
a existéncia de alguns sinais provenientes desta molécula (Figura 69). Portanto, isto pode nos
indicar que provavelmente a auséncia dos sinais no espectro de HSQC-F1 no meio anisotrépico
possa ser uma consequéncia de um T> da cefuroxima na fase TP6EO2M/D,O muito curto

provavelmente por causa de uma forte agregacao desta molécula com o meségeno.

Figura 69— Espectros de RMN-!H (400 MHz) da cefuroxima dissolvida no sistema
TP6EO2M/D-0 registrado em 12 °C (meio anisotropico).
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3.6.2.2 Medicéo dos RCSAs da Cefuroxima no Sistema TP6EO2M/D,0

Uma forma de obtermos os RCSAs &, primeiramente, escolhermos um carbono de
referéncia interna contido na prépria molécula para, em seguida, fazermos a diferenca entre 0s
deslocamentos quimicos dos demais sinais (6%) em relacéo a esta referéncia. Em geral, escolhe-
se 0 deslocamento quimico do carbono mais blindado que no caso da cefuroxima é o 611, Estas
medidas sdo realizadas nos dois diferentes meios isotropico/anisotropico do sistema
TP6EO2M/D20/cefuroxima.

Quanto maior o nimero de RCSAs medidos o problema ficara melhor condicionado.
Como podemos observar pelos espectros de RMN 3C-{*H} adquiridos nos meios isotropico
(Figura 70) e anisotropico (Figura 71), todos os picos puderam ser identificados, possibilitando
a medicdo dos dezesseis RCSAs na molécula de cefuroxima (Tabela 12). Os valores de RCSAs
compreenderam um intervalo extenso (157,30 a -62,20 Hz), provavelmente, resultado do
elevado grau de alinhamento da fase (Figura 67), mas ndo podemos descartar que haja
variacdes isotrdpicas, entre as duas fases limites isotropica/anisotropica, decorrente da largura
da faixa de temperatura de transicéo (5 °C).

Ressalte-se que o0s picos mais intensos 58,108 ppm no espectro isotrépico e 61,245 ppm
no espectro anisotrépico séo referentes a sinais de carbono da metoxila do TP6EO2M, bem
como, o0s sinais largos préximos de 70 ppm, que pertencem aos carbonos posicionados nas
cadeias laterais pegiladas (CH2CH0) do TP6EO2M.



Figura 70— Espectro de ¥C-{*H}
TP6EO2M/D-0 e mantida a 17 °C.
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Figura 71— Espectro de BC-{‘H}
TP6EO2M/D-0 e mantida a 12 °C.
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Tabela 12— RCSAs adquiridos da cefuroxima dissolvida no sistema TP6EO2M/D>0.

Isotropico (ppm) Anisotropico (ppm) RCSA
Carbono
) &t — 51t ) &t — 51t ppm Hz
1 163,359 138,230 164,763 139,675 1,445 145,42
2 144,403 119,274 144,202 119,114 -0,160 -16,10
3 144,127 118,998 143,726 118,638 -0,360 -36,23
4 114,662 89,533 114,003 88,915 -0,618 -62,20
5 112,078 86,949 111,429 86,341 -0,608 -61,19
6 145,701 120,572 145,452 120,364 -0,208 -20,93
7 62,418 37,289 63,045 37,957 0,668 67,23
8 162,793 137,664 163,460 138,372 0,708 71,25
9 58,978 33,849 58,432 33,344 -0,505 -50,82
10 57,003 31,874 56,978 31,890 0,016 1,61
11* 25,129 0,000 25,088 0,000 0,000 0,00
12 116,496 91,367 118,018 92,930 1,563 157,30
13 131,023 105,894 132,486 107,398 1,504 151,36
14 167,882 142,753 168,030 142,942 0,189 19,02
15 64,033 38,904 64,060 38,972 0,068 6,84
16 158,744 133615 45873 133785 170 17,11

*: Referéncia interna; RCSA: Anisotropia de deslocamento quimico; §: Deslocamento quimico.

3.6.3 Modelagem Molecular da Cefuroxima

O espaco conformacional de cefuroxima foi modelado mediante um método Monte
Carlo mecénica molecular (MMF94) conservando-se aquelas conformacdes por baixo de 21
kJ./mol. Os tensores de blindagem quimica foram obtidos mediante calculos GIAO/B3LYP/6-

31+G* diretamente sobre as geometrias de mecanica molecular.
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3.6.4 Andlise Conformacional da Cefuroxima Mediante RCSAs Adquiridos no Sistema
TP6EO2M/D-0

Os RCSAs foram ajustados a diferentes combinagdes de conférmeros de cefuroximas
no programa StereoFitter para, em seguida, fazer um ajuste de decomposi¢édo do valor singular
(SVD) dos RCSAs. Os dados do input podem ser conferidos no Anexo (D 2). O ajuste baseado
em varias conformacdes necessita do uso de uma aproximacéo de tensor Unico de alinhamento,
este tensor € comum entre todas as conformacdes do ensemble. Essa aproximacdo demanda a
sobreposicao prévia das coordenas moleculares com o intuito de definir um Unico sistema de
referéncia. Foram implementadas trés diferentes formas de méxima sobreposi¢cdo dos
conférmeros: uma busca automatica (S0), sobreposi¢do considerando os elementos mais
pesados da molécula (S1) e sobreposi¢cdo considerando a regido com menor flexibilidade da
cefuroxima situada no anel quaternario (S2). Além do mais, a busca conformacional foi baseada
na maxima conformacdo entre duas conformacgfes limites (M2) ou considerando o ajuste
individualmente (M1).

As diferentes formas de maxima sobreposicdo dos conférmeros, quando o ajuste foi
considerado a modelos duas conformagdes (M2), tiveram o fator de qualidade sempre igual a
0,141, selecionando os conférmeros limites # 81 e #93 (Figura 72) com populacdes,
respectivamente, iguais a 40 e 60 % (Tabela 13). Porém, quando o ajuste foi realizado
considerando um unico conférmero, o fator de qualidade foi sempre muito elevado, isto indica
que a cefuroxima deve apresentar varias conformacdes derivadas da mobilidade das cadeias

laterais.

Tabela 13— Fator de qualidade (Q) e porcentagem das populacdes dos conférmeros obtidos dos
RCSAs da cefuroxima no sistema TP6EO2M/D-0.

RCSA
M1-S0/S1/S2 M2-S0/S1/S2
Q 0,286 0,141
Conférmeros 75 81 93
(Populagéo) - 40 % 60 %
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Figura 72— Conformeros da cefuroxima ajustados mediante uso dos RCSAs implementados no

método do tensor Unico no programa StereoFitter.

Conformero #81 (40%) Conformero #93 (60%)

3.7 Estudo Conformacional da Monocrotalina na Fase Crom6nica DSCG/NaCl/D20

3.7.1 Atribuicdo de H e *C da Molécula de Monocrotalina Mediante Técnicas Convencionais
de RMN

Os atomos de H e 3C da molécula de monocrotalina (Figura 73) foram atribuidos
mediante a cole¢do de espectros do tipo H, 3C, HSQC, HMBC e COSY. Sendo que o0s
espectros 1D estdo reportados nas Figura 74 e Figura 75. J& os espectros bidimensionais podem
ser encontrados nos Anexos (B 7). Todas as informacGes obtidas nos espectros
monodimensionais estdo reunidas na Tabela 14. A seguir iremos mencionar a atribuicdo de

alguns destes sinais.
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Figura 73— Estrutura da monocrotalina com a numeragdo identificando as posi¢Ges dos

carbonos.

HB //Hoc

Os espectros de RMN-H e 13C evidenciam, respectivamente, a presenca de todos os
sinais de hidrogénios e carbonos que formam a molécula de monocrotalina. No RMN-!H as
integrais dos picos sao todas equivalentes ao numero de hidrogénio localizado em cada posi¢édo
da molécula.

Os sinais na forma de simpleto situados em campo mais alto do espectro de H
pertencem as metilas ligadas ao macrociclo da monocrotalina nas posi¢oes H12” (1,46 ppm) e
H13’ (1,35 ppm). Enquanto 0 dupleto igual a 1,18 ppm foi atribuido & metila H14’, o
quadrupleto em 3,05 ppm foi atribuido ao H14, ambos hidrogénios vicinais acoplando entre si
com Juia-nr4- = 7,1 Hz. Ainda em relagdo ao macrociclo, podemos atribuir os hidrogénios
diastereotopicos H9(a,b) como sendo os picos em 4,88 e 4,60 ppm, ambos acoplando entre si
com 2J = 11,8 Hz. Ja no espectro de RMN-'3C podemos observar claramente na regido de
carbonila os sinais em 176,54 e 174,82 ppm correspondentes, respectivamente, a C15 e C11.
Todas estas atribui¢6es sdo confirmadas pelo HMBC que mostram correlagdes entre carbono e
hidrogénio a duas ou trés ligacdes.

Quanto aos hidrogénios posicionados no anel pirrolizidina foram atribuidos conforme
segue: um sinal em 6,18 ppm, em regido de hidrogénios com hibridizagdo sp?, foi, portanto,
conferido a H2. O sinal deste hidrogénio no espectro de RMN-'H encontra-se na forma de um
quadrupleto largo com constante de acoplamento igual a 2 Hz, indicando acoplamento com os
hidrogénios diastereotdpicos vicinais (H3). J& os hidrogénios diastereotopicos na posi¢éo
H3(a,b), com maior deslocamento quimico que seus pares H5(a,b) e H6(a,b), foram atribuidos
como sendo 3,80 e 3,49 ppm acoplando entre si com constante de acoplamento de 16,7 Hz,

acoplamento caracteristico de hidrogénios geminais.
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Figura 74— Espectro de RMN-'H (600 MHz, D-O) da molécula de monocrotalina.
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Tabela 14— AtribuicGes dos deslocamentos quimicos de *H, 3C (ppm) e medida de acoplamento
escalar, Ju-n (Hz) para molécula de monocrotalina dissolvida em D-O.

Atomo 8¢ (ppm) 8y (ppm) Ju-n (Mult.) / Hz?
Cl 131,58 - -
C2-H2 135,69 6,18 2,0 (ql)
C3-H3a 3,81 16,7 (dm)
59,47
C3-H3b 3,5 16,7: 5,2; 2,0 (ddd)
C5-Hb5a 3,13 m
52,48
C5-H5b 2,65 8,9 (q)
C6-Hb6a
32,58 2,03 m
C6-He6b
C7-H7 75,58 5,09 m
C8-H8 75,85 4,40 m
C9-H9a 4,89 11,8 (d)
59,89
C9-HIb 4,61 11,8 (d)
Cl1 174,82 - -
C12 79,08 - -
C12°-H12’ (CHs) 21,25 1,46 s
C13 76,44 - -
C13’-H13’ (CHs) 17,06 1,35 s
Cl4-H14 42,62 3,05 7.1 Hz (q)
C14°-H14’ (CHa) 12,90 1,18 7,1 Hz (d)
C15 176,54 - -

d: dupleto; J: Constante de acoplamento escalar; m: multipleto; Mult.: Multiplicidade; g: quatrupleto; ql:
quatrupleto largo; s: simpleto; &: Deslocamento quimico.

3.7.2 Medidas Anisotrépicas no Sistema DSCG/NaCl/D20/Monocrotalina

O sistema DSCG/NaCl/D,O/monocrotalina foi preparado para aquisi¢do de parametros
anisotrépicos (RDCs e RCSAs) de acordo com o procedimento 2.5.3. Os espectros HSQC-F2,
para medidas de RDCs (Figura 77), e 13C-{*H}, para medidas de RCSAs (Figura 78 e Figura
79), foram registrados nas duas temperaturas alvos: 23 °C (anisotropica) e 28 °C (isotropica)
conforme indicadas pelo monitoramento da separacdo quadrupolar de deutério (Figura 76).
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Figura 76— Monitoramento da transicdo de fases isotropica/anisotropica no sistema
DSCG/NaCl/D20/monocrotalina através do splitting quadrupolar de D.O em diferentes

temperaturas.
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Quando os acoplamentos no espectro de HSQC séo registrados no eixo F2, a medida do
splitting € simplesmente a separacdo entre os picos dos dupletos, ou seja, sem a necessidade de
dividi-los por um fator de escalar k. Depois de medir a diferenca entre cada um dos splitting,
obtidos nos meios isotrépico e anisotropico, obtém-se os RDCs através da Equacdo 38.
Enquanto os RCSAs foram medidos usando a Equacgéo 44 tomando como referéncia o carbono
12 da monocrotalina.

Assim como aconteceu com a sacarose, tivemos para a monocrotalina os dados de RDCs
experimentais com oito combinages, resultado da permutacdo dos dados anisotrépicos dos

hidrogénios situados nas posic¢des 3, 6 e 9 do esqueleto carbonico da monocrotalina.

3.7.2.1 Medicdo dos RDCs da monocrotalina no sistema DSCG/NaCl/D,0

A molécula de monocrotalina foi sujeita a alinhamento no meio DSCG/NaCl/D20 para
extracdo de parametros anisotrépicos. Para tanto, foram realizados experimentos que podem ser
usados para medir acoplamentos entre as entidades de carbono e hidrogénio. O mais comum
dentre estes experimentos € 0 uso do HSQC acoplado em F1, mas também pode-se medir em
F2 (Figura 77), como foi realizado com a monocrotalina.



Figura 77— Espectros de HSQC-F2 (campo de 9,4 T) da monocrotalina registrados nas

temperaturas 23 °C (anisotropico) e 28 °C (isotropico).
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Apbs os experimentos de HSQC-F2 nos meios anisotrépico e isotropico, mediu-se a
maioria dos RDCs da monocrotalina, em um total de 12 dipolares, sendo que o intervalo destes
RDCs variaram entre 26,23 a -19,32 Hz (Tabela 15). Os picos dos sinais de contorno dos
H5(a,b) e H6(a,b) ndo foram, suficientemente, intensos a ponto de permitir a medicdo dos
acoplamentos totais no ambiente anisotropico e/ou acoplamento escalar no experimento

isotropico.

f1 (ppm)
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Tabela 15— Valores calculados de RDCs (HSQC-F2) para monocrotalina no sistema

DSCG/NaCl/D20.
Splitting HSQC-F2
Atomos Anisotrépico Isotrépico RDC (Hz)

T (Hz) J (Hz2)
C2-H2 172,49 167,8 4,69
C3-H3a 121,8 141,12 -19,32
C3-H3b 148,35 131,37 16,98
C5-Hb5a ND 135,87
C5-H5b ND 147,91
C6-Hb6a 122,51 135,3 -12,79
C6-He6b ND ND
C7-H7 187,1 160,87 26,23
C8-H8 147,4 147,51 -0,11
C9-H9%a 167,7 147,21 20,49
C9-H9b 156,14 152,45 3,69
C12-H12' (CHa) 129,09 129,79 -0,7
C13-H13' (CHa) 121,26 127,37 -6,11
Cl14-H14 150,95 133,84 17,11
C14-H14' (CHa) 128,8 130,74 -1,94

J: Acoplamento escalar; ND.: N&o determinado; RDC: Acoplamento dipolar residual; T: Acoplamento total.

A atribuicdo dos RDCs para os hidrogénios diastereotdpicos da monocrotalina gera uma

ambiguidade. Desta forma, teve-se que permutar as dipolares adquiridas para os H3(a,b),

H6(a,b) e H9(a,b), o que resultou em 8 conjuntos de dipolares (Tabela 16).
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Tabela 16— Permutacdes de RDCs da monocrotalina no sistema DSCG/NaCl/D»O calculados

em HSQC acoplados em F2.

Permutacéo de RDCs Experimentais (Hz)

Atomos 1 2 3 4 5 6 7 8
C2-H2 4,7 4,7 4,7 4,7 4,7 4.7 4.7 4.7
C3-H3a -19,3 -19,3 -19,3 -19,3 16,98 16,98 16,98 16,98
C3-H3b 16,98 16,98 16,98 16,98 -19,3 -19,3 -19,3 -19,3
C5-H5(a, b) ND ND ND ND ND ND ND ND
C6-Hb6a -12,8 - -12,8 - - -12,8 -12,8 -
C6-H6b - -12.8 - -12,8 -12,8 - - -12,8
C7-H7 26 26 26 26 26 26 26 26
C8-H8 -0,11 -0,11 -0,11 -0,11 -0,11 -0,11 -0,11 -0,11
C9-H9a 20,49 20,49 3,69 3,69 3,69 3,69 20,49 20,49
C9-H9b 3,69 3,69 20,49 20,49 20,49 20,49 3,69 3,69
CI2-HI2’ (CH) -07 -07 -07 07 07 -07 07  -07
C13’-H13’ (CH3) -6,11 -6,11 -6,11 -6,11 -6,11 -6,11 -6,11 -6,11
C14-H14 17,11 17,11 17,11 17,11 17,11 17,11 17,11 17,11
Cl14’-H14’ (CH3) -1,94 -1,94 -1,94 -1,94 -1,94 -1,94 -1,94 -1,94

ND: Nao determinado.

3.7.2.2 Medicéo dos RCSAs da monocrotalina no sistema DSCG/NaCl/D20

Os RCSAs foram medidos como a diferenca de deslocamento quimico entre um sinal i

e um sinal de referéncia interno da prépria molécula que foi o carbono 12 nos meios isotropico

(Figura 78) e anisotrdpico (Figura 79). Ao todo mediu-se 16 RCSAs que compreenderam um

intervalo estreito de 9,65 a 3,32 Hz (Tabela 17), provavelmente, resultado do pequeno grau de

orientacdo da fase anisotropica retratada pelo splitting do quadrupolo de deutério (Figura 76).
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Figura 78— Espectro de *C-{*H} (100 MHz) da monocrotalina dissolvida no sistema
DSCG/NaCl/D20 e mantida a 28 °C.
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Tabela 17— RCSAs adquiridos da monocrotalina dissolvida no sistema DSCG/NaCl/D-0.

Isotropico (ppm) Anisotropico (ppm) RCSA
Carbono
) 8t — 612 ) 8t — 5612 ppm Hz
1 131,343 52,247 132,086 52,263 0,016 1,61
2 135,246 56,150 136,058 56,235 0,085 8,54
3 59,345 -19,751 60,039 -19,784 -0,033 -3,32
5 52,628 -26,468 53,371 -26,452 0,016 1,61
6 32,506 -46,590 33,271 -46,552 0,038 3,82
7 75,166 -3,930 75,930 -3,893 0,037 3,72
8 76,088 -3,008 76,809 -3,014 -0,006 -0,60
9 59,916 -19,180 60,652 -19,171 0,009 0,90
11 174,693 95,597 175,495 95,672 0,075 7,54
12* 79,096 0,000 79,823 0,000 0,000 0,00
12 21,274 -57,822 22,010 -57,813 0,009 0,90
13 76,428 -2,668 77,156 -2,667 0,001 0,10
13 17,120 -61,976 17,842 -61,981 -0,005 -0,50
14 42,619 -36,477 43,318 -36,505 -0,028 -2,81
14' 12,964 -66,132 13,689 -66,134 -0,002 -0,20
15 176,334 97,238 177,157 97,334 0,096 9,65

*: Referéncia interna; RCSA: Anisotropia de deslocamento quimico; §: Deslocamento quimico.

3.7.3 Modelagem Molecular da Monocrotalina

A molécula de monocrotalina foi objeto de uma busca conformacional explorada no
campo de forca MMFF94 usando o algoritmo dos minimo multiplo de Monte Carlo conforme
implementado no MacroModel com uma janela de 21 kcal/mol. A anélise do ensemble
conformacional obtido mostrou duas conformacdes limites (Figura 80) cujas carbonilas C11 e
C15 do macrociclo tém orientacGes syn-paralelas ou anti-paralelas relativas a orientagdo do
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grupo carbonila dos ésteres. Estudos de raio-X mostraram que no estado sélido a monocrotalina
prefere uma conformacao syn-paralela.!’

Em seguida, o ensemble foi refinado ao nivel de teoria de M062X!Y/6-31+G**
implementado no Gaussian09 e carregado em IEFPCM*!2 com os paradmetros de solvatagio em
agua. O tensor de blindagem quimica foi computado ao nivel GIAO/PBE0!!%/6-311+G** na
geometria M062X usando o Gaussian09. Além do mais, os tensores de blindagem quimical

foram calculados também ao nivel PBEO com a base especializada pcS-1.1%°

Figura 80— Conformagdes limites da monocrotalina.

(syn) (anti)

3.7.4 Anélise Conformacional da Monocrotalina Mediante RDCs e RCSAS

As duas conformacdes limites (Figura 80) foram carregadas no programa StereoFitter
para fazer um ajuste de decomposi¢ao do valor singular (SVD) dos RDCs e RCSAs as estruturas
moleculares do ensemble. Porém, devemos ter em conta varios aspectos. O ajuste a varias
conformacdes precisa do uso da chamada aproximacao de tensor nico onde um tensor comum
de alinhamento é compartilnado por varias conformacgfes. Essa aproximacdo demanda a
sobreposicao prévia das coordenas moleculares com o intuito de definir um Unico sistema de
referéncia. Entretanto, nesse caso, simplesmente, sobrepusemos as estruturas usando o
algoritmo de Kersley baseado em quatérnios implementados no software StereoFitter.

O programa StereoFitter permite as otimizagdes simultanea dos elementos do tensor de
alinhamento e das populacées do ensemble conformacional.?’ Dois cenarios foram usados na
nossa analise: uso exclusivo de RDCs e uso exclusivo de RCSAs.

No primeiro cenario usamos os valores medidos mediante o experimento HSQC-F2

(Figura 77) que resulta nos RDCs reportados na Tabela 15. No entanto, os RDCs com uma
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fraca relacdo sinal ruido no espectro anisotrépico, como C5-H5a e C5-H5p (Figura 77), foram
excluidos e ndo fizeram parte do input de dados de RDCs permutados implementados no
MagNes no modo CASE-3D.

Os resultados obtidos dos dados de RDCs permutados séo reunidos na Tabela 18.
Observa-se que as permutacdes P1, P2 e P7 tiveram as melhores respostas em termos de fator de
qualidade (Q), critério de informacdo de Akaike (AIC, do inglés — Akaike Information

2
Criterion), y% e NX— Sendo que o melhor resultado foi obtido para a permutacdo P1 que
RDC

selecionou os conférmeros #1 e #4 (Figura 81) do ensemble original. Ambos tem as carbonilas
(11 e 15) em posicdo syn e pertencem & mesma familia de conformeros com conformaces
semelhantes, diferenciando entre si levemente na posic¢éo rotacional da hidroxila ligada ao C12.

A conformacéo do anel de pirrolizidina foi a Es exo-puckered.

Figura 81— Conférmeros syn (#1 e #4) para as carbonilas da monocrotalina computadas
mediante o método do tensor unico no programa MagNes.

Conférmero #1 (syn) Conformero #4 (syn)
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Tabela 18- RDC experimental e calculado para monocrotalina em DSCG/NaCl/D20O com o0s

2
valores de Q, AIC, x?, NX— e porcentagem populacional dos conférmeros para cada
RDC

permutacao.
Permutacéo P1 P2 P3 P4
1 (69 %) 1 (58 %) 1 (21 %) 2 (41 %)
4 (31 %) 4 (42 %) 6 (21 %) 10 (21 %)
(% popuiagicy 10 8%) 13 (23%)
13 (29 %) 17 (15 %)
18 (22 %)
P
0,884 1,246 4,322 4,753
Ngrpc
x> 10,602 14,956 51,858 57,032
Q 0,082 0,101 0,181 0,189
AIC 12,607 20,933 60,298 63,114
RDC
experimental e| RDCep | RDCea | RDCexp | RDCca | RDCexp | RDCcal | RDCeyxp | RDCeal
calculado
Cz-H: 4,7 3,35 4,7 3,39 4,7 5,55 4,7 3,01
Cs-Haq -19,3 -20,25 | -19,3 | -21,82 | -19,3 | -20,18 | -19,3 -22,11
Cs-Hsp 16,98 15,09 | 16,98 14,74 16,98 | 17,53 16,98 18,81
Cs-Hea -12,8 -13,61 - - -12,8 | -13,39 - -
Ce-Hep - - -12,8 | -10,49 - - -12,8 -10,64
Cs-H7 26 25 26 25,23 26 22,05 26 22,66
Cs-Hs -0,11 1,77 -0,11 0,67 -0,11 -1,1 -0,11 -0,25
Co-Hoq 20,49 20,95 | 20,49 20,7 3,69 6,59 3,69 7,75
Co-Hop 3,69 4,43 3,69 2,94 20,49 17,37 20,49 16,7
Ci-Hiz -0,7 -1,02 -0,7 -1,38 -0,7 -3,6 -0,7 -3,41
Ciz-His -6,11 -7,15 -6,11 -7,31 -6,11 -6,11 -6,11 -3,92
Ci14-Hus 17,11 17,37 17,11 17,87 17,11 19,03 17,11 18,51
Cia-His -1,94 -0,61 | -1,94 0,19 -1,94 | -7,01 -1,94 -4,63

AIC: Critério de informagao de Akaike; Q: Fator de qualidade de Colinescu.



Tabela 18— Continuagéo.

Permutacéao Ps Ps Pz Ps
8 (45 %) 2 (5%) 9 (45 %) 8 (17 %)
Conférmero 18 (55 %) 5 (58 %) 13 (55 %) 17 (3%)
(% populacéo) 15 (25 %) 18 (80 %)
17 (12 %)
e
9,024 5,477 1,489 3,639
Ngpc
x? 108,291 65,729 17,865 43,669
Q 0,261 0,203 0,106 0,166
AlIC 110,326 71,754 19,828 47,671
RDC
experimental e RDCexp | RDCca | RDCexp | RDCca | RDCexp | RDCca | RDCexp | RDCeal
calculado (Hz)
Ca-H: 4,7 7,8 4,7 6,97 4,7 7,36 4,7 3,21
Cs-Hae 16,98 16,36 16,98 18,11 16,98 17,75 16,98 | 15,09
Cs-Hasp -19,3 -14,36 -19,3 -22,2 -19,3 -19,13 | -19,3 | -17,88
Ce-Hee - - -12,8 | -13,36 -12,8 -13,92 - -
Ce-Hep -12,8 -12,67 - - - - -12,8 | -11,47
Cs-H7 26 24,88 26 20,21 26 24,02 26 26,59
Cs-Hs -0,11 -8,44 -0,11 2,65 -0,11 0,61 -0,11 -4,92
Co-Hoq 3,69 517 3,69 5,48 20,49 19,9 20,49 19,2
Co-Hop 20,49 15,28 20,49 16,29 3,69 4,36 3,69 2,37
Ci-Hiz -0,7 1,01 -0,7 -4,22 -0,7 0,15 -0,7 3,46
Ciz-His -6,11 -5,5 -6,11 -6,42 -6,11 -3,09 -6,11 | -7,38
C14-Hus 17,11 21,11 17,11 19,35 17,11 18,22 17,11 | 18,67
Cl4-H14’ -1,94 -3,44 -1,94 -1,86 -1,94 -1,26 -1,94 | -4,19

AIC: Critério de informacdo de Akaike; Q: Fator de qualidade de Colinescu.

Simultaneamente com o0 nosso trabalho no sistema DSCG/D>O/NaCl, o professor
Hallwass!!® adquiriu e analisou dados de RDCs e RCSAs de monocrotalina em diferentes
solventes organicos. Os seus resultados, mais 0s apresentados nesta tese, constataram que nos
solventes mais polares como, por exemplo, &gua e DMSO ha diferentes conférmeros, porém,
todos com a mesma conformacéo limite mais polar syn, por outro lado, quando a monocrotalina
foi dissolvida em CDCIlz as duas conformaces limites coexistiam, porém com conformagéo
anti (75 %) prevalecendo sobre a conformacéo syn (25 %) e ao ser dissolvida em benzeno o

resultado foi 100 % conformacdo anti. Uma vez que a conformagao syn tem uma dipolar maior
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do que a conformacdo anti, os resultados séo perfeitamente concordantes do ponto de vista da
polaridade do solvente e a polaridade da molécula.

Finalmente, fez-se o ajuste dos valores medidos de RCSA usando novamente 0 método
do tensor unico. Porém, o fator de qualidade obtido foi alto (Q = 0,477), esta falta de correlacédo
entre os dados obtidos experimentalmente e a resposta calculada computacionalmente podem
ser visualizadas na Figura 82, no entanto, os resultados populacionais para a conformagao syn

(65 %) e anti (35 %) sdo concordantes com os resultados adquiridos com os dados de RDCs.

Figura 82— Representagdo dos RCSAs calculados em MSpin contra os experimentais.

Comp. CSA [ppm]

-0.05 0 0.05 0.1
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Embora os sinais de RCSAs obtidos experimentalmente sejam qualitativamente
corretos, possivelmente a perturbacao sobre a componente isotrépica do deslocamento quimico
causada pelo incremento de temperatura e/ou a passagem de uma fase nematica a uma isotrépica
ndo permite a precisdo necessaria para a obtencdo de RCSAs quantitativos, isto traz como

consequéncia uma grande imprecisdo na determinacdo da estrutura conformacional.
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4 CONCLUSOES

O uso de terc-butilmetil éter (tBME) como solvente para recristalizacdo de TP6EO2M,
bem como, as mudangas nas condi¢des mais suaves de sintese permitiu melhorar drasticamente
o rendimento de reagédo (52 % de cristais) se comparado com dados reportados na literatura.
Além do mais, encontramos outras condi¢des de rea¢do usando etanol em substituicdo ao DMF
que evita-se, durante a elaboracéo, processos de separacdo em coluna cromatografica, porém
com rendimento menor de 32 % de cristais TP6EO2M. Acreditamos que 0 uso deste novo
procedimento seja da maxima utilidade para utilizagdo deste composto como meio orientador
ou nas diversas aplicagdes dos agentes cromonicos.

O TP6EO2M mostrou um elevado grau de alinhamento em meio aquoso, sendo possivel
sua utilizacdo como meio orientador para aquisicdo de parametros anisotrépicos em RMN de
meio liquido, sobretudo, os RCSAs.

Devido ao elevado grau de alinhamento na fase nematica do TP6EO2M, os RDCs séo
mais complexos de serem extraidos devido fortes acoplamentos vicinais e geminais entre
hidrogénios presentes na molécula do analito, tornando dificil estudos conformacionais de
estruturas com elevado grau de hidrogenag&o.

O sistema TP6EO2M/D-0 alterando a temperatura de transicdo entre as fases nematica
e isotropica nos permitiu, com apenas uma Gnica amostra, extrair parametros anisotropicos
suficientes para o estudo do espago conformacional das substancias sacarose e cefuroxima. A
interpretacdo dos resultados mostraram que a sacarose em meio liquido apresenta-se com
maltiplas conformagfes com angulos torsonais @ e ¥ variando, respectivamente, 90-110° e
300-340°. Ao passo que a cefuroxima mostrou-se com elevado grau de mobilidade situada
principalmente nas cadeias laterais.

O sistema DSCG/NaCl/D.O permitiu a extracdo de parametros anisotropicos (RDCs e
RCSAs) em RMN de meio liquido da monocrotalina. Os resultados mostraram a preferéncia
conformacional do macrociclo pela forma syn em solventes polares. Verificou-se também a
preferéncia pela conformacéo é Es exo-puckered do anel de pirrolizidina.

Este procedimento para extracdo de componentes anisotrépicas abre um caminho para
0 uso de RCSA na anélise conformacional de compostos com atividade bioldgica sob condicdes

proximas as fisiologicas.
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APENDICE A- DADOS DE DIFRACAO DE RAIO-X DO TP6EO2M

A 1- Dados cristalogréaficos e parametros de refinamento do TP6EO2M.

Foérmula molecular

Peso molecular
Temperatura
Sistema cristalino
Grupo espacial

a

b

C

o

B

Y
\Volume

VA

Densidade (calculada)
Coeficiente de absorcéo
F(000)

Tamanho do cristal
Faixado 0

Reflexdes coletadas
Reflexfes independentes
Completude

Correcéo de absorcédo
Max. e min. transmisséo
Método de refinamento
Dados / restri¢Bes / parametros
Goodness-of-fit on F?
Indice final R [1> 206(I)]
indices R (todos os dados)

Coeficiente de extincéo

CagH72018

937,05

100,0 K

Monoclinico

Pl2i/cl

14,692(3) A

36,423(6) A

9,1388(16) A

90°

96,161(5)°

90°

4862,1(14) A3

4

1,280 Mg/m?

0,097 mm*

2016

0,173 x 0,057 x 0,024 mm?
2,181 a 25,455°

76099

8925 [R(int) = 0,1039]

100 %

Semi-empirico de equivalntes
0,7368 € 0,5878
Quadrados minimos da matriz completa em F?
8925/0/601

1,114

R: = 0,0833, wR, = 0,1800
R:;=0,1218, wR, = 0,1948
n/a
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APENDICE B- DADOS DE RMN BIDIMENSIONAIS DA SACAROSE,

CEFUROXIMA E MONOCROTAL

J
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B 1- Espectro de HSQC (campo de 14,1 T) da molécula de sacarose dissolvida em DO.
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B 2— Espectro de HMBC (campo de 14,1 T) da molécula de sacarose dissolvida em D-O.
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B 3- Espectro COSY (campo de 14,1 T) da molécula de sacarose dissolvida em D-O.
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B 4— Espectro de HSQC (campo de 7,0 T) da cefuroxima dissolvida em D20.
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B 5— Espectro de HMBC (campo de 7,0 T) da cefuroxima dissolvida em D-O.
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B 6— Espectro COSY (campo de 7,0 T) da cefuroxima dissolvida em D-O.
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B 7— Espectro de HSQC (campo de 14,1 T) da molécula de Monocrotalina dissolvida em

D-0.
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B 8- Espectro de HMBC (campo de 14,1 T) da molécula de Monocrotalina dissolvida em

D,0.
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B 9- Espectro de HSQC (campo de 14,1 T) da molécula de Monocrotalina dissolvida em
D-0.
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APENDICE C- DADOS DE RDC EXPERIMENTAL E CALCULADO DA
SACAROSE OBTIDOS EM TP6EO2M/D20

C 1- RDCs experimental e calculado para sacarose em TP6EO2M/D20 com os valores de Q,

2
AIC, x2, NX— porcentagem populacional dos conférmeros para cada permutacéo e angulos
RDC
torsonais @ e ¥. Combinagdo M2-S2
Permutacéo P1 P2 P3 P4
47 (34 %) 65 (60 %) 275 (54 %) 21 (53 %)
o =81,14° ®=108,77° O = 65,06° ® =79,58°
Y =180,66° Y =313,76° Y =286,52° Y =178,46°
Conférmero
(% populacéo)
164 (66 %) 285 (40 %) 317 (44 %) 83 (47 %)
® =99,14° O =64,87° ® =106,37° ® =64,75°
¥ =51,84° ¥ =286,75° ¥ =314,35° ¥ = 280,86°
XZ
65,17 7,67 87,45 74,32
Ngpc
x? 782,02 812,04 1049,36 891,86
AlC 784,02 814,04 1051,36 893,86
Q 0,178 0,181 0,206 0,190
RDC
experimental e RDCexp RDCCa| RDCexp RDCCa| RDCexp RDCCal RDCexp RDCcal
calculado
Cig-Hig -10,2 -18,19 | -10,2 | -12,12 | -10,2 -4,21 -10,2 -5,64
Hig-Hog 59,5 45,1 59,5 41,14 59,5 43,22 59,5 36,09
Cag-Hag -5,39 1,67 -5,39 -3,72 -5,39 -5,35 -5,39 | -10,87
Cag-Hag 5,84 -1,56 5,84 5,73 5,84 451 5,84 12,94
Ceg-Heg (CH2) 9,49 22,57 9,49 16,47 9,49 5,94 9,49 6,98
Hesg-Heg 51,32 54,42 | -51,32 | -57,6 | 51,32 | 58,91 [ -51,32 | -56,15
Ci-Hit (CH2) 30,93 13,66 | 30,93 | 37,16 | 30,93 | 13,53 | 30,93 | 34,35
Har-Hat 40,65 39,49 | 40,65 | 30,44 | -40,65 | -27,12 | -40,65 | -45,7
Car-Hst 48,22 56,02 | 48,22 35,1 48,22 | 37,05 | 48,22 | 40,48
Car-Has 33,12 33,25 | 33,12 | 19,67 | 33,12 16 33,12 11,2
Cs-Hst -152,26 |-149,91|-152,26 | -157,72|-152,26 | -161,19 | -152,26 | -156,51
Ce-Her (CHy) 0,41 14,68 041 | -1414 | 041 12,85 0,41 3,53

AIC: Critério de informacéo de Akaike; Q: Fator de qualidade de Colinescu; @ ¢ definido pelos atomos Og-Cig-

O-Co; W € definido pelos 4tomos Os-Cys-O-Chg.




C 1- Continuagéo.

Permutacéao Ps Ps Pz Ps
35 (26 %) 24 (67 %) 127 (41 %) 195 (46 %)
O =92,53° O =104,02° o =101,51° ® =93,63°
Y =339,51° Y =312,76° Y =7328"° Y =198,30°
Conférmero
(% populacéo)
224 (74 %) 155 (33 %) 335 (59 %) 331 (54 %)
o =89,2° O =99,48° o =115,57° O =113,34°
¥ =317,69° ¥ =209,17° Y = 305,22° Y =323,60°
Pz
15,26 36,08 54,19 77,77
Ngpc
x> 183,10 432,93 650,29 933,27
AIC 185,10 434,93 652,29 935,27
Q 0,085 0,130 0,160 0,192
RDC
eXperimenta' e RDCexp RDCCa| RDCexp RDCCa| RDCexp RDCCal RDCexp RDCcal
calculado
Cig-Hyg -10,2 -11,48 | -10,2 -8,06 -10,2 -4,7 -10,2 -6,21
Hig-Hag -67,24 | -73,12 | -67,24 | -56,24 | -67,24 | -55,49 | -67,24 | -53,06
Cag-Hag -5,39 3,34 -5,39 -1,85 -5,39 | -11,58 | -5,39 -2,06
Cag-Hag 5,84 -2,78 5,84 3,02 5,84 15,38 5,84 -1,12
Ceg-Hsg (CH2) 9,49 7,79 9,49 11,54 9,49 -8,61 9,49 25,25
Heg-Heg 51,32 46,83 | -51,32 | -58,27 | 51,32 | 59,17 | -51,32 | -58,52
Ci+-His (CHy) 30,93 28,37 | 30,93 | 31,01 | 30,93 | 27,61 | 30,93 | 24,69
Hir-Hais 40,65 4539 | 40,65 | 49,08 | -40,65 | -37,77 | -40,65 | -48,98
Cst-Has 48,22 4583 | 48,22 | 61,61 | 48,22 | 44,55 | 48,22 | 62,01
Ca-Has 33,12 36 33,12 417 33,12 | 27,46 | 33,12 | 46,35
Cs#-Hst -152,26 |-149,48 | -152,26 | -142,57 | -152,26 | -153,44 | -152,26 | -138,71
Ce-Her (CHy) 0,41 2,18 0,41 -2,23 0,41 -13,13 0,41 10,9

180

AIC: Critério de informagdo de Akaike; Q: Fator de qualidade de Colinescu; ® ¢é definido pelos atomos Og-Cig-
0O-Cys; W € definido pelos atomos Os-Cor-O-Cyg.
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APENDICE D- INPUT DA SACAROSE E CEFUROXIMA

D 1- Input da sacarose (RDCs e RCSAs) obtido no sistema TP6EO2M/D20 e implementado

no MagNes.

Input sacarose (Permutacdo Input sacarose (Permutacdo Input sacarose (Permutagio Input sacarose (Permutagio

1)
rdc_data {
#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
11 13 59.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
67584

#6g CH2
(3.4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

}

2)
dc_data {
#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
11 13 59.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
67584

#6g CH2
(3.4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

}

3)
rdc_data {
#1g CH
1213-10.2

#1gH 2gH
11 13 59.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3.4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

}

4)
rdc_data {
#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
11 1359.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3.4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

}



Input sacarose
(Permutacéo 5)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

¥

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

¥

Input sacarose
(Permutacéo 6)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
17 18 33.12

#5f CH
15 16 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

}

Input sacarose
(Permutacéo 7)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

}

Input sacarose
(Permutacéo 8)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
17 18 33.12

#5f CH
15 16 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
2

}

rdc_standard_error {
1.2

}
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Input sacarose
(Permutacéo 1)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
11 1359.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

¥

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

¥

Input sacarose
(Permutacéo 2)
dc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
11 13 59.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
17 18 33.12

#5f CH
15 16 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

}

Input sacarose
(Permutacao 3)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
11 1359.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

}

Input sacarose
(Permutacéo 4)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
11 1359.50

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
17 18 33.12

#5f CH
15 16 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

}
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Input sacarose
(Permutacéo 5)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

¥

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

¥

Input sacarose
(Permutacéo 6)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
17 18 33.12

#5f CH
15 16 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

}

Input sacarose
(Permutacéo 7)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
4551.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
1718 33.12

#5f CH
1516 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

}

Input sacarose
(Permutacéo 8)
rdc_data {

#1g CH

12 13-10.2

#1gH 2gH
1113 -67.24

#3g CH
89-5.39

#4g CH
675.84

#6g CH2
(3,4) (3,5) 9.49

#6gH 6gH
45-51.32

#1f CH2
(24,25) (24,26) 30.93

#1fH 1fH
25 26 -40.65

#3f CH
19 20 48.22

#4f CH
17 18 33.12

#5f CH
15 16 -152.26

#6f CH2
(21,22) (21,23) 0.41
}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,6,8,10,12,27
}

max_conformations {
1

}

rdc_standard_error {
1.2

}
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Input Sacarose
rcsa_data {
#1g CH

12 -0.035

#2g CH
10 -0.007

#3g CH
80.009

#4g CH
6 -0.038

#5g CH
10.013

#1f CH2
24 -0.019

#2fC
14 0.064

#3f CH
19 -0.055

#4f CH
17 -0.032

#5f CH
15 -0.024

#6f CH2
21 0.062

¥

rcsa_reference {
3

}

superimpose {
true

¥

superimpose_atoms {

1,6,8,10,12,27
¥

max_conformations {

2
}

Input Sacarose
rcsa_data {
#1g CH

12 -0.035

#2g CH
10 -0.007

#3g CH
80.009

#4g CH
6-0.038

#5g CH
10.013

#1f CH2
24 -0.019

#2fC
14 0.064

#3f CH
19 -0.055

#4f CH
17 -0.032

#5f CH
15 -0.024

#6f CH2
21 0.062

}

rcsa_reference {
3

}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {

1,6,8,10,12,27
¥

max_conformations {

1
}
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D 2— Input da cefuroxima (RCSAS) obtidos no sistema TP6EO2M/D20 e implementados no

MagNes.

Input Cefuroxima
rcsa_data {

#C1

19 1.445

#C2
21-0.16

#C3
23 -0.36

#C4
26 -0.618

#C5
29 -0.608

#C6
28 -0.208

#C7
25 0.668

#C8
10.708

#C9
3-0.505

#C10
50.016

#C11 ref

#C12
91.563

#C13
6 1.504

#C14
100.189

#C15
12 0.068

#C16
16 0.170

¥

rcsa_reference {
11

}

superimpose {

true

}

superimpose_atoms {
1,2,35
}

max_conformations {
2

}

Input Cefuroxima
rcsa_data {

#C1

19 1.445

#C2
21-0.16

#C3
23 -0.36

#C4
26 -0.618

#C5
29 -0.608

#C6
28 -0.208

#C7
25 0.668

#C8
10.708

#C9
3-0.505

#C10
50.016

#C11 ref

#C12
91.563

#C13
6 1.504

#Cl14
100.189

#C15
12 0.068

#C16
16 0.170

}

rcsa_reference {
11

}

superimpose {
true

}

superimpose_atoms {
1,2,3,5
}

max_conformations {
1

}



