-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by t CORE

provided by Repositério Institucional da Universidade de Aveiro

=1 Aveiro

Universidade de Departamento de Quimica
[
2003

Luis Eduardo Reaccdes ido-molécula em fase gasosa
de Abreu e Lima Ramos de aminas biologicamente activas

dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento
dos requisitos necessarios a obteng¢do do grau de Doutor em Quimica,
realizada sob a orientacao cientifica da Dr.2 Ana Maria Clemente
Fernandes, Professora Auxiliar do Departamento de Quimica da
Universidade de Aveiro


https://core.ac.uk/display/15563384?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




o juri

presidente

Doutor Casimiro Adrido Pio, professor catedratico da
Universidade de Aveiro;

Doutora Maria Helena Ferreira da Silva Floréncio, professora
catedratica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa;

Doutor Anténio José Venancio Ferrer-Correia, professor
catedratico da Universidade de Aveiro;

Doutora Maria da Graca Ornelas Santana Marques, professora
associada da Universidade de Aveiro;

Doutora Maria Tereza Neves Fernandez, professora auxiliar da
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa;

Doutora Ana Maria Clemente Fernandes, professora auxiliar da
Universidade de Aveiro (orientadora).






agradecimentos

A Professora Doutora Ana Maria Clemente Fernandes,
pelo apoio e orientagéo firmes e pacientes, exercidos, com
elevagdo, mesmo em tempos perturbados por ocorréncias
familiares dolorosas;

a dr2 Cristina Maria Ramalho Ferreira Barros, pela
colaboracdo muito competente na parte experimental do
trabalho;

aos membros do grupo de Espectrometria de Massa do
Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro,
pelo acolhimento e colaboracéo;

a Unidade de Investiga¢cdo de Quimica Orgéanica de
Produtos Naturais e Agro-Alimentares do Departamento
de Quimica da Universidade de Aveiro, e a Fundagédo para
a Ciéncia e Tecnologia do Ministéro da Ciéncia e do
Ensino Superior e ao Fundo Social Europeu, pela
concessao de bolsas de investigagéo respectivamente
entre Junho de 1998 e Junho de 2000 e entre Julho de
2000 e Dezembro de 2002.



\



dedicatéria Aos meus pais,
Maria Guiomar Ferreira de Abreu e Lima,
e Luis Eduardo Ramos

Vi



VI



resumo Estudaram-se as reac¢des quimicas, em fase gasosa, de um
grupo de aminas biogénicas, de alguns dos seus metabolitos e
de outras aminas estruturalmente relacionadas com as
primeiras, com diversos reagentes positivos e um reagente
negativo, numa fonte de ionizagdo quimica de um
espectrémetro de massa de geometria EBEQQ. Entre os
primeiros reagentes destacam-se o catido t-butilo, o catido
propilo, o catido etilo, o catido metoximetileno, o catido
dimetoxiborinio, o catido nitrosilo e outros ides produzidos
num plasma de nitrometano, e o reagente negativo foi o
anido-radical oxigénio. O estudo é acompanhado de uma
revisdo da bibliografia relativa aos varios topicos envolvidos.
Com base nos dados experimentais (espectros de ionizacao
quimica, espectros de MIKE, espectros de varrimento ligado
de B%/E, espectros de CID e marcagdo dos substratos com
deutério) foram deduzidos os mecanismos de muitas das
reaccBes observadas, e os resultados globais pdem em
evidéncia os modos variados como as caracteristicas
estruturais dos substratos determinam o género e a
abundancia dos produtos formados nessas reaccoes.






abstract

The chemical reactions, in the gas-phase, of several biogenic
amines and some of their metabolites, as well as of other
amines with close structural relations with the former ones,
were studied by chemical ionization mass spectrometry in a
mass spectrometer of EBEqQ geometry, employing as
reagents, in the positive mode, the ethyl, propyl and t-butyl
cations, the methoxymethylene and dimethoxyborinium
cations, the nitrosonium ion and other ions produced in a
nitromethane plasma, and, in the negative mode, the oxygen
radical anion produced in a plasma of N/N,O. As an
introduction to these topics, a comprehensive review of the
pertinent scientific literature was made. On the ground of the
results obtained from chemical ionization mass spectra, MIKE
and CID spectra, linked-scanning B%/E spectra and isotopic
labelling with deuterium, mechanisms for most of the reactions
observed could be proposed, and the ways in which the
structural features of the substrates influence the outcome of
the reactions were established.
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1-REACCOES IAO-MOLECULA EM FASE GASOSA

1.1 - INTRODUCAO

Foi logo no inicio do desenvolvimento da espectrometria de massa que se tornou
evidente o aparecimento de ides que, em vez de resultarem directamente da
ionizacdo da amostra ou de fragmentacOes dos seus ides, provinham de reaccdes
entre ides e moléculas neutras !. No principio, estas reaccdes foram
consideradas, em larga medida, mais como uma perturbacdo interveniente no
processo normal de ionizagdo por impacto electrénico, e foram estudadas apenas
com o objectivo de ser identificada a sua origem. A seguir ocorreu um periodo,
localizado nas décadas de 1930 e 1940, em gue 0S progressos registados no
campo da espectrometria de massa disseram respeito principalmente a fisica dos
processos de ionizacéo e dissociacdo dos ifes. Foi mais tarde, sobretudo a partir
da década de 1950, que o estudo das reacc¢bes ido-molécula se desenvolveu
independentemente, tendo o primeiro trabalho nesta area dito respeito a

identificacdo do ido CHs' formado, num plasma de metano, através da seguinte
reaccao %

CH4™ + CHs? CHs" + CH3’ (1)

Ficou patente, neste trabalho, que as reaccbes ido-molécula ocorrem
habitualmente com velocidades muito mais altas do que aquelas entre espécies
neutras e, no periodo entdo iniciado, desenvolveu-se muito o interesse pelas
caracteristicas particulares destas reaccdes, 0 que veio a tornar esta numa
verdadeira area independente de investigacao cientifca fundamental. As suas
aplicacdes, se bem que inicialmente centradas especialmente na quimica da
atmosfera, hoje estendem-se a variados outros campos, influenciando e sendo
influenciadas, ao mesmo tempo, pelos importantes avancos técnicos no projecto

da instrumentagao usada.
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O calculo do valor da seccgédo eficaz de colisdo para um par ido-molécula foi
desenvolvido pela primeira vez ainda na década de 1950 ® e, mais

modernamente, conduziu ao estabelecimento da seguinte equacéo *:

ke=22q(? /1?)"% (2)

onde:

k: = constante de velocidade colisional
g = carga do ido
? = polarizabilidade da espécie neutra

? = massa reduzida das duas particulas

A equacdo (2), cuja caracteristica mais importante € a independéncia da
constante de velocidade relativamente a velocidade relativa das duas particulas e
a temperatura, fornece valores razoavelmente exactos para a constante de
velocidade maxima quando a espécie neutra é apolar. Esses valores sdo cerca
de 10'° - 10%° vezes mais altos que os correspondentes &s mesmas reaccdes em

5 6

solucao . Quando comparados com a fregéncia das colisGes, tais valores

significam, em particular, que em muitas reac¢fes ido-molécula  praticamente
todas as colisbes sao eficazes (quer dizer: a reaccdo é "colisionalmente
controlada™) e, por outro lado, que a energia de activacdo dessas reaccgles €

muito baixa ou quase nula.

No entanto, a equacédo (2) fornece valores muito inferiores aos determinados
experimentalmente quando se trata de moléculas polares. A introducdo de
alteragbes que permitissem alargar o tratamento tedrico também as espécies
neutras polares foi iniciada em 1963 e, actualmente, uma outra equacdo que
prediz mais adequadamente o valor maximo das constantes de velocidade de
uma reacc¢ao ido-molécula, baseada na teoria da "orientacdo média do dipolo”
(ADO), é:
kapo = (22q/? )% [?2%+C?5(2/?ksT )*] (3)
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onde:

C = constante de alinhamento do dipolo
?p = momento dipolar do dipolo
ks = constante de Boltzmann

T = temperatura absoluta

Nesta equacao as duas parcelas da soma contida nos parénteses rectos podem
ser interpretadas como fornecendo, para a constante de velocidade calculada, as
contribui¢des, respectivamente, de um modelo de interaccao ido-dipolo induzido e
um modelo de interaccdo ido-dipolo permanente. Na segunda das parcelas, a
constante C reflecte a extensao segundo a qual o dipolo permanente da molécula
neutra se alinha com a direccdo que liga o respectivo ponto de aplicacdo ao
centro de carga do ido, e assume valores compreendidos entre O (nenhum
alinhamento) e 1 (alinhamento total). Gs valores da referida C constante foram
estimados como uma funcdo da grandeza ?p / ?* a diferentes temperaturas
compreendidas no intervalo entre 150 e 500 K 2 obtendo-se curvas
aproximadamente sigmoidais que dao valores decrescentes de C para

temperaturas crescentes.

Uma das implicacdes da equacéao (3) é que, como consequéncia da introducao da
constante C, as variagcbes da constante de velocidade com a temperatura serao
muito menores do que num modelo que postulasse um alinhamento completo do
dipolo com o centro de carga do ido, e esta € uma caracteristica das reaccdes

ido-molécula que tem encontrado ampla confirmag&o experimental.

1.2 - REACCOES COM IOES POSITIVOS

Uma breve revisdo dos principais tipos de reacc¢fes ido-molécula com ides
positivos, baseada principalmente nna natureza dos ides-produto formados, leva a

destacar os seguintes *:
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1.2.1 - REACCOES DE TRANSFERENCIA DE CARGA

Estas reaccbes podem formular-se como:

X*+M? M?*+X (4)

e a anterior equacao pode ser considerada como a soma das duas seguintes:

M? M*™+e, ?H=EI(M) (5)

e+ X™?2 X, ?H=-RE(X™ (6)

Assim, a variagdo de entalpia da reaccao (4) estara relacionada com a energia de
ionizacdo da espécie neutra M (eq. (5)) e com a energia de recombinagédo do

catido-radical X ** (eq. (6)) como segue:

?H = EI (M) - RE (X ™) 7)

A energia de recombinagcdo de variados ides positivos varia globalmente entre
cerca de 89 eV e cerca de 21-22 eV, apresentando 0s seus valores maximos
para os catides-radicais dos gases nobres % 1°. Para moléculas M poliatémicas,
guando a reaccéo (4) é exotérmica o excesso de energia permanece em larga
medida na forma de energia interna do produto M** e facilita a fragmentacéo deste
ido. Neste caso os processos de fragmentacdo serdo formalmente os mesmos
gue os observados nos espectros de impacto electrénico, mas a energia
disponivel sera apenas aquela que é determinada pela ja referida exotermicidade
da equacdo (4), em vez de ocorrer uma distribuicdo estatistica de energias como

a que caracteriza os ides gerados por impacto electrénico.
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Para reaccdes ido-molécula do tipo de transferéncia de carga entre diversos
catides-radical e os trés alcanos mais baixos foi feita a comparagdo entre os
valores de constantes de velocidade determinados experimentalmente e os
correspondentes valores calculados através da equacdo (2) ®. Fez-se idéntica
comparacgdo relativamente aos mesmos catides-radical nas suas reagdes com
trés moléculas polares, designadamente o éter dimetilico, 0 metanol e a acetona,

usando desta vez a equacéo (3). Na Tabela 1.1 reproduzem-se alguns resultados

representativos:
Mol.apolares Mol.polares
reaccao | Kexp () | Kearc () reaccao Kexp (2) iao-dip.perml.(railgtcfzip.ind. total
Ne”+CH, | 0,07 | 1,26 |Ne”+(CHs),0 1,66 0,51 1,44  [1,95
Ne”+C,Hg| 0,98 | 1,40 |Ne”+CHZ;OH 1,36 0,93 1,21 214
Ar+CHs | 1,07 | 1,16 |[Ne”+(CHs),CO | 3,15 1,52 1,54 |[3,06
Kr'+C,Hg | 0,75 | 1,03 | CO™+(CHy),0 | 1,94 0,46 1,29 [1,94
Ne”+CsHg| 1,21 | 1,55 | CO™+CH;OH 1,83 0,84 1,10 1,94
Ar'+ CgHg| 1,20 | 1,25 [CO”+(CH5),CO| 2,83 1,35 1,37 2,72

3 < -1 -1 9
(@) cm”.molécula”.s™ x 10

Tabela 1.1: Comparacdo entre valores experimentais e valores calculados de constalntes de
velocidade de reac¢Bes ido-molécula de transferéncia de carga (adaptado de *)

Observa-se que a eficiéncia das reacc¢Oes indicadas (traduzivel pelo quociente
entre os valores experimentais e os calculados das constantes de velocidade) é,
de um modo geral, muito elevada. No caso das moléculas polares os valores
calculados das constantes de velocidade foram decompostos na soma de duas
parcelas correspondentes a cada um dos modelos de interac¢do ido-dipolo
permanente e ido-dipolo induzido, e observa-se que a contribuicdo dos segundos
cresce com a grandeza do respectivo dipolo e é geralmente muito menor que a
primeira, assumindo valores da mesma grandeza apenas no caso daquela das

trés moléculas que € mais polar (a acetona).

Outra conclusao interessante que se pode extrair da Tabela 1.1 € a de que
embora, em principio, reac¢cdes como as de transferéncia de carga pudessem

ocorrer por um mecanismo de "salto" de um electrdo a uma distancia superior
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aguela que corresponde as colisbes eficientes, o facto de as constantes de
velocidade experimentais nunca serem superiores as calculadas pelo modelo
colisional implica que esse mecanismo nao deve, em principio, ter uma
contribuicao apreciavel para o resultado global destas reaccoes.

1.2.2 - REACCOES DE TRANSFERENCIA DE PROTAO OU DE RADICAIS
HIDROGENIO

Destas reacc¢les, a primeira que se pode considerar, e que ¢é muito frequente, é

a que ocorre entre moléculas e ides moleculares do préprio substrato:

M?*+M? MH" +[M-H]? (8)

Analisada com atencdo, esta equacdo mostra que 0 mecanismo da reacc¢ao tanto
poder& consistir numa transferéncia de um protdo de M* para M como numa
transferéncia de um radical hidrogénio no sentido inverso. Numa das experiéncias
que contribuiu para o esclarecimento deste problema foi estudada a reaccdo entre
CD,”* e CH, e concluiu-se que a transferéncia de deuterido é cerca de duas
vezes mais frequente que a de radical hidrogénio **. A outra observacdo muito
importante feita neste estudo foi a de que os produtos formados consistiam
unicamente de CD4H" e CH,4D" isotopicamente puros, significando isto que estas
reaccOfes sao extremamente rapidas, uma vez que no complexo colisional
formado ndo chega a haver tempo para ocorrerem escambios protdnicos
suficientemente extensos para levar a formacédo de quantidades detectaveis de

produtos como por exemplo CHsD,".

A outra reaccdo a considerar, muito comum na ionizacdo quimica em
espectrometria de massa, € a de transferéncia de um protdo de um catido

reagente (funcionando como acido de Brgnsted) para a molécula do substrato:

BH*+M? MH'+B (9)
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As eficiéncias determinadas experimentalmente para reaccdes deste tipo séo tao
elevadas que o modelo de "orientagdo meédia do dipolo” (eq. (3)) até fornece
muitas vezes valores tedricos da constante de velocidade inferiores aos
determinados experimentalmente, tendo disto resultado a proposta de um modelo

alternativo mais adequado.

Foi publicado um estudo em que as eficiéncias de diversas reacc¢des deste tipo
foram relacionadas com as respectivas variacdes de energia-livre padrdo 2, no
gual se concluiu que para valores de ?G? menores ou iguais a cerca
de -10 kcal.mol™* a eficiéncia se aproxima muito de 100% e, por outro lado, para
reaccdes apenas ligeiramente endoenergéticas (?G? ? 0-5 kcal.mol') a eficiéncia
pode descer para valores inferiores a 10%. Isto significa que, na pratica, apenas
reaccOes de transferéncia de protdo exoenergéticas podem ter valores de

eficiéncia que sejam convenientes para experiéncias de ionizacdo quimica.

1.2.3 - REACCOES DE TRANSFERENCIA DE IOES NEGATIVOS

Deste tipo, as mais simples, e muito frequentes, sdo as reac¢des de transferéncia
de hidreto:

X*+M? [M-H]* + X (10)

Uma reaccdo como estas serd extensa sempre que a afinidade para o ido hidreto
do catido X" for superior a do catido [M-H]*. A afinidade para o ido hidreto (HIA) é
uma quantidade termodinamica que, de uma maneira equivalente a afinidade
proténica, pode ser definida como o simétrico da variacdo de entalpia da seguinte

reaccao:

R"+H ? RH, ?H° = -HIA (11)
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A Tabela 1.2 contém os valores da HIA de um grupo ce catibes considerado

ilustrativo:

T

R HIA, kcal.mol™
CHs 313
CoHs ' 271
n-CgH; 270
n-C4Hg 268
i-CqHg 266
i-CaH; " 250
s-CaHg 248
NO" 246
CeHsCH," 238
t-C4Hg 233

Tabela 1.2: Afinidades para o ido hidreto de alguns catides (adaptada de 1)

A ordem de HIA's que se observa é, para os carbocatides, e como seria de

esperar, ainversa da das respectivas estabilidades.

Quanto a valores tipicos das constantes de velocidade de reaccfes de abstracao
de hidreto, recolhem-se na Tabela 1.3 dados relativos a quatro catides e a cinco
substratos diferentes, todos eles alcanos, em que fundamentalmente sao
observaveis as variacdes provocadas pelo grau de ramificacdo das estruturas dos

substratos:

3 z -1 -1 10
k, cm~.molécula™.s” x 10

CoHs' |i-CsH;™ | NO™ | t-C4Ho"
n-C4Hi1g 8,4 5,6 <0,02 -
i-CaH1g 10 4,2 4.6 -
n-CsHio 10,9 |8,3 <0,05 | <0,004
i-CsH1o 10,9 |7,5 7.8 0,25
ciclo-CgH1» | 16 11 1.3 <0,0005

M

+

Tabela 1.3: Constantes de velocidade de reac¢fes de abstraccdo de hidreto com alcanos

(adaptada de 1)

O catido nitrosilo mostra um marcado aumento de reactividade com os alcanos
ramificados relativamente aos de cadeia normal. Uma tendéncia inversa, embora

nao muito marcada, parece verificar-se com o catido i-propilo. Observa-se que a
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ordem de reactividades dos quatro catidbes segue exactamente a ordem de HIA's,

gue coincide com a ordem de disposicdo das colunas da Tabela 1.3.

1.2.4 - REACCOES DE ADICAO ELECTROFILA

Nestas reaccdes forma-se um complexo colisional dos dois reagentes o qual, por
ter um tempo de vida suficientemente longo, pode ser estabilizado por colisbes
com outras moléculas dando origem a um aducto, ou pode desde logo sofrer uma

fragmentacao que origina produtos diferentes dos reagentes:

A*+B? [ABT* ? AB*
?

C'+ D (12)

Uma manifestacdo da formacdo deste complexo colisional € o facto destas
reaccbes, com substratos deuterados, levarem geralmente a formacédo de
produtos que revelam ter ocorrido, durante a fase de duragédo do referido

complexo, escambio protdnico mais ou menos extenso entre os dois reagentes.

Em experiéncias com certos substratos com ligacées carbono-carbono duplas ou

13

triplas (por exemplo o aleno e o popino 3, ou fluoro-etilenos *) recolheu-se

evidéncias da formacédo de complexos colisionais especiais com uma geometria
quadrangular. Isto constitui uma semelhanca com o mecanismo, mais tarde
demonstrado, das reaccdes do éter metilvinilico com compostos definicos, as
guais, dada a sua especificidade, podem ser usadas para determinar a

localizac&o das ligacdes duplas nos substratos °.

1.3 - REACCOES COM IOES NEGATIVOS

Os principais processos que ddo origem a formacdo de ides negativos em

condi¢cdes de ioniza¢do quimica sdo o0s seguintes:
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1.3.1 - REACCOES DE CAPTURA DE ELECTROES

Estas podem representar-se por:
e +MX? MX7? (13)

O gas reagente, presente na fonte do espectrometro a pressdes relativamente
elevadas quando comparadas com as da ionizacdo por impacto electrénico, tem o
efeito de reduzir a energia dos electrdes do feixe (fenémeno designado como
"termalizacdo”) e, por outro lado, estabilizar, por colisbes, os i0es negativos

formados.

Se tal estabilizacdo ndo ocorrer, o iAo negativo formado podera perder um
electrdo num processo que sera controlado pela respectiva afinidade electrénica
(EA). Esta é definida, e determinada experimentalmente, como sendo a variacédo
de entalpia exactamente dessa reacgdo inversa em que O aniao perde um
electrdo. Na Tabela 1.4 registam-se os valores das afinidades electrénicas de

alguns anides considerados representativos:

anides|EA (kJ.mol™)
Cr 349
F 328
Br 324
OH 176
CH3O 151
(e} 141
H 73
O, 42
CegHs <0

Tabela 1.4: Afinidades electrOnicas de alguns anides (adaptado de 1)

Nas reaccdes de decomposicdo unimolecular em que um anido elimina um

fragmento neutro e produz outro anido verifica-se, como principio geral, que a
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afinidade electrénica do segundo deve ser superior a do primeiro. Dito de outra

maneira, um anido sera tanto mais reactivo quanto menor for a sua AE.

1.3.2 - REACCOES DE TRANSFERENCIA DE PROTAO

Sao representaveis pela seguinte equacao:

X +YH? XH+Y (14)

Estas reaccdes serdo exotérmicas quando a acidez em fase gasosa da molécula
YH for superior a de XH. Tal grandeza termodinamica define-se como a variagédo

de entalpia da reaccao:
XH? X +H (15)

e, uma vez que uma tal reaccdo é sempre endotérmica, a acidez em fase gasosa

ser& tanto maior quanto menor for essa variagdo de entalpia.

Pode notar-se que, de acordo com a maneira como a afinidade protonica (PA) de
uma espécie € definida, a acidez em fase gasosa de XH coincide com a afinidade
protonica do anido X e vé-se assim que uma reaccado como (14) sera favorecida
guando PA (X)) > PA (Y). Alguns valores, considerados ilustrativos, das

afinidades proténicas de anides reproduzem-se na Tabela 1.5.

As variacoes de entalpia de reaccdes do tipo da representada pela equacao (14)
foram relacionadas com as respectivas eficiéncias (obtidas a partir de um valor de
constante de velocidade calculado a partir da teoria ADO) *°. Verificou-se que as
eficiéncias serdo proximas dos 100% quando tais reacc¢des forem exotérmicas em
pelo menos cerca de 10 kcal.mol' (cerca de 418 kJ.mol'), e se tornam
profundamente pequenas quando as reaccdes se aproximam da termo-

neutralidade. Num outro trabalho anterior tinha-se estabelecido, por outro lado,
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que valores muito baixos de eficiéncia caracterizam sempre estas reaccdes

quando elas envolvem anides estabilizados por efeito de ressonancia *’.

anido | PA (kJ.mol™)
NH,’ 1689
H 1675
OH 1635
o 1599
CHsO' 1592
F 1554
0y 1476
CHsCO, 1459
Clr 1395

Tabela 1.5: Afinidades protdnicas de alguns anides (adaptado de l)

1.3.3 - REACCOES DE TRANSFERENCIA DE CARGA

Estas reacc¢fes sdo traduziveis por uma equagéao do tipo

M+X72 M7 +X (16)

e serdo favorecidas quando a afinidade electrénica da molécula M for superior a
de X. Na Tabela 1.4 anterior observa-se por exemplo que uma espécie com uma

AE relativamente baixa e que é capaz de ionizar um grande niumero de moléculas

é 0 anido molecular oxigénio, O, .

1.4 - REACCOES ESTUDADAS NESTE TRABALHO

No trabalho descrito na presente Tese estudaram-se, por espectrometria de
massa, alguns tipos de reacc¢fes ido-molécula, em fase gasosa, de diversas
aminas biologicamente activas, de alguns dos seus metabolitos, e também de
arilalquilaminas com estreitas relacdes estruturais com as primeiras. A Tabela 1.6

contém os nomes, estruturas e massas moleculares dos compostos estudados.
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Deste grupo de compostos destacam-se, como aminas biogénicas, algumas
catecolaminas (dopamina, adrenalina e nor-adrenalina), algumas indoleaminas
(triptamina, serotonina e melatonina), e outras 2-feniletilaminas (2-feniletilamina,
tiramina, hordenina, octopamina e sinefrina). Estudaram-se também alguns dos
metabolitos dessas aminas biogénicas (acido homovanilico, metabolito da
dopamina; &cido vanilimandélico, metabolito da adrenalina; 4-hidroxi-3-
metoxifeniletilenoglicol, metabolito da nor-adrenalina; e acido 5-hidroxi-
indoleacético, metabolito da serotonina). As restantes arilquilaminas escolhidas
para este estudo foram-no por motivo das suas rela¢des estruturais com as outras
2-feniletilaminas, das quais diferem ou pelo comprimento da cadeia alquilica
(benzilamina, 3-fenilpropilamina, 4-fenilbutilamina), ou pelo grau de substituicao
do grupo aminico (N-metil-2-feniletilamina), ou pelo tipo de substituicdo do anel
benzénico (2-(4-fluorofenil)-etilamina, 2-(4-nitrofenil)-etilamina, e 2-(4-metoxifenil)-

etilamina).

Quanto as funcdes biologicas destes compostos, as trés catecolaminas estudadas
sdo, juntamente com a serotonina, conhecidos neurotransmissores, e 0S
respectivos excesso ou deficiéncia estdo associados a algumas patologias
clinicas importantes, tais como diversas espécies de depressdes, a esquizofrenia,
a doenca de Parkinson, a doenca de Alzheimer, e até, como se descobriu
recentemente, doencas cardiovasculares . A adrenalina e a nor-adrenalina sdo
também, ao mesmo tempo, hormonas que desempenham accfes variadas no
metabolismo do glicogénio e dos acidos gordos e, especificamente a nor-
adrenalina, no mecanismo da termo-regulacdo. A melatonina € uma hormona
segregada pela glandula pineal que intervém na regulacdo dos ciclos de

sono/vigilia.
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nome estrutura M,
benzilamina R,R? R%=H; R*=NH: 107
2-feniletilamina RY,R?R3*=H; R*=CH2NH2 121
3-fenilpropilamina RY,R?R>=H; R*=(CH2)2NH2 135
4-fenilbutilamina R} R? R3=H; R*=(CH2)3NH> 149
N-metil-2-Feniletilamina R'R?R3*=H; R*=CH;NHCH3 135
2-(4-fluorofenil)-etilamina R'=F; R?,R®=H; R*=CHNH, 139
2-(4-nitrofenil)-etilamina R'=NO2; R2R%=H; R*=CH2NH:> 166
tiramina R'=OH; R?R%=H; R*=CH:NH> 137
2-(4-metoxifenil)-etilamina R'=OCH3; R%R%=H; R*=CH:NH, 151
hordenina R'=OH; R?,R®=H; R*=CH2N(CH3): 165
dopamina R!R?=0H; R®=H; R*=CH2NH: 153
octopamina R'=OH; R?=H; R®*=OH; R*=CHNH: 153
sinefrina R'=OH; R?=H; R®=0H; R*=CH,;NHCH3 | 167
nor-adrenalina R',R?=0OH; R®*=0H; R*=CH:NH 169
adrenalina R',R?=0OH; R®=0H; R*=CH,;NHCH3 183
4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol | R*=OH; R*=0CHj3; R*=OH; R*=CH,0H 184
acido vanililmandelico R'=OH; R’=OCH3; R*=OH; R*=COH 198
acido homovanilico R’=OH; R*=0CHj3; R*=H; R*=COzH 182
acido 5-hidroxi-indole-acético R5%=0OH; R°=CO.H 191
triptamina R®=H; R®*=CH:NH; 160
serotonina R°=0OH; R®=CH2NH» 176
melatonina R5=OCH3; R6=CH>;NHCOCH3; 232

Tabela 1.6 - Substratos estudados

Em vista da diversidade de funcdes biolégicas acabada de referir, os trabalhos

publicados na literatura cientifica relativos a utilizacdo da espectrometria de
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massa com aminas biologicamente activas tém-se concentrado maioritariamente
no desenvolvimento de técnicas analiticas para a sua separacéao, identificacédo e
guantificagdo. Entretanto, tém vindo também a ser desenvolvidos outros estudos,
gue se podem considerar de natureza mais fundamental, sobre os mecanismos
das suas reacc¢des ido-molécula em fase gasosa, visando homeadamente: (a) 0s
mecanismos de fragmentacéo dos respectivos ides moleculares *°; (b) o estudo
dos seus espectros de massa bidimensionais com ionizacdo por impacto

electrénico %°

; (c) a determinagdo, pelo método cinético, das respectivas
afinidades proténicas 2*; (d) as suas reaccdes de protonacdo, e 0s mecanismos
de fragmentacdo dos respectivos ides [M+H]" %% (e) as suas reaccBes de
desprotonacdo, e os mecanismos de fragmentacéo dos respectivos ides [M-H]" %;
(f) os mecanismos de fragmentacdo de ibes moleculares e de di-catibes de
indoleaminas %*; e (g) os mecanismos de decomposicdo dos ifes originados, a

partir de ?,?-diaminas, por eliminacdo de amoénia pelas moléculas protonadas .

O projecto que orientou o trabalho descrito nesta Tese teve por objectivo
desenvolver as linhas de investigacao anteriores e, nomeadamente, estudaram-se
as reaccoes de aminas biologicamente activas e dos seus metabolitos com os

seguintes reagentes:

1) Eter dimetilico: reac¢bes quimicas ocorridas na fonte e decomposicdes
unimoleculares dos seguintes ides: [M+CH,OCHs]*, [M+CH,OCHz-CH3OH]" e
[M+CH3]+;

2) Borato de trimetilo: reac¢des quimicas ocorridas na fonte e decomposicfes

unimoleculares dos seguintes ides: [M+(CHzO)2B]", e [M+CHs]";

3) Nitrometano: reacgbes quimicas ocorridas na fonte com os iGes NO7,
CH>=NH," e C;H;", e decomposi¢bes unimoleculares dos ides moleculares
M?, e dos ibes [M+CHz]*, [M+NO]*, [M+CH,=NR'R?]* (com R!R?z=H,CHs), e
[M+C7H]";
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4)

5)

Propano e isobutano: com o primeiro, foram estudadas as decomposi¢des
unimoleculares dos ides [M+C,Hs]" e [M+C3H7]" de algumas aminas, e ainda
as decomposicdes unimoleculares de alguns dimeros catidnicos
[M1+M,+C3H7]" (com M;, Mp=duas aminas diferentes) ; com o segundo, foram
estudadas as decomposicbes unimoleculares dos ibes [M+CsHo]" das
mesmas aminas, e ainda as decomposi¢cdes unimoleculares de alguns

dimeros catiénicos [M1+M2+C4Hg]" (com M1, M= duas aminas diferentes);

Mistura de N>O:N, (1:9): reaccdes quimicas ocorridas na fonte, e

decomposi¢cbes unimoleculares dos ides [M-H+OJ.
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2 - METODOS EXPERIMENTAIS

No trabalho experimental apresentado nesta Tese utilizou-se um espectrometro
de massa hibrido Autospec Q (Micromass, Manchester, Reino Unido) de
geometria EBEQQ, equipado com uma fonte de ionizacdo quimica. A sua

constituicdo mostra-se na Figura 2.1

Campo Magnético

e
22 Regido Livre 32 Regido Livre
de Campo de Campo

1° Sector Eléctrico \

O a-
12 Regido Livre
—>

de Campo

2° Sector Eléctrico

<4—  Quadrupolo (q)

v

Fonte
<+— Quadrupolo (Q)

Figura 2.1 - Esquema do espectrometro de massa hibrido Autospec Q

2.1 - FONTE DE IONIZACAO QUIMICA

Numa fonte deste tipo (Figura 2.2) a amostra € ionizada por reaccdes ido-
molécula em que os ides provém principalmente da ionizacdo do gas reagente e

as moléculas sao as do substrato que constitui a amostra.

Exemplos de vérios tipos de reaccdes ido-molécula foram apresentados no

capitulo anterior. Uma vez que a pressdo do gas reagente € relativamente

elevada (0,5 a 1 Torr), predominam largamente os ibes formados por

fragmentacdo dos respectivos ides moleculares produzidos por impacto
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electronico, e outros resultantes de reac¢des ido-molécula do proprio gas, sendo

desprezavel a ionizacéo por impacto electronico da amostra.

Repelidor Camara de
ionizacao

Filamentc ‘ Colector

Feixe de electroes

Extracgao —

} Focagem

_—

Fenda da Fonte

16es
Figura 2.2 - Esquema de uma fonte de ionizacdo quimica

O campo magnético permanente indicado no esquema tem a funcao de forgar o
feixe de electrbes a assumir a forma de um feixe estreito de trajectéria helicoidal

ao longo da direccdo esse campo.

2.2 - SECTORES MAGNETICO E ELECTRICO

Os i6es de massa m e carga z.e formados na fonte sdo acelerados por uma
tensdo de aceleracdo V e adquirem, a saida, uma energia cinética que é dada
por %°;
zeV=mv¥/2 (1)
A velocidade, v, dos ides sera pois:
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v = (2zeV / m) 2 (2)

O sector magnético, com um campo magnético de densidade de fluxo B, actua
sobre os ibes fazendo-os descrever uma trajectoria circular de raio s tal que a

forca produzida pelo campo é compensada pela forca centrifuga:

zevB = mV?/ rg (3)

Substituindo (2) em (3) e transformando, obtém-se:

m/z=B?g% /2V (4)

Para V constante, se for efectuado um varrimento de B os i0es serdo
sequencialmente focados sobre a fenda de saida do campo magnético, a qual
corresponde a um certo valor fixo de s, e, para cada ido chegado ao detector,

podem ser calculados os correspondentes valores de m/z, através da equacéo

(4).

Pelo seu lado, a forca com que um campo eléctrico de intensidade E actua sobre
os ides é compensada também por uma forga centrifuga, numa trajectéria circular

de raio rg;
zeE = mv/rg (5)

Por um tratamento matematico semelhante ao que levou a equacao (4), obtém-

se.

re=2V/E (6)

O raio da trajectéria depende agora apenas da energia dos ides e € independente

da respectiva massa. Um sector eléctrico é, assim, um analisador de energias e,
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se colocado entre a fonte e um sector magnético, actua como uma espécie de
filtro que atenua a pequena dispersao de valores de energia cinética com que 0s
ibes saem da fonte. Tal disperséo é resultado, para além de pequenas flutuacdes
da tensado de aceleracgéo, principalmente das pequenas variacOes da distancia a
gue os ides formados dentro da fonte se encontram relativamente as placas de
aceleracéao colocadas a saida da mesma fonte.

2.3- METODOS DE ANALISE DAS FRAGMENTACOES DE IOES EM FASE
GASOSA

2.3.1 - ESPECTROS DE ENERGIA CINETICA DE IOES DE MASSA
SELECCIONADA (MIKE)

Estes espectros 2 revelam as fragmentacées unimoleculares, ocorridas na regido
livre de campo situada entre o sector magnético e o segundo sector eléctrico (32

regido livre de campo), dos ides previamente seleccionados com o sector
magnético.

Considere-se a seguinte reacgdo de fragmentagdo de um ido m;*:
my"? m"+my (7)

em que my" e m, representam respectivamente o ido-produto e o fragmento
neutro eliminado. Um ido-produto m,* formado por uma fragmentagdo destas mas
ocorrida na fonte, antes de ser sujeito a ac¢ao da tensao de aceleracgéo, teria uma
energia cinética essencialmente igual a do precursor m;*. Mas numa
fragmentacdo ocorrida na 32RLC a energia cinética de m;" sera distribuida pelos
dois produtos da reacgédo, e a energia cinética de m," sera assim inferior. Se E;
for o valor da intensidade de campo do segundo sector eléctrico que corresponde
a detecgdo de my* o valor E, da intensidade do mesmo campo, adequado para
detectar m,*, sera dado pela equacao:
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m1/m2:E1/E2 (8)

Um varrimento do valor de E do segundo sector eléctrico entre um limite inferior
escolhido e o limite superior E; permite, assim, detectar todos os diferentes

produtos m, formados.

2.3.2 - ESPECTROS DE DISSOCIACAO INDUZIDA POR COLISOES

Nestes espectros os iGes m;" sdo seleccionados com o sector magnético do
instrumento e admite-se, numa célula de colisbes situada na 32 Regido Livre de
Campo, uma certa quantidade de gas inerte, em fluxo continuo. Nos processos de
colisdo inelastica do ido com as moléculas do gas, entdo ocorrentes, uma certa
fraccdo da energia cinética do primeiro pode ser convertida em energia interna
disponivel para a ruptura de ligacBes quimicas. Essa fraccdo é funcdo da
concentracdo do gas na célula de colisdes e, portanto, da respectiva pressao. A
deteccdo dos produtos formados é feita efectuando o varrimento da intensidade

de campo do segundo sector eléctrico, como no caso anterior.

A variacado da pressdo do gas de colisdes tem efeitos que podem ser favoraveis
ou desfavoraveis, consoante o que se pretenda: pressdes mais elevadas fazem
aumentar o grau de fragmentacdo mas, ao mesmo tempo, também diminuem a
corrente iénica total medida no detector. A quantidade maxima de energia cinética
gue pode ser convertida em energia interna do ido (Ecy) esta relacionada com a
respectiva energia cinética antes da colisdo (E_as, dada pela equacdo (1)) da

seguinte maneira %:

Ecm=E|aB X Mg / (m + mg) (9)

onde my é a massa da molécula do gas de colisbes e m a massa do i&o. Duas
conclusdes imediatas sdo: (a) para um mesmo iAo com uma certa energia

cinética, a quantidade maxima de energia interna adquirida ap6s a colisdo cresce
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com a massa molecular do gas de colisbes; e (b) para um mesmo gas de

colisdes, essa energia cresce com a diminuicdo da massa do iao.

2.3.3 - ESPECTROS DE VARRIMENTO LIGADO DE B¥E

Estes espectros registam todos os ides m;* que, em reaccdes que ocorram antes
do primeiro sector eléctrico, isto €, na 1% Regido Livre de Campo, sejam
precursores de um determinado ido-produto m" seleccionado 2°. Ao sintonizar
m,"* é definido o valor de B%E a manter posteriormente constante, o qual se pode

mostrar que € igual ao que corresponde aos ides-produto m,* formados a partir de
m;* na fonte *°, e tem o seguinte valor:

BZ/E = mare/ (r5%) (10)

A seguir, mantendo constante a voltagem de aceleracdo V, variam-se

conjuntamente os valores de B e E respeitando o valor da razao anterior.

Este varrimento tanto pode ser efectuado na auséncia como na presenca de gas
de colisdes.
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3-REACCOES COM O ETER DIMETILICO EM FASE GASOSA *

3.1 - REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

Data de ha cerca de 20 anos o primeiro estudo em que o éter dimetilico,
CH3OCHs, foi utilizado como reagente de ionizacdo quimica 3!. Os substratos
foram um grupo numeroso e variado de compostos organicos. Estabeleceram-se
diferencas entre os respectivos espectros de ionizacdo quimica que tornaram
possivel a distingdo entre, nomeadamente: (a) alcenos e cicloalcanos (os alcenos
apresentaram geralmente ides [M-H]" pouco abundantes e aductos [M+45] e
[M+13]" bastante abundantes, e os cicloalcanos comportaram-se de maneira
inversa); (b) dienos conjugados e dienos n&o-conjugados (os segundos
apresentaram, relativamente aos primeiros, abundancias relativamente menores
dos aductos [M+45], e pareceram comportar-se de maneira semelhante a dos
alcenos mono-insaturados); (c) diversos tipos de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (aqueles que produziram aductos [M+45]" estaveis sdo 0s mesmos
gue, em solucéo, sofrem facilmente reaccfes de ciclo-adicdo do tipo de Diels-
Alder, o que é o mesmo que dizer que sdo aqueles em que o montante de energia
de ressonancia perdido pela ocorréncia destas reac¢fes € inferior a cerca de 15
kal.mofl?); (d) aldeidos e cetonas (nos primeiros o processo de abstraccdo de
hidreto por parte dos ides CH3OCH," foi favorecido na competicdo com o
processo de protonacdo por parte dos iGes (CHs3).OH®, enquanto que nas
segundas aconteceu o contrario); (e) acidos carboxilicos e ésteres (0s espectros
dos &cidos apresentaram sinais intensos correspondentes a ies [M-OHJ", e sinais
muito fracos correspondentes a ides [M+H]", os quais foram muito intensos nos
espectros dos ésteres, onde, ao mesmo tempo, os ides [M-OH]" estiveram
ausentes); (f) alcoois e éteres (os alcoois produziram espectros geralmente
bastante complexos, e os dos éteres foram mais simples e dominados pelos

sinais dos ides [M-H]* e [M+H]"); e (g) alcoois primarios e alcoois secundarios (os

" Ramos, L.E., Cardoso, A.M., Ferrer-Correia, A.J., Nibbering, N.M.M., “Dimethyl Ether Chemical
lonization of Arylalkylamines”, Rapid Commun. Mass Spectrom., 14, 408, 2000, em parte
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pimeiros apresentaram espectros com picos intensos correspondentes a ides
[M+13]", enquanto que nos espectros dos segundos estes picos tiveram
intensidades muito baixas e, por outro lado, registaram-se sinais fortes
correspondentes a ides [M+45-H,0]", [M+47-H,0]" e [M+13-H,OJ").

Bastante mais recente é outro trabalho que incidiu também sobre um grupo de
substratos organicos de funcionalidades variadas e ainda trés compostos
inorganicos escolhidos como modelos de nucleofilicidade, designadamente a
agua, o amoniaco e o Aacido sulfidrico 32. A técnica utilizada para o estudo das
reaccbes foi o "flowing afterglow” e o catido metoximetileno foi gerado por
ionizacdo quimica de uma mistura de éter dimetilico com o catido nitrosilo, NO™.
Em tais condicdes, a reaccao entre os substratos e o catido metoximetileno para
producdo de aductos [M+15]" ocorreu segundo o mecanismo do tipo §2. Os
aductos [M+45] de duas amidas, concretamente a formamida e a sua congénere
N,N-dimetilada, sofreram decomposi¢cdes que envolveram sempre a rotura da
ligacdo entre o &tomo de azoto e o de carbono carbonilico, e estes processos
foram considerados como susceptiveis de servir para caracterizar
generalizadamente todas as amidas. As reactividades dos trés nucleofilos
inorganicos foram avaliadas segundo métodos de célculo ab initio aplicados a
termodinamica das respectivas reaccbes de formacdo de produtos [M+13]" e
[M+15]", e, em paralelo com as observacées experimentais também efectuadas, a
ordem de reactividades que se encontrou foi NHs>H,S>H,0. Para o amoniaco, e
também para o grupo constituido pela metilamina, dimetilamina e trimetilamina,
verificou-se que os aductos [M+15]" eram geralmente produtos minoritarios e que
o producto [M+13]" estava ausente no caso da trimetilamina, a qual, por outro

lado, foi a que apresentou a abundancia maxima do aducto [M+45]".

De entre os trabalhos realizados com hidrocarbonetos comega por mencionar-se
aguele que foi publicado em 1995 e utilizou um grupo muito numeroso de

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, de entre 0s quais alguns eram
nitrogenados 33. Encontraram-se diferencas entre os espectros de ionizacao

guimica de uns e outros, traduzidas no facto de com os hidrocarbonetos nao
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nitrogenados se formarem quantidades significativas de ides [M+13]", as vezes
maximas, e com 0s nitrogenados esses ifes estarem sempre ausentes. Os
aductos [M+45]" foram os de abundancia maxima na esmagadora maioria dos
casos, alternando com os ides [M+13]". Também os espectros de dissociacdo
induzida por colisdes dos aductos [M+45]" dos compostos dos dois grupos
mostraram diferencas: no caso dos hidrocarbonetos ndo nitrogenados a perda
dominante foi quase sempre de metanol, tendo, apenas em 3 de entre os 11
substratos estudados, sido observada uma eliminagdo de 45 Da que foi atribuida
ao radical metoximetileno; no caso dos compostos nitrogenados as eliminacdes
directas de metanol ou do referido radical foram raras, e predominaram as de
C,H40, interpretadas como sendo de acetaldeido ou 6xido de etileno, registando-
se também algumas de formaldeido. Nao foram propostos mecanismos para

nenhum destes processos.

Nas reacgbes dos ides CH;OCH," com o antraceno e o fenantreno numa "ion-
trap" observouse a formacéo de aductos [M+45]" e a decomposigdo destes para
produzir ides [M+13]" 3. A reaccdo com os ibes m/z 61 ndo pareceu produzir
nenhuns produtos assinalaveis, enquanto que os i6es m/z 47 produziram a
protonacdo dos dois substratos. Como conclusdo global, ndo se encontraram
caracteristicas de selectividade capazes de distinguir estes substratos um do
outro.

Quatro hidrocarbonetos sesquiterpénicos componentes do 6leo de "patchuli"
foram objecto de um estudo ainda mais recente, no qual foi possivel diferenciar
globalmente os quatro substratos e até, mais epecificamente, distinguir dois
diasteredmeros que diferiam na configuracdo de apenas um de entre 0s quatro
centros quirais existentes . Os mecanismos das reaccdes foram propostos com
base na comparacdo dos resultados obtidos com o DME e com o0 seu anélogo
hexa-deuterado. Entre outras reacc¢des, analisou-se a de abstracdo de um ido
hidreto do substrato por parte do iAo metoximetileno com regeneracdo de uma
molécula do DME reagente, e a de eliminacdo de uma molécula de éter

metilvinilico a partir dos aductos [M+45] com formac&o de ides-produto [M-13]".
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Passando a considerar, agora, trabalhos relativos a alcoois e éteres, refere-se,
em primeiro lugar, um estudo efectuado com dibis de entre 2 a 4 atomos de
carbono *, em que se observou que a raz&o entre as abundancias de produtos
[M+13]" e [M+H]" aumentava com a proximidade existente entre os dois grupos
hidroxilo na molécula, o que foi relacionado com a facilidade da formagéo de
estados de transicdo de estrutura ciclica intramolecular, pentagonal ou hexagonal,
na reacgdo em que os aductos [M+45] eliminam uma molécula de metanol. Nos
didis com os dois grupos hidroxilo mais proximos, os produtos [M+13]"
decompuseram-se depois com eliminacdes suessivas de HCHO e de H,O. Com
0s grupos hidroxilo mais distantes, os mesmos produtos podiam sofrer perdas de

metanol, dgua, ou um fragmento neutro de massa de 44 Da.

O etilenoglicol e os seus éteres mono- e dimetilico foram estudados pelas
mesmas autoras do trabalho anterior, para concluir que predominavam o0s
produtos [M+13]" no caso do glicol e do éter mono-metilico, e os produtos [M+15]"
no caso do respectivo éter dimetilico *’. Quanto & formagcéo destes dois produtos
por decomposicdo dos aductos [M+45]*, céalculos computacionais permitiram
estimar que o primeiro corresponde a um processo ligeiramente exotérmico e o

segundo a um processo ligeiramente endotérmico.

Ainda das mesmas autoras € outro trabalho em que poli-etilenoglicéis de formula
geral HO(CH,CH,O),H, em que n=1-5, se fizeram reagir com o0 catido
metoximetileno numa “ion-trap" *. Analisou-se em particular a formacgéo e os
modos de decomposicdo dos ides [M+13]". Estes iGes eram estabilizados por
ligacdes intramoleculares entre um grupo metileno carregado positivamente e
atomos de oxigénio de grupos funcionais de éter situados a distancias
convenientes. A sua fragmentacdo ocorreu através de um conjunto de reaccdes
gue envolveu igualmente processos de ciclizagdo intramolecular, verificando-se
neste caso que os substratos de menor tamanho eliminaram preferentemente

HCHO seguido de uma ou mais moléculas de 6xido de etileno, enquanto que o0s
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de maior tamanho eliminam uma molécula de massa de 86 Da identificada como

o éter ? -formil-metilvinilico.

No que diz respeito a acidos carboxilicos e respectivos derivados, foi publicado
um trabalho relativo a lactonas com anéis de 4, 5, 6 e 7 lados, em que se utilizou,
como reagentes de ionizacdo quimica, separadamente o DME e o metano *°. Da
comparacgido dos espectros de CID dos ides [M+15]" de determinadas lactonas
com os espectros de CID dos ibes [M+H]" de lactonas homologas, ibes que sédo
portanto isomeros, foi possivel concluir que os processos de fragmentacdo
dependiam do tamanho do anel. Para as lactonas maiores, de 6 e 7 lados, tanto
0s substratos protonados como os homélogos metilados se decompunham por
perda de fragmentos neutros de ceteno CH,=C=0O, ou de um alceno, ou,
sucessivamente, de monoxido de carbono e agua. Por outro lado, as lactonas
metiladas mais pequenas dissociavam-se geralmente com formac&o do ido
C3H;0", m/z 59, com uma estrutura de acetaldeido metilado no atomo de

oxigénio.

Contrariamente a estas lactonas simples, em que ndo se observa a formacéo de
ides [M+13]", nas lactonas monohidroxiladas e dihidroxiladas referidas num artigo
das mesmas autoras *° esses ifes sdo um dos produtos da reaccdo com o DME.
A analise comparativa das abundancias destes ides-produto para uma série de
compostos modelo, designadamente o ciclohexanol e diversos ciclohexanodiois,
permitiu concluir que o protdo necessario a eliminacdo de metanol parece provir
preferencialmente de um grupo funcional situado em posicao 1,2 relativamente
aquele onde ocorre a adicdo do catido metoximetileno. Esta conclusao esta de
acordo nomeadamente com a auséncia do produto [M+13] no caso da reacgdo

do ciclohexanol com o DME.

O estudo das reaccdes iao-molécula da 2,5-di-metilpirrole-?-butirolactona com o
DME, publicado pelas mesmas autoras *, teve essencialmente dois objectivos:
(1) determinar se as reacc¢fes ido-molécula ocorrem com ambos 0s anéis

componentes da respectiva estrutura, ou seja o de pirrole e o de lactona, ou se ,
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pelo contrario, um dos anéis heterociclico intervém preferencialmente na reaccao
bimolecular; e (2) determinar o local onde se iniciam as reac¢fes de formacéo dos
aductos [M+H]" e [M+13]" , através de estudos comparativos dos processos
bimoleculares e das reaccdes de fragmentacdo desses aductos e dos de outros
compostos modelo. Os espectros de ionizacdo quimica, de CID e de MS/MS/MS
permitiram concluir que o local predominante de protonacéo deve ser o atomo de
oxigénio ndo-carbonilico da metade lacténica, enquanto que o local predominante
de reaccdo para a formacéo do produto [M+13]" ser4 uma das ligac6es duplas da
metade pirrolica (Esquema 3.1).

+
CH,=0CH3 CH;=0OCH3

4
Y "

CU EHy CH, CH,
¢ -CH3OH / \ / §+ 1, ;
HsC™ > N~ ~CHs HaC > N~ cH, 3 H3C’L_NS\CH3 HsC”~ N~ CHy HyC™ N=CH;,
o T o O
© o

Esquema 3.1 - Formag&o do produto [M+13]" na reaccdo do DME com a

2,5di-metilpirrole-?-butirolactona (adaptado de 41)

A andlise dos espectros de CID dos ides [M+H]" e [M+CHjs]" de acidos mono- e
dicarboxilicos e dos respectivos ésteres metilicos forneceu alguns
esclarecimentos quanto aos factores estruturais que influenciam a sua
reactividade, mais particularmente quanto as conformacfes adoptadas pelas

moléculas no processo de adicdo electrofilica “2.

Alguns dos mecanismos
propostos apoiaram-se na comparacao das reaccbes do DME com as do seu
congénere deuterado DME-ds. Por exemplo, os autores comegaram por admitir
que o ido [M+CD3]" do maleato de dimetilo poderia, ao decompér-se, eliminar com

igual probabilidade DME ou DME-d3; (Esquema 3.2):
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Esquema 3.2 - Eliminacdo de DME no aducto [M+15]" do maleato de di-metilo “

A observacao de que o espectro de CID de facto continha os produtos dos passos
(@) e (b) com abundéancias na razao de 2:1 foi interpretada como implicando que

deveria ocorrer um extenso escambio dos grupos metilo antes da eliminacéo.

Um trabalho relativo as reac¢bes do DME com um conjunto de 10 lactamas foi
publicado em 1993 3. O tamanho dos anéis era de entre 4 a 7 lados, e véarios dos
substratos possuiam substituintes metilicos. Para além dos produtos de reacc¢ao
do tipo dos encontrados habitualmente foi observada a formagéo, pouco usual, de
ides [M+3]" e [M+16]*. Ao primeiro, que se formou com o substrato 2-azetidinona,
foi atribuida a origem [M+CH,OCHs-CH,CO]", enquanto que aos segundos, que
se formaram com cinco dos outros substratos que ndo eram N-metilados, se
atribuiu a origem [M+CH,OCH;-CH,=NH]", correspondendo portanto a estruturas
equivalentes as de lactonas protonadas.

As autoras do trabalho anterior publicaram também, no mesmo ano, os resultados
de um estudo das reac¢Oes de um grupo de cinco substratos com actividade
farmacologica (1,4-benzodiazepinas), utilizando como reagente de ionizacédo
guimica, além do DME, também o Oxido de etileno, o qual, a par com o ido
(CH,),0OCHgz", m/z 59, produz o ido (CH).OH", m/z 45, que é isbmero do catio
metoximetileno produzido pelo DME **. E interessante notar que ha na literatura

cientifica  referéncias, em determinadas condigcbes experimentais, a
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interconversdo de diversos iBes de m/z 45, entre os quais os dois anteriores *°

(Esquema 3.3):
0
O+
+ + .t / \ + +
CH,-O-CH; <€ CH,=0OCH; === H2C-OH-CH, == H,C— CH, === CHy=CH=—OH == CHg=CH =OH
I
H

~ . L. o 45
Esquema 3.3 - Interconverséo entre formas isoméricas do catido C2H5O+ em fase gasosa

O trabalho que se esta a citar incluiu a determinagdo da forma das curvas de
energia potencial dessas reaccdes Nas reaccfes com o DME foram ainda
utilizados neste trabalho outros oito substratos, funcionando como compostos-
modelo, e também DME per-deuterado, com o objectivo de esclarecer aspectos
mecanisticos das reacc¢des observadas, e acetona per-deuterada, com o mesmo
objectivo relativamente a producéo de ides [M+D]". De entre as conclusdes de
maior relevancia salienta-se as seguintes: (a) nos espectros de ioniza¢cao quimica,
sempre que estavam presentes grupos carbonilo e hidroxilo em posicdo 1,2
verifica-se a formac&o de produtos [M+13]" e a auséncia de formac&o de produtos
[M+15]" e, quando tal condicdo estrutural ndo se verificava, o resultado era o
inverso: presenca de produtos [M+15]" e auséncia de produtos [M+13]"; (b) nos
processos de decomposicdo induzida por colisdbes observou-se a formacédo de
ides [M+15]" especificamente como resultado de uma eliminagdo de formaldeido
a partir dos aductos [M+45]", nos casos de trés dos quatro substratos que
produziram aductos estaveis desse tipo; e (c) as reaccbes com o 6xido de etileno,
para o qual, por exemplo, ndo se registou a formacgdo de produtos [M+15], foram
globalmente consideradas como menos selectivas e estruturalmente significativas

do aquelas com o DME.

No grupo dos estudos realizados com substratos pertencendo a familia dos

derivados de acidos carboxilicos inclui-se ainda um trabalho publicado em 1995,

no qual o DME, paralelamente a dois outros reagentes de ioniza¢do quimica,

designadamente o éter di-n-butilico e o 2-metoxietanol, se fez reagir com 7 anti-

convulsionantes derivados da hidantoina e da succinimida “°. A protonacéo dos

substratos foi interpretada como ocorrendo especificamente nos &tomos de azoto
40



ou nos grupos carbonilo presentes na respectiva estrutura. A formacdo de
produtos [M+13]", pelo seu lado, na maior parte das vezes ocorreu apos uma
reaccao inicial com o catido metoximetileno que teve lugar nos anéis benzeénicos.
O produto [M+13]" da 5fenil-hidantoina decompés-se com uma eliminacdo de
monoxido de carbono a qual se seguiu outra do fragmento neutro HN=CO. No
Esquema 3.4 reproduzem-se 0s mecanismos propostos pelos autores para estes
processos, quando a reaccio inicial tem lugar no atomo de azoto. E curioso notar,
em aditamento a uma observacdo feita anteriormente por autores do mesmo
grupo de investigacdo a propdsito do ciclohexanol e de ciclohexanodi6is ', que
agora se admite que a eliminacdo de metanol se pode processar com um protao

proveniente do proprio atomo atacado pelo catido metoximetileno.

NH ~ N+ = N7t
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2 0O (@]

/-CO

-HN=C=0 H3
+-CHs — NH
N +N%
I 7 o)

Esquema 3.4 - Formagé&o e decomposicdo do aducto [M+45]" da 5-fenil-hidantoina (adaptado

de %)

Relativamente a compostos com grupos funcionais aminicos, um trabalho
publicado em 1991 teve, como objecto, a investigacdo dos locais de metilacéo,

em fase gasosa, da anfetamina *’

, utilizando um conjunto de trés ides reagentes
entre os quais se incluia o catido (CHg)3:0", m/z 61, produzido a partir do DME,
sendo os outros dois os catides (CHz).F™ e (CHz).CI". Os autores admitiram a
partida que, dada a maior afinidade termodinamica para o catido metilo por parte
do (CHs)20, quando comparada com a dos congéneres CHsF e CHsCl, seria de
esperar uma menor reactividade por parte do respectivo reagente (CHs);O", e os

resultados experimentais confirmaram-no. Por outro lado, enquanto na reaccao
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com 0s outros dois catides se observava, nos espectros de ionizagdo quimica,
numerosos ides-fragmento resultantes da dissociagcdo do aducto [M+CHs]*, com o
catido proveniente do DME detectava-se exclusivamente esse aducto intacto.
Uma combinacdo da informacdo fornecida pelos espectros da dissociacao
induzida por colisdes desses ibes com a de outros espectros de neutralizacdo/re-
ionizagdo permitiu concluir que, com o catiio (CHg)sO", a metilagdo ocorria

exclusivamente no atomo de azoto, sem concorréncia do anel benzénico.

Em 1993 foram publicados os resultados de dois trabalhos efectuados com
amino-alcoois de cadeias carbonadas contendo entre 2 e 6 atomos de carbono.
Num deles *® estudouse particularmente as reacgdes de protonacdo com o DME.
Céalculos semi-empiricos de estrutura molecular permitiram verificar que o local
mais favoravel de protonacédo era o grupo amina, e espectros de CID dos ifes
[M+H]" estabeleceram diferencas entre os substratos com os dois grupos
funcionais em posicdes (?,?) e 0s outros em que o afastamento relativo era maior,
diferencas essas traduzidas especialmente na ordem relativa pela qual ocorriam

eliminacdes sucessivas de NH3 e H,O.

No outro trabalho “° observou-se que os ides [M+13]" eram capazes, em reaccéo
com moléculas do substrato, de efectuar a respectiva protonacéo produzindo ides
[M+H]*. Estes ibes foram detectados entre os produtos originados por
decomposicdo dos aductos [M+45]. A raz&do entre as abundancias relativas dos
produtos [M+13]" e [M+H]" decrescia com o afastamento relativo entre os grupos
aminico e alcoolico nas moléculas dos substratos. A eliminacdo muito abundante
(intensidade relativa de 85 %) de um fragmento neutro de 44 Da, por parte do ido
[M+13]" do 3-amino-propanol, com producido de um ido iméno de igual valor de
raz8o0 massa/carga, foi interpretada como uma eliminagcdo de alcool vinilico,
implicando que a reaccéo inicial tivesse tido lugar preferentemente no atomo de

azoto (Esquema 3.5):
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Esquema 3.5 - Eliminacao de alcool vinilico por parte do ido [M+13]" do 3-amino-propanol 49

Finalmente, ainda neste mesmo trabalho, foram feitas experiéncias com diversos
compostos-modelo mais simples, entre os quais foram incluidas a etilamina, a
propilamina e a butilamina. Com estas trés aminas primarias observou-se que se
formavam sempre consideraveis quantidades de produtos [M+13]*, e que a
decomposicao activada por colisbes destes iGes fornecia como Unico resultante

um ido de m/z 44.

A estereo-especificidade das reaccdes dos ibes do DME e do seu correspondente
analogo per-deuteradado com quatro alcalbides existentes nas quinas (cascas de
plantas do género Chinchona) foi observada num outro trabalho *°. Agrupados
estes substratos em dois pares de diasteredmeros (quinina/quinidina, e
chinchonina/chinchonidina) concluiu-se que os espectros dos produtos das
reaccOes eram qualitativamente semelhantes mas apresentavam diferencas nas
abundancias relativas dos produtos. Os estudos com compostos modelo de vérias
das sub-unidades constituintes destes alcaldides permitiram concluir que a
selectividade destas reac¢Oes se baseia nas interac¢Oes entre um grupo vinilo e

um grupo hidroxilo destas moléculas.

E ainda da autoria do mesmo grupo de investigacdo um artigo publicado em 1995
e relativo a reac¢cdes do DME com os &cidos orto, meta, e para-aminobenzadicos,
e ainda com a anilina e o &cido benzéico, utilizados como compostos-modelo >*.
As basicidades em fase gasosa desses substratos foram determinadas pelo
método de "bracketing" e obteve-se um valor para a do isémero orto que é cerca
de 7 kcal.mol! superior as do conjunto dos isémeros meta e para, devido a
interac¢@o entre os grupos funcionais vizinhos. Célculos numéricos, efectuados

por um método semi-empirico e relativos aos calores de formacéo de diferentes
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ides [M+H]", permitiram prever que no isémero meta o local preferido de
protonacdo sera o grupo amina, no isbmero para sera o grupo carboxilo e no
isbmero orto podera ser, indiferentemente, qualquer dos dois. Os resultados das
experiéncias de CID apontaram para o0 grupo amina como o local inicial de ataque
pelo catido metoximetileno. Um mecanismo que envolve a migracdo de um
hidrogénio acidico de um grupo funcional substituinte do anel benzénico para o
atomo de carbono de uma das posicdes orto foi proposto para racionalizar o facto
de que, trabalhando com a anilina penta-deuterada no anel benzénico, como
composto modelo, os respectivos aductos [M+45]" perdem moléculas de metanol
e de metanol deuterado numa razao de 2:1 (passo (a) /passo (b) no Esquema 3.6,
levando em conta que no passo (b) podem com igual probabilidade ser eliminados

metanol ou metanol deuterado):
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Esquema 3.6 - Eliminacéo de metanol pelo aducto [M+45]" da anilina-dg (adaptado de 51)

Um grupo de seis antibiéticos nucleosidicos foi objecto de um trabalho, ainda do
mesmo grupo de investigadores, publicado no mesmo ano °2. Porque o DME e
também o éter di-n-butilico ndo proporcionaram resultados que fossem
caracterizados por sinais suficientemente intensos e suficiente selectividade, foi
também usado o 2metoxi-etanol, e, mais particularmente, um dos respectivos
ides, CH3O(CH,),OCH;", de m/z 89. Este ido, curiosamente, pode considerar-se
como resultante de um processo de ionizacdo quimica do reagente o qual é
idéntico ao que é atribuido a formacé&o dos produtos [M+13] das reac¢des com o

DME  ([CH3OCH,CH,OH+CH3OCH,-CH3zOHJ"). Os autores observaram,
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estudando um grupo muito numeroso de compostos modelo, que o id&o m/z 89
forma aductos [M+89]" abundantes preferentemente com compostos de azoto, e
que a respectiva dissociacédo activada por colisées fornece produtos [M+13]" por

eliminacdo de uma molécula do reagente 2-metoxi-etanol.

Um trabalho que teve como objecto as reaccdes em fase gasosa de um amino-
acido (a glicina) com o cloreto de metilo, e também com o DME, foi publicado em
1995 *3. O DME comportou-se como um agente metilante mais suave que o
cloreto de metilo. As afinidades para o catido metilo dos 3 locais nucleofilicos
existentes na molécula de glicina foram estimadas por célculos computacionais ab
initio e concluiu-se que se ordenam da seguinte maneira: atomo de azoto > atomo
de oxigénio carbonilico > &atomo de oxigénio hidroxilico. Outros calculos
permitiram concluir, entretanto, que a reaccédo de formacdo do aducto [M+45]" na
gual o catido metoximetileno se liga ao atomo de azoto é exotérmica
(-26,9 kcal.mol!), enquanto que quando a reaccdo tem lugar no grupo carboxilo
ela é ligeiramente endotérmica (+10,0 kcal.mol?). Utilizando formas do substrato
deuteradas em véarios locais diferentes, propds-se um mecanismo para a reaccao
de eliminagédo de metanol a partir do aducto [M+45]" em que a reaccao inicial tem
lugar no 4&tomo de azoto e o protdo necessério para a formagdo da molécula de
metanol provém do mesmo atomo. Por outro lado a decomposicdo dos ides
[M+13]" seria concretizada preferentemente por uma eliminacédo de CO, podendo

ocorrer também a eliminacédo de CO, e eliminacdes sucessivas de H,O e CO.

De 1998 é a publicacdo dos resultados de um extenso estudo em que 0s
substratos foram um grupo de 23 ?-aminoacidos, incluindo os 20 mais comuns e
ainda a ornitina, a 4-hidroxiprolina e a cistina >*. Os espectros de Cl e CID foram
obtidos a temperaturas da fonte relativamente baixas (80°C) e pressodes
relativamente altas de 6 a 7 Torr. Observou-se que nestas condicbes os ides
predominantes originados pelo DME sdo o (CHs),O'CH,OCHs, m/z 91, e o
[(CH3)20],H", m/z 93. Exceptuando a prolina, os aductos [M+15]" sé se formaram

quando a cadeia R do amino-acido *HsNCHRCO, possuia substituntes
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nucleofilicos. Pelo seu lado os productos [M+13]" foram frequentemente mais

abundantes que os aductos [M+45]".

Quanto a dois dos substratos, a fenilalanina e a tirosina, que possuem
semelhancas estruturais, respectivamente, com a 2-feniletilamina e a tiramina
(estudadas nesta Tese), destacam-se as seguintes observacgdes feitas no trabalho
gue se esta a referir; (a) a decomposi¢cdo induzida por colisbes dos aductos
[M+45]" processou-se predominantemente com eliminagdes de CHsOH (2-3%), de
fragmentos de massa total de 78 Da (100%) e de 90 Da (3-4%); (b) a
decomposicdo, nas mesmas condi¢bes, dos ides [M+13]" processou-se, quase
Unicamente, por eliminacdes sucessivas de HO e CO, observando-se, apenas

com a fenilalanina, também uma outra perda de 73 Da (5%).

As vantagens de utilizacdo de uma "ion-trap" com uma fonte externa de EI/CI,
relativamente a uma "ion-trap" sem fonte externa, foram discutidas num artigo em
que a reaccdo da dopamina com o iAo CH3OCH," do DME foi utilizada para a
determinacéo do limite de deteccdo daquela amina *°. De acordo com os autores
o limite de deteccdo em condicdes de CID foi de 8x10™*! g para os ibes [M+47]",
e, em condicdes de Cl, de 2x10" g. No espectro de CID do aducto [M+45] da
dopamina, também apresentado pelos autores, a razdo das intensidades dos
sinais atribuiveis a perdas independentes de agua (100%) e de metanol (cerca de
10%) é aproximadamente a inversa da que foi encontrada no trabalho descrito

nesta Tese, como se vera adiante.

O trabalho mais recente que encerra esta revisdo na parte respeitante a
substratos com grupos funcionais aminicos é de 2001, e nele se descreve a
reaccdo de metilacdo em fase gasosa da 3-(N,N-dimetilaminoetil)-piridina por
accio do catido tri-metiloxdénio ((CHz)sO", m/z 61) produzido pelo DME, tendo-se
comparado essa reac¢cdo com outra, decorrente em solucdo, em que € usado o
iodeto de metilo em acetonitrilo °°. Os autores observaram que, enquanto que em
solucéo a reaccao tem lugar exclusivamente no atomo de azoto do grupo aminico

terciario, em fase gasosa ocorre, também exclusivamente, no atomo de azoto do
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anel piridinico. Célculos computacionais forneceram uma confirmacdo desta
observacao, quer em termos cinéticos (mostrando que a nucleofilicidade do azoto
aminico esta diminuida pelo facto de estar envolvido em ligacdes de hidrogénio
fracas com os carbonos C-2 e C-4 do anel aromatico), quer em termos
termodindmicos (estimando que o produto da metilacdo no azoto piridinico é

21,4 kJ.mol' mais estavel que o outro).

Passando, finalmente, a trabalhos dedicados a sustancias do tipo dos fendis e
outros compostos oxi-aromaticos, refere-se primeiro uma publicacdo de 1991 em
que foram comparados resultados obtidos num espectrometro de massa de
configuracdo QQQ, equipado com uma fonte de ionizacdo quimica, € numa "ion-
trap" °’. No primeiro caso foram estudados dezassete compostos oxi-aromaticos
variados, incluindo fendis, cetonas e aldeidos, a maior parte deles disubstituidos.
No segundo caso seleccionaram-se como exemplos apenas cinco dos substratos
anteriores. Concluiu-se que o DME, utilizado como reagente, se revelou capaz de
apresentar selectividade nédo so6 funcional como posicional, e as abundancias de
produtos observados nos espectros de ionizacdo quimica foram correlacionadas
com a natureza dos efeitos activantes ou desactivantes dos substituintes.
Concluiu-se também que os espectros de dissociacdo activada por colisdes,
obtidos nos dois aparelhos para os ibes [M+H]", [M+13]" e [M+15]*, eram
virtualmente idénticos. Quanto aos espectros dos aductos [M+47]", eles
mostraram que ocorria exclusivamente uma dissociacdo para produzir ides
[M+H]*, o que foi considerado como indicio de que tais aductos possuem uma
estrutura do tipo de um complexo fracamente ligado, possivelmente do
tipo [M~H~”DME]".

Doze substratos essencialmente do mesmo grupo dos anteriores foram objecto de
outro trabalho publicado no ano seguinte, voltando a comparar-se o0s resultados
obtidos com os mesmos espectrometros de dois tipos diferentes, mas utilizando

como reagentes de ioniza¢do quimica, além do DME, também o etileno e o 6xido
de etileno *8. Observou-se que os ides do etileno induziam predominantemente

reaccdes de transferéncia de protdo e apenas quantidades muito pequenas de
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aductos [M+13]" e [M+41]", enquanto que os do 6xido de etileno produziam
aductos [M+45]" abundantes, além dos i6es [M+13]", embora as abundancias de
tais aductos ndo evidenciassem correlagdes claras com a estrutura dos
substratos. As reaccoes com o DME foram consideradas bastante mais
selectivas do que as anteriores, tendo-se apurado que 0s substituintes
aromaticos doadores de electrdes favoreciam a formacdo de produtos [M+13]"
enguanto que os substituintes sacadores de electrbes favoreciam a formacéo de
aductos [M+15]", e tendo também ambas as reaccbes sido avaliadas como
exotérmicas.

No mesmo ano, o0 mesmo grupo de investigacdo publicou um outro trabalho em
gue os substratos foram um grupo formado pela metoxi-acetofenona, a hidroxi-
acetofenona, o metoxi-fenol, o anisaldeido e o hidroxi-benzaldeido, sendo
também estudados alguns outros compostos aromaticos mono-substituidos na
qualidade de modelos *°. Os reagentes utilizados foram o DME e o 6xido de
etileno, e observou-se que os modos de dissociacdo dos ides [M+H]" e [M+15]"
eram essencialmente determinados pelo padrédo de substituicdo existente no anel
benzénico. Na dissociacdo dos produtos [M+13]" detectaram-se efeitos orto
pronunciados, manifestados no facto de que os isbmeros meta e para eliminavam
principalmente HCHO e CO, enquanto que os isomeros orto se fragmentavam

principalmente por perda de CHs’, podendo ocorrer também uma fragmentacéo

com perdas sucessivas, menos abundantes, de CHs’ e CO.

Data ainda do mesmo ano de 1992 a publicacdo resumida dos resultados de
outro estudo em que se examinaram as reac¢bes do DME com um numeroso
grupo de dinitrobenzenos e compostos afins, homeadamente dinitrofendis, e

nitroanilinas °

, huma fonte de ionizagdo quimica convencional. Deste trabalho
foram apenas reportadas as intensidades relativas dos produtos observados nos
espectros de ionizacdo quimica obtidos a presséao relativamente elevada de 3 Torr
e a temperatura relativamente baixa de 80 °C. A abundancia destes produtos foi
de um modo geral superior a registada em outros trabalhos em que sao utilizadas

outras condicbes experimentais, designadamente pressdes muito mais baixas.
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Para os dinitrobenzenos a autora nao registou a formacédo de quantidades
apreciaveis de aductos [M+45]" ou produtos [M+13]", enquanto que as
quantidades de aductos [M+15]" formadas foram moderadamente elevadas, e
globalmente bastante mais elevadas foram as de ibes [M+91], e as de
fragmentos [M-16]", cuja origem néo foi discutida. Para os dinitrofendis voltaram
a ndo ser registadas quantidades apreciaveis de produtos [M+13], mas eles
formaram-se em quantidades variaveis com as nitro-anilinas, onde os aductos
[M+45]" sdo muitas vezes os produtos mais abundantes; bastante abundantes
foram também aqui produtos [M+59]", cuja origem também ndo é discutida.
Globalmente, a autora considerou que se manifestava bastante selectividade
funcional nestas reaccfes e também que era possivel, muitas vezes, distinguir

entre isbmeros posiconais.

A mesma autora do trabalho anterior publicou, em 1994, outro mais desenvolvido
em que incluiu os resultados dos di-nitrobenzenos e dos di-nitrofendis do trabalho
anterior, e ainda de di-nitronaftalenos e também de 9 aminas heterociclicas N
nitradas e N-acetiladas ®'. Desta vez foi reportada uma pressdo de 6 Torr, a
utilizacdo adicional de DME per-deuterado como reagente, e a obtencdo de
espectros de dissociacao induzida por colisdes de diversos ibes formados pelas
aminas heterociclicas. Observou-se que com o reagente deuterado aumentava a
abundancia de produtos [M-16]", mas voltou a ndo se fzer uma proposta de
interpretacdo para a sua formacdo. Relativamente aos espectros de CID, as
fragmentacdes com perda de 45 Da (que foram observadas em aductos [M+47]" e
[M+91]" mas ndo [M+45]") foram interpretadas como eliminagcbes de um
fragmento designado por "metoximetileno”, e as fragmentacdes com perda de 74
Da, que ocorreram a partir de aductos [M+45]" ou [M+91], foram interpretadas

como eliminacdes de CH,NNO»>.

De 1995 € a publicacéo de outro trabalho sobre as reac¢des do DME com o fenol,
o anisole e varios fendis e anisois diversamente alquilados no anel aromatico 2. O
espectrometro utilizado foi uma "ion-trap” e reportou-se que no inicio da cada

reaccdo a pressdo de DME foi controlada de forma a manter a razdo das
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intensidades dos i0es m/z 45 e m/z 47 igual a 4:1. O DME per-deuterado foi
utilizado adicionalmente como reagente, e obtiveram-se também espectros de
dissociacao activada por colisdes dos ides que foram considerados importantes.
Observou-se existir uma correlacdo entre o tamanho, posicdo e numero de
substituintes do anel com as quantidades relativas de produtos formados por
simples protonagdo e por "substituicAo metilénica" (querendo significar-se
provavelmente, aqui, os resultantes de uma adicdo do catido metoximetileno
seguida de uma eliminacdo de metanol). Determinaram-se as basicidades
relativas do fenol e de varios metilfendis pelo método da troca de ligandos
aplicado aos substratos previamente protonados pelo DME. Os resultados
mostraram nomeadamente que o fenol e o 4-metilfenol tém basicidades
indiferenciaveis uma da outra e menores que as dos di-metilfendis e trimetilfendis,
mas estas basicidades ndo mostraram ter uma correlacdo discernivel
nomeadamente com as extensdes relativas das reaccdes de protonacdo. Ja, por
outro lado, a estimativa, por métodos semi-empiricos, das entalpias de formacao
dos produtos [M+13]" deu resultados que se correlacionaram bem com as
abundéancias relativas de tais produtos, e puseram em evidéncia o importante
resultado de que a reaccdo ocorrendo no atomo de oxigénio do substituinte
aromatico € geralmente menos favoravel do que a ocorrida no anel, do qual as
posicOes preferidas sdo, como seria de esperar, as posicdes orto e para. Este
altimo resultado, em particular, foi confirmado pelos resultados das reac¢des com
o0 reagente per-deuterado. Um elaborado mecanismo, envolvendo
sucessivamente um alargamento e uma contracdo do anel benzénico (Esquema
3.7), foi proposto para a eliminagdo de CO a partir do produto [M+13] do fenol.

Esquema 3.7 - Eliminagéo de CO a partir do ido [M+13]" do fenol 62
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Dois dos substratos que sao estudados nesta Tese, a dopamina e a adrenalina,
foram objecto de um trabalho publicado em 2000 no qual, num espectrometro do
tipo QIT, foram obtidos e interpretados os espectros de CAD dos ies M™, [M+H]"
e [M+45]" %3, Com base nestes resultados e em célculos semi-empiricos conclufu-
se que os locais predominantes de protonagdo sdo o atomo de azoto, na
dopamina, e o grupo hidroxilo benzilico, na adrenalina. Este grupo € também o
local mais reactivo para a formacgdo dos aductos [M+45] na mesma adrenalina,
enquanto que, na dopamina, pode ser indiferentemente o 4tomo de azoto ou o

anel aromatico.

Um dos autores do trabalho acabado de referir é também co-autor de um artigo
publicado muito recentemente e relativo as reac¢bes, em fase gasosa, do DME
com quatro antraquinonas substituidas, todas possuindo actividade
farmacoldgica, tendo sido utilizadas técnicas experimentais idénticas as desse
trabalho ®. Operouse com uma presséo controlada de DME igual a 8x10™ Torr, e
com uma temperatura da fonte de 200 °C, e as amostras foram introduzidas com
uma sonda aquecida (210 - 370 °C). Nos espectros de ionizacdo quimica foi
observada a formagdo, em quantidades apreciaveis (0-42%) de ides [M+45],
[M+13]" e [M+15]", sendo, por outro lado, a abundancia maxima a
correspondente aos ides [M+H]". Foram utilizados métodos computacionais semi-
empiricos para prever a preferéncia por determinados grupos funcionais como
locais de reaccdo inicial, fazendo-se, em primeiro lugar, a optimizacdo das
estruturas dos respectivos produtos e, a seguir, a determinagdo das respectivas
entalpias de formacdo. Tomando como exemplo um dos quatro substratos
estudados, a emodina (Figura 3.1), os locais de reaccdo preferidos para a
formac&o dos produtos [M+13]" seriam o grupo hidroxilo da posi¢cdo 8 bem como
a posicdo 7 de um dos anéis arométicos (para este resultado foi julgada
determinante a presenca do substituinte metilico da posi¢do 6), enquanto que o
local de reaccgdo preferido para a formacgdo dos produtos [M+15]" seria um dos

grupos carbonilo das posi¢des 9 ou 10.
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o

Figura 3.1 - Estrutura da Emodina 64

Na decomposicdo activada por colisbes dos aductos [M+45] observou-se a
producéo de ides [M+13]" em trés dos quatro substratos estudados, e a produgdo
de ides [M+15]", por eliminacdo de formaldeido, em dois dos trés substratos

anteriores.

Alguns artigos de revisao sobre a utilizacdo do DME como reagente de ionizacéo
quimica tém sido, entretanto, também publicados. O mais antigo que se refere
aqui diz respeito a diversos reagentes de Cl usados no modo de ionizacéo
positivo ®°. Outro trabalho que inclui diversas referéncias ao DME diz respeito a
aplicacbes analiticas de reaccdes ido-molécula, e inclui este reagente numa
seccdo dedicada a reagentes de ionizacdo quimica recentemente introduzidos na
pratica cientifica °®. Relativamente menos recente, e dedicado exclusivamente ao

DME, é um outro artigo de revisdo, este datado de 1995 °'.

3.2 - CONDICOES EXPERIMENTAIS

O programa de trabalho que se estabeleceu consistiu em obter, em primeiro lugar,
0s espectros de ionizacdo quimica de todos os substratos. Em seguida foram
adquiridos, para cada um desses substratos, 0os espectros de energia cinética de
massa seleccionada (espectros de MIKE) de cada um dos ides [M+45]", [M+13] e
[M+15]" . Também se obtiveram os espectros de MIKE de alguns dos ibes
observados como fragmentos nos espectros de MIKE anteriores. Num ndmero
mais reduzido de casos, obtiveram-se ainda os espectros de varrimento ligado de
B%/E de alguns desses fragmentos e fez-se a respectiva interpretacéo, para obter

informacgao sobre 0s respectivos ides-precursores.
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Todos os substratos utilizados (Tabela 1.6) foram de origem comercial, e a maior
parte deles foram usados sem purificagdo especial, com as seguintes excepcoes:
os cloretos de amonio da 3-fenilpropilamina, 4-fenilbutilamina e N-metil2-
feniletilamina, que tinham sido anteriormente preparados a partir das aminas
livres por reaccdo com acido cloridico em etanol, foram recristalizados com
acetona/hexano, e o da octopamina com metanol/acetona. A maior parte das
aminas foram utilizadas na forma dos respectivos cloretos de aménio, com as
seguintes excepc¢oes: a sinefrina e a nor-adrenalina foram usadas na forma de
aminas livres, e o 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol na forma do respectivo sal de

piperazina.

O DME (Linde, N°14940019, ponto de ebulicdo de cerca de -23°C) foi usado a
pressdes, medidas na tubagem de ligagcdo do compartimento da fonte a bomba de
vazio, compreendidas entre cerca de 2,0 x 10 * e 2,0 x 10 ° Torr. A temperatura
da fonte foi de 200° C. A energia do feixe de electrbes foi de 70 eV e a voltagem
de aceleracao de 8 kV. As amostras foram introduzidas na fonte com uma sonda

de introducdao directa, ndo aquecida.

A marcacdo com deutério foi levada a cabo por dissolucdo em D,O dos cloretos
de amédnio de cada amina, agitacdo a temperatura ambiente, e secagem sob jacto
de N, nos seguintes casos: benzilamina, 2-feniletilamina, 3-fenilpropilamina, 4-

fenilbutilamina, tiramina, hordenina, octopamina e sinefrina.

3.3 - ESPECTROS DE IONIZACAO QUIMICA

Nos espectros de ionizacdo quimica do gas reagente sozinho observou-se, como
ibes mais abundantes, aqueles que se representam na Tabela 3.1, onde se
registam as meédias das intensidades relativas dos sinais medidas num total de

nove espectros, obtidos em condi¢oes de pressao ligeiramente diferentes.
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ido m/z | int. relativa, %
CHs3" 15 5
HCO'IC,Hs" (?) | 29 15
CHsO" 31 5
CH3OCH," 45 100
(CHs),0™" 46 15
(CHsg),OH" 47 60
(CH3);0" 61 6

Tabela 3.1 - 16es mais abundantes nos espectros de ionizagdo quimica do DME

A Figura 3.2 mostra, como exemplo, um dos espectros, obtido a uma presséao de
cerca de 4,5 x 10 Torr, o qual se pode considerar tipico das condicées em que

se trabalhou:

100 % 45
90 1
80 1
70 3
60
50 3
40 3
30 3
20 7
10 29 61

) \ i

] |
R S N 890 mz

Figura 3.2 - Espectro de ionizagdo quimica tipico do DME

Quanto ao efeito produzido, na abundancia relativa de alguns ides, pelas
variacoes da pressdo da fonte, observouse que subidas ligeiras da pressao
provocaram aumentos na intensidade relativa do ido m/z 61 e diminuicbes nas
dos ibes m/z 31 e m/z 46, e inversamente quanto as descidas da pressao. Nao se
considera importante aprofundar aqui a questdo dos mecanismos das reaccoes
gue ocorrem no plasma iénico contendo apenas DME, mas os equilibrios de
interconversdo entre formas isomeras do mais abundante de entre os ides
presentes, o catido metoximetileno (CHsOCH,"), de m/z 45, ja foram referidos

atras (Esquema 3.5).
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Este catido caracteriza-se como um electrofilo com uma extensa deslocalizagéo

de carga que o torna num tipo particular de reagente bi-funcional (Esquema 3.8):

+ +
CH3'O‘CH2 ~~— CHS'O:CHZ

(a) (b)

Esquema 3.8 - Deslocalizagcdo de carga no catido metoximetileno

A forma (a) reage, por adicdo, com grupos funcionais nucledfilos das moléculas
do substrato para produzir directamente aductos catiénicos [M+45]" que depois
podem sofrer varias espécies de rearranjos ou decomposic¢des, sendo a mais
referida a eliminacdo de uma molécula de metanol contendo o atomo de carbono
metilico do reagente, para produzir um ido [M+13]". A forma (b), pelo seu lado,
pode presumivelmente reagir segundo um mecanismo do tipo Sy2, com 0 mesmo
resultado global que uma reaccdo de metilacdo directa, para produzir ides
[M+15]" %8 (Esquema 3.9):

VR + - HCHO +
Nu : CHg-&:CHz —_— Nu - CH4

Esquema 3.9 - Reac¢do Sy2 de metilacdo efectuada pelo catido metoximetieno

Este ndo é o unico processo disponivel para produzir a metilacdo dos substratos,
guando se utiliza como reagente o DME. De facto, como se vera mais adiante na
discussdo dos espectros de ionizacdo quimica, na mistura reagente existem
também quantidades ndo desprezaveis quer do catido trimetiloxénio ((CHs)30",
m/z 61, cerca de 6% relativamente a 100% do ido m/z 45), quer do préprio catido
metilo (CHs", m/z 15, cerca de 5% na mesma base), e ambos estes ides podem

também promover a referida metilacao.

Na Tabela 3.2 estdo as abundancias relativas dos ides-produto mais importantes
formados nas reaccbes do DME com os substratos ocorridas na fonte do

espectrometro de massa.

55



int. relativas, %

substratos m/z 100%

[M+H]™ [ [M+45]" | [M+15]" | [(M+13]" | [M-16]" | [M-17]" | [R2C=NR3]"
benzilamina 108 100 <1 <1 1 19 4
2-feniletilamina 122 100 1 1 2 11 14
3-fenilpropilamina 136 100 1 1 3 3 10
4-fenilbutilamina 150 100 2 1 2 2 1
N-metil-2-feniletilamina 136 100 9 3 20 35
2-(4-fluorofenil)-etilamina 140 100 2 1 6 22 22
2-(4-nitrofenil)-etilamina 167 100 5 1 6 2 84
tiramina 138 100 1 1 6 29 17
2-(4-metoxifenil)-etilamina 152 100 <1 1 1 20 2
hordenina 58 36 8 1 <1 100
dopamina 154 100 1 1 27 38 49
octopamina 136 52 <1 <1 1 10 | 100 <1
sinefrina 168 100 <1 <1 <1 15 26
nor-adrenalina 152 30 3 1 5 10 | 100 12
adrenalina 44 41 4 5 10 77 100
4-hidroxi-3-metoxifenil-etilenoglicol 167 <1 <1 <1 1 100
acido vaniliimandélico 181 3 <1 <1 <1 100
acido homovanilico 195 47 <1 2 100
acido 5-hidroxi-indole acético 204 91 3 4 100
serotonina 189 71 2 7 100 65 11
melatonina 245 81 <1 10 100

Tabela 3.2 - Espectros de ionizagdo quimica dos substratos com o DME
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O ido mais abundante nos espectros de ionizagcdo quimica dos substratos com um
grupo aminico é, muitas vezes, o ido [M+H]", o que seria de esperar atendendo as
elevadas afinidades protonicas das aminas quando comparadas com a afinidade

proténica do éter dimetilico.

Uma das excepcbes a este comportamento geral observa-se com duas das
guatro aminas com um grupo hidroxilo benzilico (octopamina e nor-adrenalina),
em que o0 ido mais abundante aparece a uma razao massa/carga correspondente
a M-17, o que pode ser interpretado como uma perda de HO pelo ido [M+H]"
dessas aminas. Esta fragmentacao origina igualmente o ido mais abundante nos
espectros do 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol e do acido vaniliimandélico,

substratos que também contém grupos hidroxilo benzilicos.

A hordenina e a adrenalina, com 0s picos-base respectivamente a m/z 58 e
m/z44 correspondentes ao iGes imonio CH;=N(CH3)," e CH,=NHCHs",
constituem a segunda excepcao. A formacdo de ides iménio de férmula-geral
CH,=NR!R? * é de facto uma caracteristica de todos os substratos com grupos de
amina primaria, secundaria ou terciaria. Tais ides poderao ter varios precursores
possiveis, nomeadamente os ides [M+H]", [M+45]" e os iBes moleculares M*
eventualmente formados na fonte. Um espectro de varrimento ligado de BYE
mostrou, no caso da hordenina, que os dois precursores mais importantes do ido
de m/z 58 eram exactamente o aducto [M+45]" (m/z 210) e o ido molecular (m/z
165) (Figura 3.3).

100 % 165
90 3
80
70 3
60 | 210
50 7 ‘ (\
40 | [l
30 3 \ \
20 3 \
03 R VAN .

07 \\\‘,\/\i\ T T T T T T T T T T T T T T
g8b 100 120 140 160 180 200 220 240 260 mlz

Figura 3.3 - Espectro de varrimento ligado de B’/E do i&o de m/z 58 formado na reacgdo da

hordenina com o DME
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Relativamente aos aductos mais relevantes que resultam da reaccdo das
moléculas neutras dos substratos com o ido CH3OCH,*, e que s&do os ibes
[M+45]" e [M+15]*, a sua abundancia é relativamente reduzida. Por outro lado, o
iAo resultante da perda de metanol pelo aducto [M+45]", ou seja [M+13]", tem
frequentemente abundancias que séo elevadas quando comparadas com as dos
outros dois, chegando mesmo a originar o pico-base no espectro do &cido

homovanilico e nos dos trés substratos com nucleos indolicos.

Na Tabela 3.2 estdo também incluidas as abundancias relativas dos ibes que
correspondem a massas M-16, porque se observou que eles sdo produzidos com
abundéancias significativamente elevadas quando o0s substratos sdo aminas
primarias. De uma maneira em certa medida analoga a dos i6es de massa M-17
relativos aos substratos com grupos hidroxilo benzilicos, aqueles ibes M-16
poderdo ser explicados por uma perda de amonia ocorrida a partir dos i6es
[M+H]". Esta suposicdo é apoiada pelo facto de a hordenina, amina terciaria que
apresenta uma intensidade quase nula dos i6es correspondentes aquela perda de
amonia, apresentar por sua vez uma intensidade relativamente alta do ido
correspondente a uma perda de (CHs3);NH (m/z 121, 8 %, nao registada na
Tabela). Correspondentemente, o ido de composi¢do [M+H-CHzNH,]" tem uma
abundancia relativa de 6% no espectro da N-metil-2-feniletilamina. Como se vera
a seguir, na discussdo dos espectros de MIKE dos ides [M+45]", os ides [M-16]"

podem também resultar de uma eliminac&o consecutiva de metanol e metanimina.

3.4 - DECOMPOSICOES UNIMOLECULARES DOS IOES [M+45]"

Na Tabela 3.3 registam-se as abundancias relativas dos produtos formados por
decomposicido dos aductos [M+45]" ocorrida na 32 Regido Livre de Campo do

espectrometro de massa (espectros de MIKE):

A eliminacdo de metanol pelos aductos [M+45]" representa 45% a 100% da

corrente iénica total, produzindo o ido-fragmento mais abundante nos respectivos
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Substratos Principais perdas (/ Produtos formados, m/z) , %
o CH;OH CHsOH+CH,=NH
benzilamina
94% 6%
o CH;OH CH;OH+CH,=NH
2-feniletilamina
99% 1%
. I CH:OH CH;OH+HCN
3-fenilpropilamina
94% 6%
. . . CH;OH
4-fenilbutilamina
100%
N-metil-2-feniletilami CHbOH
-metil-2-feniletilamina
100%
2-(4-uorofeni)- CHsOH NHs CHs CHsOH+CH=NH CHsOCHs
etilamina 88% 5% 5% 2% 1%
. o CH;OH m/z 138 m/z 183
2-(4-nitrofenil) -etilamina
87% 8% 5%
o CHsOH CH;OH+CH,=NH
tiramina
79% 21%
2-?4-metoxifenil)- CH.OH CH;OH+CH,=NH
etilamina 79% 21%
hordeni CH3OCH:N(CHz3)2 CHsOH (CHz)2NH CH;=N(CHs)2" 0=Cs HsCHCHs
ordenina
38% 20% 20% 14% 9%
. CH;OH CHsOH+CH,=NH CHsOH+HCN H.O
dopamina
84% 6% 5% 6%
oami CHsOH CH;OH+HCHO CHy H,0
octopamina
P 45% 2296 18% 15%
o CH3;OH+HCHO CHsOH H0
sinefrina
52% 37% 11%
srena CHsOH CH;OH+HCHO H.O
nor-adrenalina
63% 27% 10%
CH3;OH+HCHO CHsOH H0
adrenalina
47% 38% 15%
4-hidroxi3- CH;OCH; H,O mlz 177 CH;OH CHsOCHz+HCHO
metOXIfenIIetIIenogllcol 51% 16% 12% 6% 6%
H,O H,O+CHa CH;OCHs m/z 188
acido vanilil-mandélico
45% 27% 18% 10%
HCO;H CHsOH
acido homovanilico
78% 22%
4cido  5-hidroxi-indole- CHOH
acetico 100%
CH;OH NH;
serotonina
88% 12%
) CHsOH
melatonina
100%

Tabela 3.3 - Espectros de MIKE dos aductos [M+45]" formados por reaccédo com o DME
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espectros de MIKE em todos o0s casos excepto nos seguintes: hordenina,
sinefrina, adrenalina, 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol, acido vaniliimandélico e

acido homovanilico.

A eliminacao consecutiva de CH;OH e CH,=NH é um processo comum a grande
parte das arilalquilaminas priméarias sem um grupo hidroxilo benzilico, o que pode
ser explicado por um ataque inicial do catido metoximetileno ao atomo de azoto e

pela participacdo, na eliminagdo de metanol, de um dos dois protdes a ele
ligados.

A amina terciaria hordenina apresenta um comportamento distinto das outras,
pelo que se fizeram duas experiéncias adicionais com esta amina: o espectro de
MIKE do ido [Ma:+45]" da hordenina deuterada e o espectro de B?/E dos ibes
[M+45-CH3OCH,N(CHz),]*, m/z 121, e CH3OHCH,N(CHz),", m/z 90.

Os espectros de B?/E permitiram estabelecer que os dois ifes referidos se
formam directamente a partir do aducto [M+45]" num s6 passo. Um mecanismo

plausivel para a formacao destes produtos propde-se no Esquema 3.10.

CI\/N(CH3)Z
HO™ CH,*

2
- CH3V miz 178

+
A~ N(CH3)2 CH,=N(CH3),

——

HO H miz 58
CH,OCH 4

5+ - (CH3),NH
/ miz 210 +
N(CH3), HO™ X" CH,0CH 3
HO/ m/z 165 H
1+ ZCHj
(CH9,N-CH ,OCH 3 +
Mr 165 o
45 +

H CHg * m/z 90

[ = /+\ %
’\J\A-CHZOCHS /@ CHs
v A
CH3 O \
HO ®) A CH
CH30CH ,N(CH 3), 3
. + CH30CH,N(CH 3)
HO

miz 121

m/z210

Esquema 3.10 - Decomposicéo do aducto [M+45]" da hordenina
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Este mecanismo pressupde uma reaccao inicial do catido metoximetileno com o
grupo amina, seguida pela formagdo de um complexo ido-molécula entre a
espécie neutra CH3;OCH,N(CHs), e a parte aromatica do substrato; este complexo
decompdr-se-ia, em seguida, por dois caminhos distintos possiveis: (a) a
eliminacéo da espécie neutra; ou (b) uma abstraccéo do protdo do grupo hidroxilo,

para gerar o equivalente protonado daquela espécie neutra, um ido de m/z 90.

Nos espectros de MIKE dos ides [M+45]" e [Mq1+45] (Figura 3.4) observa-se que
o sinal atribuivel ao produto de m/z 90 se desloca para m/z 91, confirmando que o
protdo que foi abstraido para formar esse produto provém do grupo hidroxilo

fendlico.

O facto de o pico correspondente a perda metanol, m/z 178, se deslocar para m/z
179 na espécie deuterada indica que a eliminacdo de metanol ocorre apés

reaccgao inicial com o ido CHz;OCH," no anel benzénico (Esquema 3.10).

100 % 121
80 -

igé () 165 178
20 58 - 90

VE N L

00 40 60 80 100 120 140 160 m/z(Bst)
100 % 122
80 3
60 - 166
40 7 () 58

3 91
2 I
0:

20 40 60 8b 100 120 140 160 m/z(Est)

179

Figura 3.4 - Espectros de MIKE dos ides [M+45]" (a) e [Mg3+45]" (b) da hordenina

Nos espectros de MIKE dos aductos [M+45]" das aminas com um grupo hidroxilo

benzilico (octopamina, sinefrina, nor-adrenalina e adrenalina) observam-se trés
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processos de fragmentacdo comuns a todos eles: eliminacdo de metanol,

eliminacdo consecutiva de metanol e de formaldeido, e eliminacdo de agua.

Devido as posicdes relativas 1,2 do grupo amina e do grupo hidroxilo benzilico na
cadeia alifatica substituinte do anel aromatico, a reaccdo do catido metoximetileno
com estas aminas devera provavelmente iniciar-se pelo estabelecimento de uma

interaccdo conjunta com esses grupos.

A eliminacdo consecutiva de metanol e de formaldeido podera ser racionalizada
considerando o catido metoximetileno preferencialmente ligado ao grupo hidroxilo
benzilico, enquanto para a perda de agua a ligacéo sera provavelmente ao grupo

amina (Esquema 3.11).

O facto de a soma de abundancias dos ifes resultantes da perda de CHsOH e de
CH3OH+HCHO representar cerca de 67-90% da corrente idnica total, enquanto
que o ido [M+45-H,0]" contribui com 10-15%, leva a concluir que a ligacido do

catidao metoximetileno se estabelece de preferéncia com o grupo hidroxilo.

+ H +

CH,OCH A Ho

HO™ g HO  CH,OCH HO  CHOCHs o™\
+ -CH 40H N~
/@ I\,NHZ @/I\,L\I\H /@/\/N\H /@/\/ H
H HO
HO HO HO

m/z 198 m/z 166
¢ (45%)

¢ -CH, l

+
H,0'  CH,OCH 4 _H

N\H /H_IO'+ OJ \

+
o e 2l
H HO
HO

-HCHOl
H3C\+ m/z 183

O
\ (18%) @/&mz
-~
HO

m/z 180 m/z 136
(15%) (22%)

Esquema 3.11 - Decomposicéo do ido [M+45]" da octopamina
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A hipétese de, nos casos da nor-adrenalina e da adrenalina, a perda de HO
poder explicar-se por ataque do catido a um dos dois grupos hidroxilo fenélicos,
embora ndo seja de excluir completamente, ndo parece provavel, dado que a

eliminacé@o de 4gua ndo ocorre nas aminas com um anico grupo hidroxilo fendlico.

A perda de um radical metilo pelo ido [M+45]" da octopamina podera explicar-se
pela estabilizacdo do produto formado através de ligacdes de hidrogénio entre os

dois atomos de oxigénio.
Os aductos [M+45]" dos trés compostos com um ndcleo inddlico fragmentam-se

exclusivamente por perda de metanol (&cido 5-hidroxi-indoleacético e

melatonina), ou perda de metanol e amodnia (serotonina).

3.5 - DECOMPOSICOES UNIMOLECULARES DOS IOES [M+13]*

Os objectivos principais da interpretacédo dos espectros de MIKE dos iGes [M+13]
(cuja Unica origem plausivel é a perda de metanol a partir dos aductos [M+45])
sao o esclarecimento do problema do local inicial da reaccédo ocorrida entre os
substratos e o0 catido metoximetileno e, indirectamente, a avaliagdo dos
mecanismos anteriormente propostos para aquela eliminacdo de metanol. Na
Tabela 3.4 registam-se as caracteristicas dos espectros de MIKE dos ides
[M+13]" de todos os 21 substratos.

Para todas as aminas sem um grupo hidroxilo benzilico, a excepcédo da 3-
fenilpropilamina, 4-fenilbutilamina e dopamina, o ido-fragmento mais abundante
corresponde a eliminacdo de uma imina, o que indica que o local de reaccao
inicial com o catido metoximetileno tera sido o &omo de azoto. Contudo a
observacio da eliminacdo de amonia pelos ides [M+13] de praticamente todas as
aminas, incluindo as ndo-substituidas, sugere a competicdo do anel aromatico

como local inicial de reac¢éo (Esquema 3.12, relativo a 2-feniletilamina).
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Substratos

Principais perdas (/ Produtos formados ), %

- CH2=NH CeHs"
benzilamina
96% 4%
S CHo=NH NH3 CH7'
2-feniletilamina
82% 16% 1%
S NHa CoHANH,' CaHo' HCN CH7
3-fenilpropilamina
60% 28% 8% 3% 1%
o CaHeNH," NH3 CgHg" CsH7 CH2=NH m/z=122
4-fenilbutilamina
49% 20% 13% 10% 6% 4%
) ) ) . CHZZNCHg CHZZNH HCN NH3 O-CH2C6H4CH2
N-metil-2-feniletilamina
72% 11% 8% 6% 3%
_ o CHz=NH F? NH3 CeHsF 7"
2-(4-fluorofenil) -etilamina
78% 12% 6% 3%
) o CH2=NH HCN m/z 113 m/z 103 NO,’
2-(4-nitrofenil) -etilamina
71% 14% 5% 5% 4%
. A CHz:NH NH3
tiramina
87% 13%
e CHz=NH NHs CH30H
2-(4-metoxifenil)-etilamina
84% 12% 4%
] CH2=NCHs | CH2=N(CHa)," m/z 120
hordenina
64% 22% 14%
) NHs CHz=NH CHz=NCHjs CH,=NHCH3"
dopamina
54% 41% 4% 1%
) H20 HCHO
octopamina
93% 7%
o HCHO H.0 miz 74 HCHO+CH,=NCHj3 m/z113
sinefrina
86% 4% 4% 3% 3%
H20 HCHO m'z 83
nor-adrenalina
89% 8% 3%
HCHO H20 CH3OH m/z74 HCHO+CH,NCH3
adrenalina
64% 22% 7% 4% 3%

. . HCHO m'z 151 CH3 HCHO+HCHO CH CH30H | H0
4-hidroxi3- ) : ¢ : z
metoxifeniletilenoglicol 19% 18% 13% 11% 11% 11% 8%
. . - CHs CHs Hz0 OH' mz 185
acido vanilil-mandélico 2%

49% 37% 7% 4%
co
acido homovanilico
100%
L. . .. co CO+OH
acido 5-hidroxi-indole-
acético 91% 0%
CH,=NH HCN NH3
serotonina
78% 14% 8%
CH,CO CH3CONH; mz 228
melatonina

Tabela 3.4 - Espectros de MIKE dos ides [M+13]" formados por reaccdo com o DME

88%

8%

4%
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H
-CH30H \ -CH,=NH
v 2 b
H

CH3OCH ;/(
m/z 166 m/z 134 m/z 105

O/\/NHz
\ .
CH3OCH ,* + NH, -CHzOH 2 NH,  -NHg =
5 22RO MO
HY . §
CH,

CH,OCH, +
m/z 166 m/z 134 m/z 117

Esquema 3.12 - Formacao e decomposicédo de dois ides [M+13]", na reaccéo da

2-feniletilamina com o DME

Uma competicdo do tipo ilustrado no Esquema 3.12, entre 0 grupo aminico e o

anel benzénico, ja tinha sido referida anteriormente noutro trabalho °, dessa vez

a proposito da cationizagdo metilica em fase gasosa do 1-fenil-2-aminopropanao.

Nas arilalquilaminas n&o-substituidas estudadas nesta Tese o comprimento da
cadeia alquilica tem uma importancia determinante, demonstrada pela diferenca
de comportamentos das aminas homologas 3-fenilpropilamina e 4-fenilbutilamina,
nas quais as eliminacbes de amonia a partir dos ides [M+13] tém as suas
contribuicdes relativas mais importantes e, por outro lado, se observa a producao
dos iBes aménio ciclicos, respectivamente C;HsNH," e CsHgNH,". Nestas duas
aminas a competicdo entre o &tomo de azoto e o anel benzénico como locais de
reaccao inicial € portanto largamente favoravel ao anel. Para a primeira delas, os

mecanismos propostos estdo representados no Esquema 3.13.
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CHZOCH ,* l -CH 3OH

NH ,
CH, *

2

m/z 134

-NH4
e ciclzagédo
CH,
( i \+/
C@ ' N
¥ CH, H.

m/z 117 m/z 44

Esquema 3.13 - Decomposicado dos ides [M+13]" na reaccéo da 3-fenilpropilamina com o
DME

A influéncia do comprimento da cadeia alifatica estd também patente na
abundancia dos ides [M+13-NHs]*, a qual aumenta da benzilamina (0%) até a 3-
fenilpropilamina (60%) para decrescer na 4fenilbutilamina, o que podera estar
relacionado com a possibiidade deste ido-fragmento adoptar, na 3-

fenilpropilamina, a estrutura biciclica hexagonal do Esquema 3.13 anterior.

Passando a analisar o comportamento das aminas substituidas, pode comecar-se
pelas feniletilaminas primarias para-substituidas no anel benzénico. Os padrbes
dos processos de fragmentacido dos respectivos ides [M+13]" sdo relativamente
similares, dado que se observa uma competicdo entre a eliminagcdo de
metanimina e a de amoénia, com a primeira geralmente predominante. As
intensidades dos picos atribuiveis a uma eliminacdo de amaonia (que, como se viu,
corresponde a uma reacc¢do inicial com lugar no anel benzénico) dispdem-se por

uma ordem relativa que se poderda relacionar com o caracter
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desactivante/activante de cada substituinte para as reacgbes de substituicdo
electrofilica aromatica, a saber: 6% (F), 12% (OCHs) e 13% (OH).

Na Serotonina, apesar da sua estrutura mais complexa, de tipo inddlico, também
€ visivel uma competicao, na orientacdo da reaccao inicial, entre o grupo aminico
e 0 sistema aromético, com predominancia da primeira (eliminacdo de
metanimina: cerca de 78%, eliminacdo de amonia: cerca de 8%). No segundo

caso a reacc¢dao tera provavelmente lugar na posicao 2 do nucleo inddlico.

Quando, como no caso da dopamina, um segundo grupo hidroxilo existe no anel
benzénico, este estd comparativamente mais activado para as reaccbOes de
substituicdo electrofilica e a eliminagdo de NHsz transforma-se no processo de
fragmentacdo predominante. Esta influéncia do segundo grupo hidroxilo fenélico
no comportamento da dopamina ndo pode, no entanto, estender-se a nor-
adrenalina e adrenalina. Para estas duas aminas o factor estrutural que é mais

importante é outro, designadamente a existéncia de um grupo hidroxilo benzilico.

A amina terciaria hordenina comporta-se de maneira distinta das restantes. A
eliminacdo de metanol para formar o ido [M+13]" segue-se a uma reacgao inicial
do catido metoximetileno no anel benzénico e os dois produtos mais abundantes
no espectro de MIKE do ido [M+13]" sdo, por um lado, o i&o imonio de m/z 58,
CH>=N(CHs)2", e, por outro, aquele que resulta da eliminacdo da N-metil-
metanimina, CH,=NCHs. Ambos estes processos podem presumivelmente
decorrer com passagem por um complexo ido-molécula intermediario constituido
pelo referido ido imoénio e por uma espécie neutra que é um orto-quino-di-metano
hidroxi-substituido. A formac¢éo do produto de m/z 135 seria, a seguir, o resultado
de uma transferéncia de um grupo metilo com origem no i&o iménio 2, sendo esta
reaccao semelhante aquela que caracteriza o comportamento do proprio catido
metoxi-metileno como agente metilante  (Esquema 3.9). Os mecanismos
reaccionais que se propdem para esta decomposicéo do ido [M+13]" da hordenina
(cuja formacao ja figurou no Esquema 3.10) estdo conjuntamente representados

no Esquema 3.14:
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@1,@\';\ N(CH 3)2
HO ™ X CH,"

m/z 178

CH, +
/@ CH 2=N(CH 3)2
HO CH

CH
-CH ,=NCH ; B /CE 2
HO CH

+

CH,
JL *
HO CH ZCH 3 CH 2:N(CH 3)2

m/z 135 m/z 58

Esquema 3.14 - Decomposicéo dos ides [M+13]" na reaccdo da hordenina com o DME

As quatro aminas que possuem um grupo hidroxilo benzilico apresentam a
seguinte regularidade: os ides [M+13]" das duas que sdo primarias (octopamina e
nor-adrenalina) decompfem-se preferentemente por eliminacdo de agua e,
secundariamente, por eliminacéo de formaldeido, enquanto que nas duas que sao
secundarias (sinefrina e adrenalina) a ordem de importancia dos dois processos &
a inversa. Estes comportamentos diferentes podem ser explicados assumindo que
o local de reaccao inicial do catido metoximetileno tenha sido, respectivamente, o
grupo amina no caso das aminas primarias, e o grupo hidroxilo benzilico no caso
das secundarias, dado o maior impedimento estereoquimico do grupo amina
destas Gltimas. Mecanismos para os processos de fragmentacéo dos ides [M+13]
da octopamina e sinefrina sdo propostos no Esquema 3.15:
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Octopamina Sinefrina

(Mr 153) (Mr 167)
CH.,"
VR O/ 2
OH llt\' ) H
N
HO HO
m/z 166 =[M+13] * m/z 180 = [M+13] *
i J-HCHO
+
(-{OH 2 l;l
Naew, AN cn,
.
H HO
¢ m/z 150
-H,0
2 (91%)
= N§CH2
.
HO
m/z 148
(88 %)

Esquema 3.15 - Decomposicéo dos ides [M+13]" da octopamina e da sinefrina nas reacgdes
com o DME

A discusséo dos espectros de MIKE dos ides [M+13]" serd completada abordando
0 caso dos trés acidos carboxilicos. Na Tabela 3.4, observa-se que dois deles tém
um comportamento semelhante, fragmentando-se exclusivamente (acido
homovanilico), ou predominantemente (acido 5-hidroxi-indoleacético), por
eliminacdo de monoxido de carbono. Consideradas as estruturas correspondentes
aos ides [M+13]" produzidos por reacgdes com o catido metoximetile no ocorridas
em diferentes locais iniciais, parece claro que apenas aquelas em que a reaccao
se iniciou no anel aromatico podem sofrer depois uma decomposicdo por
eliminagéo de CO. Isto esté ilustrado, no caso do &cido 5-hidroxi-indoleacético, no
Esquema 3.16, onde se destaca a extensa estabilizacdo por ressonancia dos dois

produtos formados.

69



" +
HO\(H\COZH HO Yo .co HQ(HCHZ -OH H i cHa
#
| | — | | + > | |
N~ “CH; W\H N OH SNTONCH,
H H H H

m/z 204 m/z 176 m/z 159

OH

T
Iz+
@]
I
$
T
(@) @]

Esquema 3.16 - Decomposicdo do ido [M+13]" nareaccéo do &cido 5-hidroxi-indoleacético
com o DME

O terceiro dos &cidos carboxilicos, o vanili-mandélico, possui um grupo hidroxilo
benzilico e os seus ides [M+13]" ndo sdo observados como fragmentos nos
espectros de MIKE dos aductos [M+45]". Esses ifes [M+13]" decompdem-se
segundo padrbes variados que incluem, entre outras, uma eliminacdo muito
abundante de um radical metilo (? 49%), o que podera ser explicado, em parte,

pela estabilizac&o por ressonancia do catido-radical formado como produto.

3.6 - DECOMPOSICOES UNIMOLECULARES DOS IOES [M+CHs]*

Em caso nenhum se observou destes ides como produtos da decomposicao dos
aductos [M+45]" ocorrida na 32 Regido Livre de Campo do espectrometo de
massa. Pode pois dizer-se que, mais provavelmente, eles devem resultar ou de
reaccBes directas de substituicdo nucledfila entre as aminas e o catido CH;OCH,"
ou o catido tri-metiloxénio ((CHs)30O"), ou, ainda, de uma reaccéo de adicdo com

o catido metilo CHs".

Analisando a Tabela 3.5, onde se registam as caracteristicas dos espectros de

MIKE dos aductos [M+CHs]", observa-se que, no caso das aminas, e com as
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excepcbes da octopamina, sinefrina, nor-adrenalina e adrenalina, que sé&o
justamente aquelas que possuem um grupo hidroxilo benzilico, eles se
fragmentam com perdas dominantes de metilamina (no caso das aril-alquilaminas
primarias), ou di-metilamina (no caso da N-metil-2-feniletilamina), ou ainda tri-
metilamina (no caso da hordenina). Isto permite concluir que o local mais
importante de metilagdo € o grupo aminico, facto que esta em paralelo com outro
gue ja tinha sido observado relativamente as reaccdes de protonacdo em fase

gasosa %,

Nas quatro aminas com grupos hidroxilo benzilicos sdo geralmente dominantes,
com a excepcdo da nor-adrenalina, as eliminacbes de metanol, o que
provavelmente ocorre directamente apos uma reac¢do de metilagdo do referido
grupo hidroxilo benzilico. A hipotese de a eliminacdo de metanol ocorrer por
reaccdo inicial nos grupos hidroxilo fenélicos - que, por coincidéncia, também
existem nas aminas que tém um grupo hidroxilo benzilico - deve ser posta de
lado. Em primeiro lugar, em virtude do menor caracter nucleodfilo deste grupo, que
€ devido ao envolvimento dos pares de electrdes nédo-ligantes do atomo de
oxigénio em formas de estrutura de ressonancia que incluem os electrées do anel
aromético. Em segundo lugar, pela menor estabilidade do catido fenilico formado

apos a eliminacdo de metanol, quando comparada com a de um catido benzilico.

A competicdo com outros locais possiveis para a reaccdo de metilagdo manifesta-
se, no caso do grupo de aminas sem grupo hidroxilo benzilico, pela eliminacao
concorrente de amonia ou de aminas de estrutura correspondente a do grupo
aminico original com mais um atomo de hidrogénio (abundancias distribuidas
entre 7% na 2-(4-metoxifenil)-etilamina e 26% na tiramina), o que corresponde a
reaccOes de metilacdo que tiveram origem provavelmente no anel benzénico (ou

pirrélico, no caso da serotonina).
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Substratos Principais perdas (/ produtos formados, m/z), %
o CHszNH, CoHs*
benzilamina
93% 7%
o CHzNH, NHs
2-feniletilamina
86% 14%
S CH:NH, HCN CH* NHs
3-fenilpropilamina
54% 18% 9% 12%
o CHsNH, HCN C/H* CHsNHs* CsHs NH,*
4-fenilbutilamina
A6% 23% 18% 9% 3%
N-metik-2- (CHs)2NH HCN CsHs CHs
feniletilamina Aa0A 5604, o
2-(4-fuorofeni) - CHsNH, HCN
etilamina 94% 6%
2-_?4-n_itr0fenil) _ m/z 114 CH,=NH CHsNH,
etlamina 83% 14% 2%
A . CH3 N Hz NH3 CH2= NH
tiramina
65% 26% 7%
2_?4_metoxifen”)_ CHsNH, m/z 137 HCN m/z 122 NHs CH,=NHCH,"
etilamina AAY% Q% 7% 8% 7% 3%
, (CHs)sN CHsOH (CHs)2NH (CHs)sNH' CH,=N(CHs),"
hordenina
49% 34% Q% K% 3%
. CHsNH: NHz CHy’ CH,=NHCHs"*
dopamina
59% 24% 100% 7%
) H.0 CHsOH CHy’+CHsNH, HCHO CHy’
octopamina
59% 20% 217 7% 6%
. . H,O HCHO CH;OH m/z 91 CH;OH+CH;NCH;s
sinefrina
89% 5% 3% 2% 1%
H.0 CHs+CHaNHy
nor-adrenalina
92% 8%
CH;OH H,O
adrenalina
55% 45%
CH;OCH CH;OH HCHO
ahidroid SOMTE °
metoxifeniletilenoglicol 84% 10% 6%
L i, @) Cco CHs;OH+ CHy’ COH’ m/z 143
acido vanilil-
mandeélico
37% 20% 15% 14% 14%
CO CHsOH CO+H0O CHs’ 40 CO+CH;OH
acido homovanilico
36% 36% 11% 6% 6% 5%
CO CO+H0 CH;OH CH;OH+CO CHz
acido 5-hidroxi-indole- H * He ®
acetico 41% 26% 25% 5% 3%
CHzNH, NHs CH,=NH CH,=NCHjs
serotonina
59% 15% 15% 11%
CH; CONHCH; CH.C=0 CH; CONH;, OH’ m/z 156 OH’+CH3’
melatonina
34% 28% 18% 7% 7% 6%

Tabela 3.5 - Espectros de MIKE dos aductos [M+CH;g]* formados por reaccdo com o DME

72




Pela variedade dos modos de fragmentacdo observados, os quais incluem, além
da eliminacdo competitiva de metilamina ou de amonia, também a formacao de
um ido imonio de m/z 44, e ainda a eliminagéo de um radical metilo com formacé&o
de um catido-radical estabilizado por ressonancia, a dopamina constitui um

exemplo em que é esclarecedor formular os mecanismos provaveis destas

reaccOes (Esquema 3.17).

H

HO A\ QV/NHz - NH,4 HOLZ N e,
v < —
~x HOZ ™ CH,

HO
CH3

*CH,0OCH, m/z 168 m/z 151
. (19%)
- HCHO - CHy
HO X NH, HOJ:/j"’i\/NHZ
HO \F HO” XX H
(Mr153) - HCHO m/z 153
(8%)
*CH,OCH, H
¥ _fH,cH HO
HO | A < 270 L CHaNH, K:l/\cHg
——
+
HO™ NF HO?

m/z 168 m/z 137
(46 %)

Esquema 3.17 - Formacéo e decomposicéo de dois aductos [M+CH;]" na reaccéo da

dopamina com o DME

No caso do grupo de aminas com um grupo hidroxilo benzilico a eliminagédo de
metanol estd em competicdo com a eliminacdo de agua (abundancias entre 0%
na octopamina e 92% na nor-adrenalina), correspondendo a reaccbes de
metilacdo que podem ter tido lugar, ou no anel benzénico, ou no grupo aminico
com transferéncia posterior de um protao para o grupo hidroxilo. A eliminacao de
um radical CH,NH,’, que se propde para explicar a formacéo do i&o de m/z 136
da nor-adrenalina, embora energeticamente pouco favoravel, tem a seu favor a
formacédo de um produto muito estabilizado por ressonancia (catido-radical de um

benzaldeido substituido) (Esquema 3.18).
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A
i fHa fHs

m/z 184 m/z 184

H —_— . — -

HO N\ HO™ \F HOP NG

-+
HO ?T3 ))\
Ho\(\ [I\j\H - CHay ~'CHNH, H X H H = H
m/z 184 m/z 138

Esquema 3.18 - Decomposicédo do aducto [M+CHs]" na reaccéo da nor-adrenalina com o
DME

Relativamente aos trés acidos carboxilicos estudados, verifica-se que dois modos
de fragmentacdo comuns a todos eles sdo as eliminacdes de monoxido de
carbono ou de metanol. Com a excepcdo do &cido vanilil-mandélico, os outros
dois acidos podem também apresentar eliminacdes de agua. As eliminacdes de
agua e de monoxido de carbono sdo mais facilmente explicadas se se admitir que

o local de metilac&o seja 0 anel aromatico.

No Esquema 3.19 propdem-se mecanismos para as principais vias de

decomposicdo do aducto [M+15]" do acido 5-hidroxi-indoleacético:

A
N Ny - CHOH HO Z
+
S CH;0 J

m/z 146

m/z 206 m/z 174

H CH;

m/z 206 m/z 188 m/z 160

Esquema 3.19 - Decomposicéo de dois aductos [M+CHs]" na reaccéo do acido 5-hidroxi-

indoleacético com o DME
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3.7 - CONCLUSOES RELATIVAS AS REACCOES COM O ETER DIMETILICO

Para formular estas conclusGes sera esclarecedor reunir numa mesma tabela
(Tabela 3.6) as caracteristicas dos espectros de MIKE dos trés ides cujos
processos de decomposicdo unimoleclar foram discutidos neste capitulo. As

generalidades observadas permitem dizer o seguinte:

a) As caracteristicas estruturais que influenciam decisivamente as reaccbes do
DME com os substratos podem ser enumeradas da seguinte maneira:

a. tratando-se de substratos com estruturas do tipo aril-alquilico, é
determinante a existéncia, ou a auséncia, de um grupo hidroxilo
benzilico;

b. tratando-se de aminas, € determinante a natureza primaria,
secundéaria ou terciéria do respectivo grupo funcional, e também o

comprimento da cadeia aquilica.

b) As perdas de metanol a partir dos aductos [M+45]" para formar ides [M+13]"

sao geralmente o modo predominante de fragmentacédo desses aductos.
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[M+45]" [M+13]" [M+15]*
Substratos Fragmentos eliminados, % Fragmentos eliminados, % Fragmentos eliminados, %
CH;OH CH;OH+CH,=NH| H,O | CH,=NH |NH; [ HCHO| CO [ HO | CHsNH, [ NH; | HCN| CH;OH | H,O [ CO
benzilamina 94 6 96 93
2-fenil-etilamina 99 1 82 16 86 14
3-fenil-propilamina 9 60 54 18
4-fenil-butilamina 100 6 20 46 23
N-metil-2-feniletilamina 100 72b 66 b 29
2-(4-fluorofenil) -etilamina 88 2 8 94 6
2-(4-nitrofenil) -etilamina 87 n 2
tiramina 63 24 87 13 65 26
2-(4-metoxifenil) -etilamina 9 21 84 12 66 ’ ’
hordenina 20 49b |9b 34
| dopamina 84 6 6 41 54 59 24
octopamina 45 15 7 93 20 59
sinefrina 37 11 2 89 a 4 3 89
nor-adrenalina 63 10 8 89 92
adrenalina 38 15 67 a 22 55 45
4-hidroxi3-metoxifeniletilenoglicol 6 16 30a 8 10
acido vanilil-mandélico 72a 15a 20
acido homovanilico 22 100 36 47 a
acido 5-hidroxi-indole-acético 100 100 a 30 67 a
serotonina 88 78 8 59 15
melatonina 100

a - Dupla perda sucessiva, iniciada com a perda referida
b - Perda da amina/imina homologas superiores

Tabela 3.6 - Espectros de MIKE dos aductos [M+45]", [M+13]" e [M+15]" formados por reac¢do com o DME
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c) Os ides [M+13]" das aminas sem grupo hidroxilo benzilico decomp&em-se
predominantemente por perdas de metanimina ou de amonia/amina, indicando,
respectivamente, que o local preferido de reaccao inicial com o catido metoxi-

metileno tenha sido o &tomo de azoto ou 0 anel aromatico.

d) Os ibes [M+13]" das aminas com grupo hidroxilo benzilico eliminam
preferencialmente agua ou formaldeido, significando que estara excluido de local
preferido da reacgéo inicial com o catido metoxi-metileno, respectivamente, o
grupo hidroxilo benzilico (octopamina e nor-adrenalina) ou o anel aromatico.

(sinefrina e adrenalina).

e) O local preferido de metilacdo é, para as aminas sem grupo hidroxilo benzilico,
0 grupo aminico, produzindo-se a seguir perdas dominantes de metilamina ou de
outras aminas homologas, e, para as aminas com grupo hidroxilo benzilico, é

esse proprio grupo hidroxilo, produzindo-se a seguir uma eliminacdo de metanol.
f) Os ibes [M+13] e os aductos [M+15]" dos substratos com grupos funcionais

de acido carboxilico decompdem-se por processos que envolvem

frequentemente, entre outras, eliminagdes de mondxido de carbono.
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4 - REACCOES COM O BORATO DE TRIMETILO EM FASE GASOSA’

4.1 - REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

A primeira publicacao relativa a utilizacao do borato de trimetilo, (TMB,(CHz0)3B),
como reagente de ionizacdo quimica disse respeito a reacc¢des com glicéis
ciclicos e alguns mono- e di-sacarideos. Neste trabalho o reagente foi utilizado
em conjunto com dois outros (H.O e CH4) e comparou-se o comportamento dos
substratos na presenca e na auséncia de TMB °. As principais reaccdes
estudadas foram aquelas ocorridas entre os substratos e o ido correspondente ao
reagente protonado, de m/z 105, tendo-se observado a formacgéo de produtos
correspondentes a eliminacdo de numeros diversos de moléculas de metanol, e
também de agua conjuntamente com metanol. Concluiu-se que as reaccdes
estudadas ocorriam com uma estereo-especificidade suficiente para diferenciar os
isbmeros cis e trans a partir unicamente dos respectivos espectros de ionizacdo

guimica, mas nao se desenvolveu o estudo dos respectivos mecanismos.

Posteriormente, observou-se que de entre os ides gerados por impacto
electronico do TMB se destacava, como mais abundante, o catido dimetoxiborinio,
(CH30),B", m/z 73. Este ido, com duas orbitais 2p desocupadas no atomo de
boro, € um electréfilo extremamente forte, e num trabalho posterior foram
apresentadas provas da sua excepcional reactividade relativamente a atomos de
oxigénio de substratos organicos, nomeadamente de alcoois e éteres, observando
a facilidade com que ocorria a desidratacdo dos segundos por via da eliminacao
sucessiva de duas moléculas de alcenos "t. Em particular, discutirse neste
trabalho a excepcionalmente alta energia da ligagéo B-O, considerada como uma
das mais fortes de entre todas as ligacfes quimicas (energia de ligacdo de 493 ?
10 kJ.molt 2),

Ramos, L.E., Cardoso, A.M., Ferrer-Correia, A.J., Nibbering, N.M.M., “The Behaviour of
Arylalkylamines Toward Trimethyl Borate as a Gas-Phase Reagent”, Int.J.Mass Spectrom., 203,
101, 2000, em parte.
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Um dos processos de decomposicdo que é mais frequentemente descrito para o0s
aductos [M+73]", gerados por reacgdo do catido dimetoxiborinio com grupos
nucleofilos dos substratos, € a eliminagcdo de uma molécula de metanol, formada
por um dos dois grupos metoxilo do reagente e por um protdo suficientemente
acidico do substrato, localizado numa posicdo conveniente. A distincdo dos
estereo-isdbmeros do 1,2-ciclopentanodiol e do 2,3-trinorbornanodiol, reportada
mais tarde pelo mesmo grupo de investigacdo da referéncia anterior, baseou-se
na formac&o, ou auséncia de formacéo, de ides [M+(CHsO),B-CH3;OH]" estaveis,
respectivamente nos casos dos isémeros cis e trans . Outra reaccdo também
observada e discutida neste trabalho foi a abstraccdo do grupo hidroxilo que se
tinha ligado ao ido reagente, com eliminacdo de uma molécula neutra do éster di-

metilico do acido bérico (Esquema 4.1).

N y.d
(CH30),B - HOB(CH;0), HO+

— — m/z 85
+
OH OH OH +?|_Tr OH B\
-2
B(CH30),
m/z 175 m/z 85 +
m/z 67

Esquema 4.1 - Abstrac¢ao de um grupo hidroxilo na reaccéo de glicéis com o catido

dimetoxiborinio (adaptado de 73)

No mesmo ano foi publicado, ainda pelo mesmo grupo de investigagao, outro
trabalho em que se desenvolveu, do ponto de vista termodinamico, o estudo das
reaccdes do catido dimetoxiborinio com alcoois, determinando em particular o
valor da variacdo de entalpia da reaccao de desidratacdo do etanol como sendo
de -33 kcal mol! e comparando esse valor com o da reaccdo correspondente
produzida pelo catido dimetilborinio, (CHs).B*, a qual € ligeiramente menos
exotérmica 4. Ao mesmo tempo, estudaram-se as reaccdes dos referidos dois
catibes também com o acetato de etilo, e observou-se que, para o catido
dimetoxiborinio, existia competicdo entre dois processos de decomposicdo dos

aductos [M+73]": eliminacéo de etanol e eliminacdo de um grupo etoxilo.
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Num outro trabalho, mais recente, outro grupo de autores reportou que o catido
dimetoxiborinio é capaz de reagir, em fase gasosa, com uma variedade de
acetais e cetais ciclicos, e também com a tiazolidina, para produzir catibes
heterociclicos de boro trivalente °. A estrutura atribuida a estes produtos derivou
da interpretacdo dos respectivos espectros de MS-MS, e em particular da
observacdo de que o0s anéis pentagonais se dissociam por eliminacdo de
acetaldeido ou de metoxi-oxoborano, enquanto que os hexagonais eliminam
unicamente etileno. O comportamento reaccional do catido dimetoxiborinio foi,
neste estudo, comparado com o de dois outros catides contendo também boro,
designadamente o etilmetoxiborinio e o dimetilborinio, tendo-se concluido pela
seguinte ordem de reactividades: CH;OBC,Hs" > (CH30),B™ > (CH;),B".

As reaccbes de alguns aldeidos e cetonas de cadeia longa com os catibes

dimetoxiborinio e dimetilborinio foram estudadas num espectrometro de massa de
FT-ICR ®. Neste trabalho concluiu-se que os principais modos de decomposicao

dos aductos formados sao a abstrac¢ao de um grupo hidroxilo ou a abstracéo de
parte do composto carbonilico na forma de uma molécula pequena de aldeido

(Esquema 4.2).

(CH30),B"* CH3;OBOCH 3 CH3;OBOCH 3
1 (b)a~!

H o
—— — ,.*a)
(@] I
R ' R '
R/\)J\R- /\d\R + R

(a))/ l(b)

o)
o CH ,0BOCH 5 CH;OBOCH 4
H SR I %
fo) —H
+ -~ I /\4)\
R R' R R’
R ‘
a) via de eliminacdo de aldeido b
@) ¢ (CH;0),BOH  + RMR-

(b) via de abstracdo de grupo OH

Esquema 4.2 - Mecanismos de decomposicéo dos aductos [M+73]" de cetonas (adaptado de
76
)
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A exotermicidade do primeiro modo de decomposicdo parece aumentar
significativamente com o tamanho da molécula dos substratos, enquanto que,
relativamente ao segundo modo de decomposicdo, esse tamanho ndo parece ter
muita influéncia.

As afinidades relativas para o catido dimetoxiborinio de diversas quinonas foram
determinadas por outro grupo de autores ’’. Os resultados foram discutidos com
base na forma como alguns factores estruturais (nomeadamente efeitos indutores,
efeitos de ressonéncia e a interaccdo entre grupos hidroxilo e carbonilo)
influenciam a basicidade em fase gasosa dessas quinonas. Concluiu-se que a
escala de afinidades para o catido dimetoxiborinio acompanha, em geral, a escala
de basicidades, e observou-se que as dissociagdes activadas por colisdes dos
aductos [M+73]" incluiam perdas de metanol sempre que havia proximidade entre
grupos carbonilo e hidroxilo. A 1,2-naftoquinona constituiu, a este respeito, uma
excepcado, eliminando primeiro formaldeido (em vez de metanol) e, em seguida,

uma molécula neutra de metoxi-oxoborano, O=BOCHjz; (Esquema 4.3):

+
CH3OBOCH 5 CH30,
o

B+
+O/<j (CHZ

y; |
Cy - o

¢ - HCHO

o 2/BOCH;

N o
O _cH,0B=0 OH
-

Esquema 4.3 - Dissociacdo do ido [M+73]" da 1,2-naftoquinona (adaptado de 77)

Num espectrometro de massa de FTICR foram estudadas as reac¢des do catido
dimetoxiborinio com ésteres carboxilicos de cadeia longa . Observou-se a

formacdo, como produto priméario, dos respectivos catibes acilo, o que se

considerou poder servir para a identificacdo dos ésteres, nomeadamente do
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comprimento e grau de insaturacdo da sua cadeia carboxilica, embora sem
permitir a diferenciacdo de isémeros de cadeia nem a determinacdo da

localizacdo das liga¢des multiplas.

Ao estudarem, utilizando uma "ion-trap”, as reaccdes do catido dimetoxiborinio
com um grupo de barbitlricos (em cujas estruturas existem fundamentalmente
grupos funcionais de amida e imida, para além de grupos hidroxilo de acidez
elevada), outros autores observaram, nos espectros de decomposicédo activada
por colisdes dos aductos [M+73]", a presenca andémala de dois picos a valores de
razdo massa/carga superiores aos dos proprios precursores '°. Como concluso
da investigacdo realizada, os picos foram atribuidos aos i0es [M+73-
CH3OH+TMB]" e [M+73-CH3OH+H,0]" e a sua formacdo foi explicada pela
adicdo, ao ido-fragmento resultante da perda de metanol, de moléculas neutras
do proéprio gas reagente ou de agua, presentes na célula de colisbes durante o
periodo de activacdo colisional. Interpretou-se este comportamento como
resultante da muito elevada reactividade dos ides [M+73-CHzOH]" relativamente a

espécies contendo oxigénio.

A possibilidade de usar o método cinético para a determinacdo de afinidades
relativas para o catido dimetoxiborinio por parte de diversas piridinas substituidas
foi explorada num outro trabalho . Os respectivos autores reportaram que 0s
complexos diméricos [P1+B(OCHz),+P2]" (em que P; e P, representam duas
piridinas diferentes) sofriam dissociagOes activadas por colisdes nas quais
predominavam as eliminacées de metanol, e que, por isso, 0 método cinético nao
era aplicavel. Foi usado em substituicdo, com bons resultados, o método
termodinamico, e concluiu-se que o catido reagente se liga geralmente ao atomo
de azoto das piridinas e que as afinidades determinadas se correlacionam bem
com as respectivas basicidades em fase gasosa, excepto nos casos em que,
entre os dois substratos, existam diferencas profundas de impedimento estereo-

quimico, por efeito dos substituintes presentes.
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O mesmo problema foi de novo tema de outro artigo cientifico, com resultados
diferentes, tendo o trabalho sido realizado desta vez num espectrometro de
massa de cinco quadrupolos 8. Desta vez os espectros de dissociacéo induzida
por colisdbes dos dimeros de dois substratos diferentes ligados por um catido
dimetoxiborinio mostraram exclusivamente dois fragmentos correspondentes aos
aductos de cada um dos substratos, e portanto o0 método cinético péde ser
devidamente aplicado. Outro reagente estudado ao mesmo tempo foi o catido
CH3OBH', e as afinidades absolutas da piridina ndo substituida para os dois
catides foram calculadas por um método matematico ab initio. Para as piridinas
meta e para substituidas, as afinidades apresentaram uma elevada correlacdo
linear com as afinidades protonicas. Nas piridinas orto substituidas observouse
desvios maiores, que se atribuiram a efeitos estereoquimicos. Estes efeitos foram
avaliados como tendo relativamente menos importancia no caso particular do
catido dimetoxiborinio, o que foi explicado como devendo-se a uma reducado da
densidade de carga positiva no atomo de boro ligado, no aducto, ao atomo de
azoto do substrato, em virtude da intervencdo de uma estabilizacdo por

ressonancia.

Em outro trabalho investigou-se o TMB como reagente de ioniza¢cdo quimica com

um grupo de onze compostos biologicamente activos variados possuindo grupos
funcionais com basicidade do tipo de Lewis 2. Esse grupo incluiu, em particular, a

N-metilefedrina, uma substancia quimicamente muito semelhante as que se

estudam na presente Tese (Figura 4.1).

CH,

Figura 4.1 - Estrutura da Efedrina

Nesta publicacdo discutiv-se a decomposicao activada por colisbes de trés ides
diferentes formados por reaccdo com o catido dimetoxiborinio, nomeadamerte
[M+H]*, [M+(CH30),B]" e [M+(CH30),B-CH3OH]*. Observou-se que o nimero de

84



fragmentos produzido era frequentemente muito elevado e, embora sem atribuir
estruturas a todos os productos nem interpretar a respectiva formacéo a luz de
tipos predictiveis de mecanismos, concluiu-se que os padrées de decomposicao
observados poderiam facilmente vir a ser usados para fins analiticos de
identificacdo. No que diz respeito a ja referida N-metil-efedrina, a decomposicéo
activada por colisbes do respectivo aducto [M+(CHsz0),B]" produziu seis
fragmentos, correspondendo, os mais abundantes, a perda de uma massa total
de 90 Da (60%), a perda de metanol (20%), e a perda de uma massa total de 77
Da (13%).

A pilocarpina, uma butiro-lactona substituida contendo também uma unidade de
N-metilimidazole, foi avaliada nas suas reacc¢des com trés diferentes reagentes de
ionizag&o quimica, designadamente o DME, o 2-metoxietanol e o TMB 23, No que
diz respeito ao TMB observouse que a dissociacdo activada por colisbes do
aducto [M+73]" produzia o ido [M+CHz]". Os estudos feitos com este ido
permitiram nomeadamente concluir que a metilacdo tinha tido lugar no atomo de
oxigénio carbonilico, na sequéncia de uma reaccdo inicial com o catido di-
metoxiborinio ocorrida no atomo de azoto de natureza iminica da unidade de
imidazole, & qual se seguira a transferéncia intra-molecular do grupo metilo, com

eliminacao de um fragmento neutro de metoxi-oxoborano (Esquema 4.4).

CHs QY
/ IB—OCH3 CHj
S N "B(CH ;0), o N CAD 4 o N
N N -OBOCH 3 N
CHs

\
CH, CH,

Esquema 4.4 - Formagé&o e decomposi¢do do aducto [M+15]" na reacgédo da pilocarpina com
o TMB (adaptado de 83)

O problema da formacédo de produtos [M+CHz]" nas reaccdes com o catido
dimetoxiborinio voltou a ser, muito recentemente, objecto de outro estudo, em que
se trabalhou com amidas de cadeia carboxilica curta, dimetiladas no azoto 3

Utilizando um espectréometro de massa equipado com cinco quadrupolos, e
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aplicando técnicas de MS-MS, observouse a formacdo directa dos produtos
metilados e propds-se, para esta reaccdo, um mecanismo de substituicdo
nucleodfila bimolecular catidénica, em que é atacado um dos atomos de carbono do

ido reagente e eliminada uma molécula de metoxi-oxoborano (Esquema 4.5).

7N + - O=BOCHj; +

Nu : H3C-0:B-0-CHs E—— Nu - CH,
A

Esquema 4.5 - Reaccdo, do tipo Sy2, de metilagdo pelo catido dimetoxiborinio

Nesta reaccao, que entra em competicdo com a outra de formacédo de aductos
[M+73]", o nucledfilo tanto pode ser o atomo de azoto como o atomo de oxigénio
carbonilico das amidas, tendo o segundo sido considerado 0 mais reactivo (passo
(c) do Esquema 4.6). Trabalhando com outro reagente aparentado com o TMB, o
catido di-etoxiborinio, observaram estes autores que uma terceira reaccdo é
possivel, designadamente a abstracdo, pelo nucledfilo, de um protdo-? do
reagente, com eliminacdo concomitante de etileno e de uma mokcula neutra de

etoxi-oxoborano (passos (a) e (b) do Esquema 4.6):

HC NH(CH 32 + C,H, + 0=BOC ,Hs
/_\ m/z 74
(b)

HC- N(CH 22  HCH,-CH»O- B O-C)Hs ———— HOCH= N(CH 22 + CHy 4+ O0=BOC ,Hs

(a) miz 101 m/z 74

© +ﬁ—csz
HC-NHCH 3), + O=BOC ,Hj

m/z 102

Esquema 4.6 - Reaccdes da N,N-dimetilformamida com o catido di-etoxiborinio (adaptado de
84
)
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4.2 - CONDICOES EXPERIMENTAIS

As aminas e 0s metabolitos utilizados (Tabela 1.6) foram de origem comercial e,
na sua maior parte, foram usados sem purificacdo especial. As aminas foram
usadas na forma dos respectivos cloretos de aménio, com a excepcdo da
sinefrina e da nor-adrenalina que foram usadas na forma de aminas livres. O 4-
hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol foi usado na forma do respectivo sal de
piperazina. Os cloretos de amonio da 3-fenilpropilamina, da 4-fenilbutilamina e da
N-metil-2-feniletilamina, anteriormente preparados a partir das aminas livres por

reaccao com HCI em etanol, foram recristalizados a partir de acetona/hexano.

O TMB (Aldrich Chemical Co. 44,721-8, liquido de ponto de ebulicdo 67-68 °C e
densidade de cerca de 0,92) foi admitido na fonte do espectrometro de massa a
partir do depésito do reagente de calibracdo, e usado a uma pressdo, medida na
tubagem de ligacdo do compartimento da fonte a bomba de vazio, situada no
intervalo de aproximadamente 7,5 x 10 ©® a 7,5 x 10° Torr, de maneira a
maximizar a intensidade do sinal do catido dimetoxiborinio m/z 73. A temperatura
da fonte foi de 200 °C. A energia do feixe de electrdes foi de 70 eV e a voltagem
de aceleracéo foi de 8 kV. As amostras foram introduzidas na fonte com uma

sonda de introduc¢ao directa, ndo aquecida.

Dada a natureza instavel do TMB, que, como éster trimetilico do acido bdrico se
hidrolisa com alguma facilidade para produzir metanol e o referido acido, o
reagente foi sempre, nos intervalos da utilizacdo, armazenado sob azoto. Um
deposito sélido branco que algumas vezes se formou em pequenas quantidades
na ponta das pipetas de transferéncia do reagente, péde de facto ser
tentativamente identificado, sem purificagdo especial, a partir de um espectro de
massa de impacto electronico, como acido bérico, B(OH)s: m/z 62 (100%), m/z 61
(36%), m/z 63 (7%).
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A marcacdo com deutério foi levada a cabo por dissolucdo em D,O dos cloretos
de amodnio de cada amina, agitacdo a temperatura ambiente, e secagem sob jacto

de N», nos casos da benzilamina e da hordenina.

4.3 - ESPECTROS DE IONIZACAO QUIMICA

A Figura 4.2 mostra um dos espectros de ionizacdo quimica do reagenteTMB,
obtido a uma press&o de cerca de 3,0 x 10° Torr, que se pode considerar como

tipico das condi¢cbes em que se trabalhou.

Os iBes mais importantes s&o os de m/z 15, 43, 73, 104 e 177, com composi¢cdes
e abundancias que, calculadas como médias de um conjunto de oito espectros
obtidos em condi¢cdes ligeiramente variaveis de pressdo, sao as que figuram na
Tabela 4.1.

As abundancias relativas destes ibes variam com a pressdo do reagente, tendo-
se observado, em particular, que, com o aumento da pressdo, cresce a
abundancia do ido de m/z 177 enquanto que a do ido de m/z 104 diminui, e que,
por outro lado, as abundancias do primeiro e segundo dos ides listados na Tabela

4.1 evoluem mais ou menos paralelamente.

100 % 73
90
80 =
70 4
60 -
50 3
40 1 104
30 - |
20 43
12 9 | 9 )
‘l My
2

177

10 3 [ |
0 1 | "’! . I!“‘ : J‘ I( ‘\J‘; il Pl |d gl “M‘[ Lo e —
40 60 8 100 120 140 160 180 200 m/z

T

Figura 4.2 - Espectro tipico de ionizacdo quimica do TMB
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ido m/z | int.relativa, %
CHs" 15 15
CH3OBH" 43 21
(CH30),B* 73 100
(CHs0):B™ 104 41
CHsO[B(OCHs),," | 177 22

Tabela 4.1 - Principais i6es formados por ionizagdo quimica do TMB

Na Tabela 4.2 apresenta-se a abundancia relativa dos ides considerados mais
importantes nos espectros de ionizacdo quimica das misturas de cada um dos

substratos com o TMB.

Observada esta tabela, vé-se que as abundancias relativas dos aductos [M+73]"
se distribuem entre valores inferiores a 1% e valores de cerca de 22% das dos
ibes que correspondem aos picos-base, e sao frequentemente superiores as dos
ides [M+73-CHzOHJ".

Para as arilalquilaminas priméarias nao-substituidas, o iAo mais abundante é
[M+H]*. Quando as aminas possuem um grupo hidroxilo benzilico o referido ido
[M+H]" é também o mais abundante nos casos da sinefrina e da nor-adrenalina,
engquanto que para a octopamina e a adrenalina o pico-base corresponde ao ido
[M+H-H,O]" ((M-17T").

A formacdo de ides iménio CH,=NR'R? (com R!, R? = H, CHa) origina o pico-base
nas aminas secundarias e terciarias sem grupo hidroxilo benzilico, e também na

2-(4-fluorofenil)-etilamina, na 2-(4-nitrofenil)-etilamina e na dopamina.

Nos espectros da serotonina e da melatonina, com nucleos inddlicos e grupos
funcionais respectivamente de amina e de amida, o ido m/z 160, provavelmente
resultante de perdas de NH3 (serotonina) e de CH3;CONH, (melatonina) € o mais

abundante. Para o acido homovanilico e o &cido 5-hidroxi-indoleacético, a perda
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do radical CO,H’ pelo catido-radical M (ou a equivalente, de HCO,H pelo ido

[M+H]"), produzem os picos mais intensos.

Int. relativas, %
Substratos 10056 : T MeTE- [M+73- :

[M+H]" | [M+73] CHsOH]® | NHs/amina]” (M-17]
benzilamina 108 100 1 <1 <1
2-feniletilamina 122 100 11 7 6
3-fenilpropilamina 136 100 22 @ <1
4-fenilbutilamina 150 100 6 1 <1
N-metil-2-feniletilamina 44 70 12 14 @
2-(4-fluorofenil)-etilamina 30 69 2 <1 <1
2-(4-nitrofenil)-etilamina 30 26 2 <1 <1
tiramina 138 100 20 18 43
2-(4-metoxifenil) -etilamina 122 62 3 <1 1
hordenina 58 30 8 1 9
dopamina 30 67 8 2 4
octopamina 136 70 5 17 100
sinefrina 168 100 3 1 1 50
nor-adrenalina 170 100 18 13 16 22
adrenalina 166 41 8 7 4 100
mcei;gizlzeniletilenoglicol 167 21 <1 14 100
4cido vanilil-mandélico 225 2 <1 11 56
4cido homovanilico 137 16 2 5
igigltci)co hidroxi-indole- 146 51 5 1
serotonina 160 27 4 4 15
melatonina 160 16 18 <1

(a) valores de m/z coincidentes com os de ibes do reagente

Tabela 4.2 - Espectros de ionizagdo quimica com o TMB
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Nos espectros das aminas observam-se, com intensidades variaveis, picos
correspondentes a perdas, a partir dos aductos [M+73], de NHz ou de uma
correspondente amina, como resultado de uma reaccdo inicial que ocorrera

provavelmente no anel aromatico.

Por sua vez, para a generalidade dos substratos que possuem grupos hidroxilo
benzilicos, observam-se abundancias elevadas de ibes de m/z M-17, cuja origem
podera ser atribuida a dois processos diferentes: (a) perda Unica de agua a partir
das moléculas protonadas [M+H]"; ou (b), perdas sucessivas de metanol e depois
metoxi-oxoborano, O=BOCHs, a partir dos aductos [M+73]", originando, quer num

guer no outro caso, carbocatides benzilicos muito estabilizados por ressonancia.

4.4 - ESPECTROS DE MIKE DOS ADUCTOS [M+73]"

A decomposicdo dos aductos [M+(CH30).B]" na 32 Regido Livre de Campo do
espectrémetro de massa produziu fragmentos dos quais 0s mais abundantes,

para cada um dos substratos, estdo registados na Tabela 4.3:

Da analise da Tabela 4.3 conclui-se que ocorrem diversos processos competitivos
de fragmentacdo, dos quais se destacam quatro: (a) eliminacdo directa de
CH3OH; (b) eliminacdo directa de uma molécula de amino-di-metoxiborano,
HoNB(OCHzs)2; (c) eliminacdo directa de amoénia ou de uma amina; e (d)
eliminacdo directa de agua. A eliminacdo de metanol pode seguir-se a de uma

molécula de metoxi-oxoborano, CHz;OB=0.
Relativamente a estes modos distintos de fragmentacéo e ao comportamento dos

diversos tipos de substratos, discutem-se a seguir 0s tdpicos considerados mais

importantes.
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Substratos

Principais perdas (/ Produtos formados, m/z), %

benzilamina 5%';'/‘(‘) HZNE%?ACHT*)Z (i';'g/o '

2-feniletilamina HZN%(??/SH3)Z (17';'(% ' CrzagoH %/I;ls m/; (y1066
3-fenilpropilamina Cﬂ;&“ HzNgg%CHs)z HZNB(O:I-%|;|/2)2+C2H4 m/g 0/1080

4-fenilbutilamina C:;S)H H2N?ESOCH3)2 ll\g;'z PhCHleOI:iCHCHz
N-metil-2-feniletilamina CSHZOOAH CHSN'Z‘;’(E/OOCHS)Z Cﬁ'é'z/f"b

2-(4-fluorofenil)-etilamina HzNggg/sz)z 2';':/3 CH30H2+5(;JH3)2NH Cg:/OOH CH3'+§(I;)2=NH :
2-(4-nitrofenil)-etilamina C';gf,/';'H HZNEZ((%CHS)Z

tiramina 7512'2) HZN?S_%CHS)Z C7|‘|3% ' CI:S/OOH m/; (;(;32 m/i 0/ﬁ82
2-(4-metoxifenil)-etilamina HZN%g/SH3)Z Cl'_f(gH 1%';'2 %‘:/30 |

hordenina (CH)2NH CHeoH CH)NBOCH,):

dopamina 7'\;1/?) HzNEg(;)CHg)Z NH3+5EA)H3OH

octopamina Cmoj;%BOCH?’ i“f(f/i“ 1""120(/3 miZéwlA]ZG miz4 01A172

sinefrina C"bo"ég%BOCm l";z(g E‘(‘)‘gﬁ ' ng/?H

nor-adrenalina %I;f% : CH30I-2|EE;OBOCH3 1%& 1[2;? m/é 214 Clgg,/?H
adrenalina CHSO%EE/’OBOCHS C'é'g/?"' gig/? m/g 0/%)88
hidroxi-metoxifeniletilenoglicol ng&) H 1%';% m/1z602/§9 (1:23/0 CHSOS&?CHS)Z m/é(y%Ol
acido vanili-mandélico o o 520

acido homo-vanilico CH3OH+(§EO/OOCH3+CO 02'13(;3"' CH3O'H$OBOCH3 ?;?/0

acido hidroxi-indole-acético H6%3§H CH3OH+?7BO/CO)CH3+CO Ci";g/?)”

i

melatonina CHOH CHsCONFy CHOF*OBOCH; +CH;CN| CFLOH+OBOCH;

41%

32%

24%

3%

Tabela 4.3 - Espectros de MIKE dos aductos [M+73]" formados com o TMB

92




4.4.1 - COMPORTAMENTO ESPECIAL DA 2-(4-NITROFENIL)-ETILAMINA

O aducto [M+73]" desta amina decompde-se quase exclusivamente por perda de

metanimina, CH,=NH, sendo claramente uma excepc¢ao no conjunto de todos os
substratos.

| A NH2 B(OCH 3),*
—
= N+ IN SH
O,N N H
I
o)

~ B ~0O-CH3

1
O-CH,

m/z 239

l - CH ,=NH
CH2 / CH2
SN X;?: NG pg\//g

,\T - CH 30H N >y
| a— | Vel
O\B4$CH3 O\B/O—CH3
Io-CH 3
m/z 178 m/z 210

Esquema 4.7 - Decomposicdo do aducto [M+73]" na reaccéo da 2-(4-nitrofenil)-etilamina
com o TMB

O mecanismo que se propde no Esquema 4.7 fundamenta-se no facto de um
espectro de MIKE do ido de m/z 210, [M+(CHz;0),B-CH,NH]", ter mostrado que
este proprio ido se decompde por perda de metanol. Leva também em conta que
os dois atomos de oxigénio do grupo nitroilo tém, por um efeito mesomérico, uma

carga parcial negativa que os pode tornar locais preferenciais para a reaccao
inicial com o catido dimetoxiborinio.
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4.4.2 - EXTENSAO RELATIVA DAS PERDAS DE CH3OH PELOS IOES [M+73]"

Foi relativamente pequeno o numero de substratos nos quais o modo de
fragmentacdo dominante dos aductos [M+73]" tenha sido a perda de uma
molécula de metanol. Este facto contrasta com o comportamento dos ides
[M+CH3OCHS,]" produzidos nas reacg¢bes dos mesmos substratos com o DME,

discutidas no Capitulo 3.

Tal diferenca de comportamento pode estar relacionada com o valor muito
elevado da energia das ligacdes B-O, dado que a eliminacdo de metanol implica a
ruptura de uma dessas ligacdes. O valor médio desta energia de ligacdo, que ja
foi apresentado ao fazer referéncia a um dos trabalhos citados na Revisdo da
Bibliografia, é de aproximadamente 493 kJmol®. A ligacdo C-O, que,
correspondentemente, deve ser rompida para a libertacdo de metanol nos ides

[M+CH3OCH,]" terd, por sua vez, uma energia média na gama dos 350 a
380 kJmol?, tabelada em livros de texto correntes .

4.4.3 - FRAGMENTACOES DOS IOES [M+73]" POR ELIMINACAO DE AMINO-
DIF-METOXIBORANOS

Uma outra manifestacdo da energia elevada da ligacdo B-O, desta vez em
comparagdo com a das ligacbes C-N, é o facto de os aductos [M+73]" das
aminas, no caso de a reacc¢ao inicial com o catido dimetoxiborinio ter tido lugar no
atomo de azoto, em geral se poderem fragmentar por perda directa de uma
molécula neutra de amino-di-metoxiborano.

As abundancias relativas dos produtos resultantes desse modo de decomposicéao,
[M+73-RoNB(OCHs)2]", variam no intervalo entre 4%, para a 2-(4-Nitrofenil)-
etilamina, e 68%, para a 2-(4-metoxifenil)-etilamina. Regista-se que as aminas N-
metiladas perdem os correspondentes amino-di-metoxiboranos N-metilados. E
salienta-se, por outro lado, que as arilalquilaminas que possuem um grupo
hidroxilo benzilico na sua estrutura constituem excepc¢des que serdo discutidas

mais adiante.
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Uma via alternativa para a formacdo dos produtos [M+73-R,NB(OCHjz),]" seria
uma decomposi¢cao consecutiva em que no primeiro passo era eliminado metanol
e no segundo passo um fragmento neutro de imino-metoxiborano, RN=BOCHjs.
Mas, pelo menos no caso da serotonina, um espectro de varrimento ligado de
B%/E mostrou que entre os percursores do id0 m/z 160 na 12 Regido Livre de
Campo néo figurava o ido [M+B(OCHs),-CH3OH]", mas sim 0 ido [M+B(OCHj3),]".

Relativamente a série de trés arilalquilaminas ndo substituidas homdélogas,
composta pela 2-feniletilamina, a 3-fenilpropilamina e a 4-fenilbutilamina,
observa-se uma tendéncia decrescente nas abundéancias relativas dos produtos
resultantes de uma perda de amino-di-metoxiborano, que séo respectivamente
67%, 31% e 14%. Esta tendéncia é provavelmene consequéncia das
estabilidades relativas dos ides amonio quaternarios formados por adicdo do
catido di-metoxi-borinio ao atomo de azoto, as quais deverdo dispor-se
paralelamente as afinidades proténicas dos mesmos substratos determinadas
anteriormente 2%, e, portanto, numa ordem inversa da apontada.

Uma tendéncia contraria a anterior € aquela que seguem as abundancias
relativas dos produtos resultantes de uma perda de metanol, as quais crescem
desde a 2-feniletilamina (12%) até a 4-fenilbutilamina (64%), numa manifestacéo

clara da existéncia de uma competicdo entre 0s dois processos.

Os mecanismos que se propdem para 0s processos de fragmentagao dos aductos
[M+73]" da amina que ocupa o lugar do meio nesta série, a 3-fenilpropilamina, sdo
apresentados no Esquema 4.8 e tém em conta o facto de as perdas de metanol
poderem seguirrse a uma reaccdo inicial do catido dimetoxiborinio

indiferentemente com o atomo de azoto aminico ou com o anel benzénico.

Relativamente ao comportamento da 4-fenilbutilamina, a decomposi¢cao dos seus
aductos [M+73]" apresenta, além da competicdo entre a eliminagédo directa de
metanol e a de amino-metoxiborano, duas outras caracteristicas que merecem

uma discussao mais desenvolvida e que sdo: (a) a eliminagdo directa de uma
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molécula de NHgz; e (b) a formagdo de um ido de m/z 90. O espectro de MIKE

respectivo reproduz-se na Figura 4.3:

(CH 408" / (CH30) B

+

i . OcHs (:6\/\ NH 2
N=—B
! N OCH i‘
H 3 |B OCH 3

OCH 3

m/z 208
m/z 208

CH30I-/ -HoNB(OCH  3),
- CH30OH
+ +
(e OO C )
| Z
H N ZNH 2

H B
|
OCH3
m/z 176 m/z 119
m/z 176
-CoH,
m/z 91

Esquema 4.8 -Formacao e decomposicdo dos aductos [M+73]" na reaccéo da 3-

fenilpropilamina com o TMB

A respeito da formacéo do produto de m/z 90, que apenas se verifica no caso
desta amina, a sua massa par sugere que, a ser um catido com um numero par

de electrdes, devera possuir um numero impar de &tomos de azoto, ou seja, neste
caso, apenas um.
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100 % 190

133

20° 90 205
10 - ;!\ L\J
: A J RN AN

20 4b 60 80 100 1200 140 160 ' m/z(Est)

Figura 4.3 - Espectro de MIKE do aducto [M+73]" da 4-fenilbutilamina

Uma composicéo plausivel para este ido de m/z 90 sera o catido HsNB(OCHs),",
podendo a sua formacédo ser explicada se se assumir, ap0s a ruptura da ligacao
C-N, a formacdo de um complexo ido-molécula entre uma molécula neutra de
amino-di-metoxiborano e um carbocatido arilalquilico. Este complexo ido-
molécula, uma vez formado, pode decompébr-se por duas vias diferentes

(Esquema 4.9):

(a) eliminacéo de H,NB(OCHg), para formar o i&do de m/z 133;

(b) abstraccéo de um protdo do catido para produzir HsNB(OCHs),"

O comportamento da benzilamina é bastante diferente do dos outros substratos,
dado que, embora também possa eliminar uma molécula de amino-di-
metoxiborano, apresenta como modo de fragmentacdo dominante uma perda de
16 Da, presumivelmente metano, e ainda uma, menos abundante, perda de 15

Da, presumivelmente um radical metilo.
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H
. + 1
NH, B(OCH 3), N-B(OCH 3),
©/\/\/I
H

m/z 222
+

* CH,
. -H,NB(OCH ,),
©/\/\CH2 -+ H;NB(OCH 3), - miz 133

S 1@)

C:7H7 ’

- o’;CH 2)20H=CH 2

+
H3;N-B(OCH 3),

m/z 90 m/z 91

Esquema 4.9 -Formacéo dos ides-fragmento de m/z 90 e de m/z 91 na reacc¢éo da 4-

fenilbutilamina com o TMB

A deuteracdo desta amina permitiu comparar 0s espectros de MIKE dos
respectivos aductos [M+73]" e [Mqx+73]" , que sdo reproduzidos na Figura 4.4, e

suscita as seguintes trés observacoes:

(@) - o pico de m/z 91, correspondente a um ido tropilio C;H;", ndo sofre
deslocamento na amina deuterada, mas passa a apresentar uma inflexdo
("ombro") a m/z 92, atribuivel possivelmente a algum escambio de hidrogénio e

deutério que tenha ocorrido entre o grupo amina e o anel benzénico;

(b) - a perda de radical metilo ndo sofre variagbes significativas entre os
dois espectros, o que concorda com o facto de esse radical provir possivelmente

de um dos dois grupos metoxilo do catido reagente;
(c) - o pico de m/z 164, correspondente a perda de metano, sofre um

deslocamento para m/z 165 e 166, com intensidades numa razédo de

aproximadamente 7:9, atribuiveis a perdas de, respectivamente, CH3zD e CHg.

98



100 % 164
90 -
80 7
70 =

60 :

91
(a)

r,_A_M_,; L‘ e ‘\,._.
207 4 6b 8 100 120 140 m/z(Est)
100 9
90
80 (b) 166
60 A

)’
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Figura 4.4 - Espectros de MIKE dos aductos [M+73]" da benzilamina (a) e da sua analoga di-
deuterada (b)

4.4.4 - COMPETICAO PELO LOCAL DE REACCAO INICIAL

Com a excepcéao da 2-(4-nitrofenil)-etilamina, j& discutida anteriormente, observa-
se nas arilalquilaminas substituidas no anel benzénico, uma competicao entre o
atomo de azoto e o anel benzénco, como locais de reaccéo inicial com o catido di-
metoxiborinio. No primeiro caso, a decomposi¢cdo do aducto [M+73]" da-se
predominantemente por eliminacdo uma molécula de amino-dimetoxiborano. No
segundo caso, é eliminada, de preferéncia, uma molécula de amédnia ou de uma

amina.

Teoricamente poderia ainda pér-se outra hipGtese, relativa as aminas
substituidas no anel por grupos oxigenados, a qual era a de uma reaccao inicial
no atomo de oxigénio nucledfilo componente de tal grupo substituinte. Esta
hipotese foi testada no caso partiular da hordenina, por comparacdo do
comportamento dos aductos [M+73]" do substrato deuterado e do substrato ndo

deuterado. Os repectivos espectros de MIKE estéo reproduzidos na Figura 4.5:
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Figura 4.5 - Espectros de MIKE dos aductos [M+73]" da hordenina (a), e da sua analoga

mono-deuterada (b)

No espectro da hordenina deuterada o pico correspondente a perda de uma
molécula de metanol, m/z 207, sofreu um deslocamento de 1 Da relativamente a
sua posicao no espectro da Hordenina nao-deuterada (m/zl 206). Este resultado
permite concluir que a reac¢do ocorre no anel benzénico e ndo no grupo hdroxilo
substituinte, pois nesse caso teria sido eliminado metanol deuterado,
possivelmente acompanhado de algum metanol ndo-deuterado, devido a
processos de escambio de hidrogénio/deutério.

A reaccdo inicial no anel aromatico também explica o desvio de 1 Da observado
no pico corespondente a perda de dimetilamina no espectro da Hordenina
deuterada (m/z 194), embora neste caso seja notéria a presenca de uma inflexao
("ombro") a m/z 193, explicavel pela ocorréncia de escambio entre o deutério do

grupo hidroxilo e os hidrogénios do anel.
O pico correspondente a uma eliminacao de N,N-dimetilaminodimetoxiborano (M

117) aparece evidentemente deslocado de 1 Da no espectro da Hordenina

deuterada, uma vez que a molécula eliminada € a mesma nos dois casos.
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A eliminacdo preferencial de amoénia pelos aductos [M+73]" de duas outras
arilalquilaminas com substituintes hidroxilo, a tiramina e a dopamina, esta de
acordo com um ataque inicial por parte do catido dimetoxiborinio no anel
aromatico. Inclusivamente pode notar-se que, tendo a dopamina o seu anel mais
activado do que a tiramina, por possuir dois substituintes hidroxilo em vez de um,
a soma das intensidades dos dois picos que corresponem a modos de
decomposicdo que se iniciam com a eliminagcdo de amédnia €, no seu caso,

superior.

Ja a 2-(4-metoxifenil)-etilamina, apesar de conter um grupo metoxilo de efeito
activante ligeiramente mais forte que o grupo hidroxilo (comparem-se, a este
respeito, os valores das respectivas constantes da equacdo de Hammett,
respectivamente, ?,= -0,27 e ?,= -0,37 8)  constitui uma excepcdo a esta
tendéncia, uma vez que, eliminando amino-di-metoxiborano com uma extensao
muito superior a de amoénia (68% contra 10%), o atomo de azoto parece ser o
local de reaccéo inicial preferido. Para explicar esta excepg¢ao pode sugerir-se que
0 impedimento estereoquimico exercido pelo grupo metoxilo mais volumoso
podera tornar a aproximacao do catido dimetoxiborinio ao anel mais dificil, e

favorecer, comparativamente, o atague no &tomo de azoto.

4.4.5 - SUBSTRATOS COM UM GRUPO HIDROXILO BENZILICO

Na discussao dos espectros de ionizacdo quimica deste tipo de substratos ja se
tinha referido a particularidade de produzirem, em reacg¢des ocorrendo na fonte do
espectrémetro de massa, quantidades consideraveis de iGes [M-17]", e tinha-se
proposto, como uma das origens provaveis destes ides, além da perda de agua
pelo ido [M+H]", provavelmente predominante, também a perda consecutiva de
CH3OH e de OBOCH;3 pelo ido [M+(CH30)2B]".

Verifica-se agora que de facto os espectros de MIKE dos aductos [M+(CHzO).B]"

confirmam muitas vezes a ocorréncia deste segundo processo de fragmentacao.

Os espectros de MIKE dos aductos da octopamina, sinefrina, nor-adrenalina e
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adrenalina, contém picos correspondentes a estes ides [M-17]", e, mais do que
isso, os espectros de MIKE dos ides [M+(CH30),B-CH3OH]" de todas estas quatro

aminas contém picos correspondentes a uma eliminagdo de metoxi-oxoborano.

Parece, pois, claro que, se 0s outros dois substratos que também possuem um
grupo hidroxilo benzilico, designadamente o 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol e
o0 acido vaniliimandélico, sdo excepcdes, sera exactamente por causa das
diferencas dos seus outros grupos funcionais, em concreto pela auséncia de

grupos de amina.

Um outro modo de fragmentacéo relativamente importante, presente em trés das
quatro aminas deste tipo, € a eliminacdo de uma molécula de &gua. Um
mecanismo que explica aceitavelmente este comportamento, de uma maneira
integrada no conjunto global de modos de decomposicdo, podera considerar
como favoravel uma aproximagéo inicial do catido dimetoxiborinio ao conjunto dos
dois grupos funcionais nucledfilos vizinhos, o grupo aminico e o grupo hidroxilo
benzilico. Os passos seguintes dependerdo de qual dos dois grupos concretiza
efectivamente a ligacdo covalente ao catido atacante. O Esquema 4.10

representa este comportamento no caso da octopamina:

+
H< t ., B(OCH;), ~,B-0CH
- CHOH -O=BOCH;

Z Nk
NH — NH +
H

(¢]
HO HO

m/z 194 m/z 136

m/z 208

Esquema 4.10 - Formacéo e decomposicdo de dois aductos [M+73]" na reaccédo da

octopamina com o TMB
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E verdade que a simples fragmentacdo por eliminacdo de agua poderia também
seguir-se a uma reaccao inicial ocorrida no anel benzénico, em que o protao que
se ligava ao grupo hidroxilo benzilico seria fornecido pelo carbono da posi¢do do
anel onde se tinha dado a adicédo do catido dimetoxiborinio. Mas a auséncia de
abundancias significativas de produtos correspondendo a uma eliminagao directa
de amonia ou de uma amina (apenas contrariada no caso Unico da nor-adrenalina
para a qual o ido correspondente a uma eliminacdo de NH; tem uma abundancia
relativa de 16%), mostra que, de um modo geral, o anel benzénico nédo
desempenha, mesmo apesar de estar substituido por grupos hidroxilo activantes
da substituicdo aromatica electrofilica, um papel suficientemente importante na

competicao pelo local de reaccéao inicial com o catido dimetoxiborinio.

4.4.6 - SUBSTRATOS COM UM GRUPO FUNCIONAL CARBOXILICO

Dois dos trés acidos carboxilicos estudados, designadamente o acido
homovanilico e o &cido 5-hidroxi-indole-acético apresentam, em comum, uma
sequéncia de passos de decomposicao caracteristica, que consiste na eliminacao
sucessiva de metanol, depois metoxi-oxoborano, e finalmente mondxido de
carbono. Os dois primeiros passos sao formalmente coincidentes com os dois que
eram caracteristicos dos substratos possuindo grupos hidroxilo benzilicos, mas
naturalmente aqui, no caso dos acidos carboxilicos, deverdo significar que nesse
processo o local de reaccéo inicial tera sido exactamente o grupo carboxilo. Os
mecanismos propostos para o &cido homovanilico estdo representados no

Esquema 4.11:
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|

HiC . B(OCH3)2 HCO +fo -cHoH  HeC AN #O
’ 5 — | i
HO H F O~ BOCHs
CH3

m/z 255 m/z 223

/- 0=BOCH,
HiCO CH, _.co H€ g= o
+ U
HO H

m/z 137 (56% ) m/z 165

Esquema 4.11 - Formacéo e decomposicdo do aducto [M+73]" na reaccéo do acido

homovanilico com o TMB

N&o deve deixar de notar-se, no entanto, que no caso do acido 5-hidroxi-indole-
acético o nucleo aromatico parece ser preferido relativamente ao grupo
carboxilico como local predominante de reaccao inicial, 0 que se torna patente na
eliminacdo predominante de acido férmico. Este comportamento, tratando-se de
um substrato com uma estrutura do tipo indélico, encontra um paralelo na
importancia relativa dos processos de eliminacdo de amédnia na serotonina (37%),
representada no Esquema 4.12, e de eliminacdo de acetamida na melatonina
(32%).

/O\CH
(OCH 3)2 B 3

OCH3
Serotonina, Mr 176 m/z 249 m/z 232

Esquema 4.12 - Formacéo e eliminacéo de NH;z pelo aducto [M+73]" da reaccéo da

serotonina com o TMB
Pode pois concluir-se que o0s nudcleos inddlicos sdo sempre locais muito

importantes de reaccao inicial com o catido dimetoxiborinio.

104



4.5 - CARACTERISTICAS DOS IOES [M+CHs]

Na seccdo de revisdo da bibliografia deste capitulo abordou-se o problema da
origem dos ibes [M+CHz]", designadamente quanto a possibilidade de eles
resultarem de uma reaccdo de substituicdo nucledfila do tipo Sn2, em fase
gasosa, entre um grupo nucledfilo do substrato e o catido dimetoxiborinio

(Esquema 4.5).

As intensidades relativas dos ides [M+15]" nos espectros de ionizacdo quimica
acompanham, de maneira aproximadamente directa, as dos préprios aductos
[M+73]". Dai que, no que diz respeito a reac¢des ocorrendo na fonte do
espectrometro de massa, ndo haja razdes para rejeitar, a partida, a proposta

mecanistica anterior.

A interpretacédo dos espectros de MIKE dos ides [M+CHs]" de um grupo numeroso
de substratos (16 de entre o total de 22) ira servir para melhor caracterizar esses
ibes. Na Tabela 4.4 figuram as principais perdas de fragmentos neutros
observadas.

Os ides [M+CHs]" das aminas ndo substituidas no anel benzénico e n&o
possuidoras de um grupo hidroxilo benzilico decompdem-se por eliminacdo
directa, sempre predominante, de metilamina (ou dimetilamina, no caso da N
metil-2-feniletilamina), revelando assim que o local preferido de metilagdo € o

atomo de azoto.

Nas aminas substituidas no anel benzénico por grupos activantes e nao
possuidoras de um grupo hidroxilo benzilico, o anel passa a ser um local mais
competitivo para a metilacdo, o que se manifesta na posterior eliminacao de NH3

(tiramina, 16%; 2-(4-metoxifenil)-etilamina, 12%; dopamina 19%).

A existéncia de um grupo hidroxilo benzilico vizinho do grupo aminico torna estes

dois grupos nos locais praticamente exclusivos de metilacdo, o que ¢é

105



demonstrado, excepto no caso da nor-adrenalina, pelas eliminagdes de H,O (que
€ dominante e implica a metilacdo do grupo aminico), e de CH3OH (que € menor e
pressupde a metilacdo do grupo hidroxilo benzilico). Na adrenalina, possivelmente
em virtude do impedimento estereoquimico existente no grupo aminico

secundario, esta relacao de predominancia € invertida.

Substratos Principais perdas (/ produtos formados, m/z ), %
benzilamina %'B';E'Z

2-feniletilamina Céﬂ;()l)(l)Hz méz%87 5,\(];23

4-fenilbutilamina CESBODJ,HZ NI-EQO%HS? 122;/5 CHs(CI;%Z et ?CHZ(%;?ZNHZ mézo/t? !
N-metil-2-feniletilamina (CgH%zNH C;'SA,NHZ ngg/OCHa

2-(4-fluorofenil) -etilamina C;;QHZ 7’\(‘;2'3

2-(4-nitrofenil)-etilamina CHothH | miz 149 | m/z 114 o Sral R
tiramina ngtl)\l/on 1N6I;3)

2-(4-metoxifenil)-etilamina Cgéll)\l/on 1’;’;;

dopamina Cg(s)(’)\l/on 1N9I;§ f?g/: m/é"/?)‘lo

sinefrina gl-ézo(/z S;,S? ng/f,3 "

nor-adrenalina 7%;‘; :%ji

adrenalina CGHQS%H 3Hfo(/2

cido vanili-mandélico O oo

acido 5-hidroxi-indole-acético HZ%%H C2|;3o(/§ 4 1C5|;|/3; 1?004 gg/? m/%o/%m
serotonina Cg it’)\/lon 2N7}<;3) C:Hi;l‘}/locHs

Tabela 4.4 - Espectros de MIKE dos aductos [M+CHz]* formados com o TMB

Quando esta presente um grupo funcional de acido carboxilico, a metilacdo pode
ocorrer em larga extensao nesse grupo, observando-se a eliminagao posterior de
moléculas de CO ou de CH3OH.
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Em estruturas com nucleos indolicos, a posi¢ao 2 destes nucleos é um local muito
importante de metilacdo, o que é revelado pelas elimina¢cdes de HCO;H no caso
do acido 5-hidroxi-indole -acético (27%) e de NH3 no caso da serotonina (também
27%).

As particularidades dos modos de decomposicéo dos ibes [M+CHs]" que acabou
de se discutir sdo notavelmente paralelas as dos aductos [M+73], as quais foram

0 objecto da seccao anterior deste capitulo.

O espectro de varrimento ligado de BYE do ido [M+CHs]" do &cido 5-hidroxi-
indole-acético, m/z 206, estd reproduzido na Figura 4.5 e fornece algumas

informacgdes complementares:

100 % 252
1221 280

80 1 339

0] | ¢ \

60 3 o 397

50;\}

40

30
270" 240" 260" 280 " 3d0 320 340’ 360 380  msz

Figura 4.6 - Espectro de varrimento ligado de B%E do i&o [M+CH3]" formado na reaccéo do

acido 5-hidroxi-indole-acético com o TMB

As estruturas possiveis dos precursores que figuram neste espectro, assim como
0s processos pelos quais podem possivelmente originar o ido [M+CHs]

resultante, reunem-se na Tabela 4.5:
O ido CH3OBH", m/z 43, tem uma abundancia de 21% nos espectros de ionizagio

guimica do reagente que € superior a do préprio catido metilo (Tabela 4.1), sendo

portanto justificado admitir a sua intervencdo numa reaccdo conducente a
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formacgdo do aducto [M+43]", e também que este possa ser um dos precursores
dos aductos [M+CHj]".

precursor, |massado massa fragmentos neutros estrutura possivel do
m/z precursor perdida eliminados precursor
221 M+30 15 -CHgz ?
234 M+43 28 -O=BH [M+CH3OBH]+
252 M+61 46 -CH3;0CH3 [M+(CH3O)3B-CH3OB'H]+
264 M+73 58 -O=BOCHj3 [M+(CH30),B]"
280 M+89 74 -(CH;0),BH [M+(CH30)3B-CHz 1"
339 M+148 133 ? ?
397 M+M+15 191 -M [M+M+CHg]"

Tabela 4.5 - Interpretacdo do espectro de varrimento ligado de B%/E do i&o [M+CH3]" formado

na reacc¢ao do acido 5-hidroxi-indole-acético com o TMB

Pela sua parte, o processo em que um aducto [M+(CHs0).B]" elimina um
molécula de metoxi-oxoborano para gerar o produto [M+CHs]" (42 linha da Tabela
4.5) corresponde a um tipo de decomposicdo que, como ja se assinalou ao
discutir 0s espectros de MIKE dos aductos [M+73]", em nenhum caso se

observou a ocorrer na 32 Regido Livre de Campo do espectrémetro de massa.

No que diz respeito, em particular, ao processo correspondente a ultima linha da
tabela anterior, trata-se de uma reaccao de metilagdo que corresponde a uma

decomposicéo simples do dimero molecular metilado.

4.6 - CONCLUSOES RELATIVAS AS REACCOES COM O BORATO DE
TRIMETILO

Os modos como se decompdem os ides [M+(CHzO).B]" e [M+CHs]" sdo
profundamente dependentes das caracteristicas estruturais dos substratos.

Assim:

a) Nas arilalquilaminas ndo substituidas nem na cadeia alquilica nem no anel

benzénico o 4tomo de azoto é o local predominante de reaccéo inicial com o
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catido dimetoxiborinio e os aductos [M+73]" decompbem-se essencialmente por
dois processos competitvos: eliminacdo de metanol, ou de amino-di-
metoxiborano. As abundancias relativas dos ides-fragmento dependem do
comprimento da cadeia alquilica. Os ides [M+15]" correspondem a uma metilagéo
predominantemente no atomo de azoto e eliminam uma amina com mais um

grupo metilo do que a amina original;

b) Nas arilalquilaminas ndo substituidas na cadeia alquilica mas sim no anel
benzénico existe uma competicdo evidente entre o anel e o atomo de azoto como
locais predominantes de reaccgdo inicial com o catido reagente, a qual se
manifesta pelo aparecimento alternativo de vias de fragmentacdo em que €

eliminada amdnia ou uma amina;

c) Nos substratos que possuem um grupo hidroxilo benzilico este grupo € um
forte competidor pelo local de reaccdo inicial, partilhando esse papel quase
unicamente com o0s grupos funcionais vizinhos localizados no atomo de
carbono ?. A eliminacdo de &gua € assim um processo de decomposicdo

geralmente presente em todos 0s substratos deste tipo;

d) Quando os substratos possuem grupos funcionais de &cido carboxilico, esses
sdo geralmente os locais preferidos de reacc¢ao inicial, o que se manifesta, no
caso dos aductos [M+73]", por um processo de decomposicdo com perdas
sucessivas de metanol, metoxi-oxoborano e monoxido de carbono, e, no caso dos

ides [M+15]", por perdas de mondxido de carbono e de metanol.

e) Para os substratos com uma estrutura de tipo inddlico um local muito
importante de reaccao inicial € o carbono-2 do nucleo inddlico. A esta reac¢éo de
adicao electrofilica aromatica segue-se depois a eliminacdo da molécula neutra

que corresponde aos grupos funcionais ligados aos carbonos? ou ?.
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5- REACCOES COM O NITROMETANO EM FASE GASOSA ?

5.1 - REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

Nas primeiras experiéncias com o ido nitrosilo (NO™) reportadas na literatura
cientifica foi usado o proprio 6xido nitrico (NO) como reagente e, posteriormente,
devido ao facto de o tempo de vida dos filamentos das fontes ser diminuido por
fendmenos de oxidacdo do metal que os constitui, comegaram a usar-se misturas-
reagentes compostas por 6xido nitrico e azoto, ou 6éxido nitrico e hidrogénio, ou

ainda oxido nitroso (N2O) sozinho.

As reaccbes produzidas pelo catido nitrosilo podem, em geral, ser classificadas
em trés tipos: (a) adicdo; (b) abstraccdo de hidreto; ou (c) transferéncia de

carga :

NO* +M? [M+NOJ* (@)
NO" +M? [M-H]" + HNO (b)
NO* +M? M*+NO ()

Em 1990 um artigo de revisdo sobre reagentes de ionizacdo quimica
caracterizava 0 ido nitrosilo como um reagente capaz de formar aductos
relativamente estaveis por reac¢cdo com grupos funcionais nucleofilicos de
diversos substratos. Os compostos sobre os quais se debrucou esta revisdo
incluiram principalmente alcenos e alcinos (simples e hidroxilados), acetatos de

alcenilo, e aldeidos insaturados &’.

No mesmo ano, um dos autores do artigo acabado de citar publicou um trabalho
em que o nitrometano era apresentado como um novo reagente gerador do ido

nitrosilo em condi¢cdes de ionizacdo quimica. Relativamente a reac¢gfes com

? Ramos, L.E., Fernandes, A.M., Ferrer-Correia, A.J., Nibbering, N.M.M., "Chemical lonization of
Amino and Hydroxy Group Containing Arylalkyl Compounds with lons in a Nitromethane Plasma”,
Int.J.Mass Spectrom., 222, 101, 2003, em parte.
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alcenos, alcinos e alcoois 0 novo reagente produziu resultados em alguns casos
muito semelhantes aos do Oxido nitrico, com a vantagem de ser estavel, facil de
manipular e barato 8. De facto o nitrometano, liquido de ponto de ebulicdo de
100-101 °C e densidade 1,13, ndo exige cuidados especiais de manipulagdo nem

de armazenagem.

A reactividade do catido nitrosilo relativamente a uma série bastante extensa e
variada de compostos organicos foi avaliada por outros autores, que trabalharam
com um espectrometro de massa FT-ICR e aplicaram o método cinético para
determinar uma ordem relativa de energias de ligacéo ao referido catido %. Este
estudo concluiu que as afinidades para o catido nitrosilo se intercalavam entre as
afinidades para o catido NO," (geralmente mais baixas) e as afinidades protonicas
(geralmente mais altas), registando-se uma boa correlacéo linear particularmente
com as segundas. A equacao dessa correlacdo permitiria estimar as afinidades
para o catido nitrosilo, conhecidas as afinidades proténicas, com érros médios de

apenas 1 a 2 kcal.mol™.

O mesmo grupo de autores publicou mais recentemente um artigo de reviséo
dedicado a aplicacdo da espectrometria de massa ao estudo de moléculas e ibes
importantes ros processos da quimica da atmosfera °. Na parte desse artigo
relativa a afinidades em fase gasosa para o catido nitrosilo sdo revistos 0s
resultados do artigo anterior e considera-se que a escala relativa de afinidades
entdo encontrada concorda bem com resultados de outros autores. No entanto,
guanto a uma escala de valores absolutos, ela seria muito dependente de qual o

nAa

valor escolhido como "ancora" (os autores escolheram para este fim o valor da

afinidade da 4gua).

Utilizando o Oxido nitrico como reagente gerador do catido nitrosilo, € um
espectrometro de massa com uma fonte modificada para funcionar no modo de
descarga de Townsend, foi publicado em 1991 um trabalho em que, em reaccdes
com benzenos substituidos, se observou que a razdo das abundancias dos ides

[M+NOJ™ e M* se correlacionava bem com os valores das constantes ?, e ?,",
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na equacdo de Hammett, dos substituintes °'. Neste estudo concluiu-se ainda
gue, enquanto que para determinar as massas moleculares destes benzenos
substituidos eram suficientes, por exemplo, os resultados da ionizacdo quimica
com metano como reagente, jA para distinguir entre isbmeros posicionais orto,

meta e para seriam Uteis o0s resultados das reaccfes com o catido nitrosilo.

Um trabalho datado também de 1991 examinou as reac¢des em fase gasosa do
catido nitrosilo, gerado directamente pelo éxido nitrico, com alcenos e acetoxi-
alcenos de cadeias longas %2. Observou-se a formacao de dois tipos de ides acilo,
nomeadamente aqueles que incluem cada um dos dois radicais ligados aos
atomos de carbono da ligacdo dupla. O processo proposto para a formacéao dos
i0es acilo envolve dois percursos diferentes, incluindo um deles a formag&o de um
epoxido intermediario, e 0 outro a adicdo de um atomo de oxigénio cuja origem foi

considerada como ainda obscura (Esquema 5.1).

/ [M+NO+O-HNO]© ——» RCO"

RCH=CHR' T

M)
\ RC{—| > CHR'

—> [M+NO-HNO]"

= - . x -~ . .92
Esquema 5.1 - Formacgéo de ides acilo na reac¢édo de alcenos com o catido nitrosilo

A ionizacdo quimica com o catido nitrosilo foi aplicada a elucidacdo da estrutura
de alguns mono-alcenil-glicerdis, isolados a partir do 6leo de figado de tubardo e
previamente metilados nos dois grupos hidroxilo, num trabalho publicado em
1997 %, Este trabalho relaciona-se estreitamente com o referido imediatamente
atras, uma vez que a reactividade dos substratos para com o catido nitrosilo
pareceu concentrar-se principalmente nas duplas ligacdes presentes. As reaccdes
produziram a formacao abundante de catibes acilo. A razdo massa/carga destes
catides foi usada com sucesso para identificar a posicdo da dupla ligacdo C=C
original, embora ndo tenha sido possivel determinar a respectiva estereo-

isomeria. O processo proposto envolve uma reacgao inicial com o radical nitrosilo
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catalizada por superficies, que da origem a um aldeido, o qual, a seguir, reage
com o catido nitrosilo e, por abstraccdo de um ido hidreto, produz o catido acilo

(Esquema 5.2):

CH,0
NO NO*
— CH,(CH.,),,CHO —_— CH,(CH ,),,CO"
N 3 2/m m
CH30 O(CH ), « X CHINCHs  (caaliy, HNO

superf.)

Esquema 5.2 - Formacéo de catifes acilo na reac¢do de monoalcenildimetilgicerdis com o

6xido nitrico (adaptado de 93)

Relativamente a aminoacidos, outro grupo de autores publicou em 1996 um
estudo em que foram investigadas as reaccdes do catido nitrosilo, gerado por
ionizacdo quimica do 6xido nitroso, com 0s aminoacidos glicina, alanina e valina e
com os correspondentes derivados Nmetilados . Observouse que ocorriam
duas reaccbes principais, designadamente: (a) a formacdo de um ido imoénio
[M+NO-HONO-CO]"; e (b) a formagdo de um producto [M-H]". Um conjunto de
calculos moleculares ab initio mostrou que as reac¢des anteriores sao duas de
um conjunto de quatro que foi avaliado como sendo termodindmicamente
favoraveis. O mecanismo proposto para a formacéo do ido imoénio ilustra-se, para

0 caso da glicina, no Esquema 5.3.

o)
NO" .+  -HONO + CO .
HNCH,COH - — HZNCHZC-(?-H —> H,NCH,C=0 — H,N=CH,
NO
(M, 75) m/z 105 m/z 58 m/z 30

~ em e ~ ..  n . . 94
Esquema 5.3 - Formac&o de um ido iménio na reacgdo da glicina e o catido nitrosilo

As reacc¢Oes do catido nitrosilo, em fase gasosa, com o aminoacido glutamina e o

dipeptideo ?-Glu-Met foram também objecto de estudo ®, nomeadamente no que

se refere ao local de reaccao inicial dos substratos com o catido reagente, tendo-
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se concluido que o ataque ocorre predominantemente no grupo NH,. Tal

mecanismo, no que se refere a glutamina, € reproduzido no Esquema 5.4.

o o + o o * 0 o) *
A, = AA~AN S NN
HO OH HO + on H2Q \_/ on
NH, /NHZ + /NH

o]
, -c0 - H0
C4HNO —~— +NH
\'\HNO 0] * P
NO
CO,H + + N
NH -+ NO ~ AN
m/z 128
+/ COH CO,H
NO

m/z 159

Esquema 5.4 - Reacg¢des entre a glutamina e o catido nitrosilo (adaptado de 95)

Nos anos de 1998 e 1999 publicou-se um conjunto de trabalhos em que foi
utilizada a técnica de SIFT e estudadas as reac¢des em fase gasosa dos catides
HzO", NO" e O," com uma variedade de compostos organicos que incluiu:

9

hidrocarbonetos aromaticos e hidrocarbonetos alifaticos %, as aminas isdbmeras

de férmula CsHisN ¥/, cloretos de metilo, etilo e etenilo, com graus de substituicéo

% @, finalmente, fluoretos, cloretos,

de entre um a quatro atomos de cloro
brometos e iodetos de metilo, etilo e benzilo, halo-benzenos e halo-toluenos *. Os
resultados relativos apenas ao catido nitrosilo mostram que tanto os
hidrocarbonetos arométicos como os haletos de arilo produzem, em reaccdes
geralmente rapidas, ides M, resultantes de um processo de transferéncia nao-
dissociativa de carga, enquanto que os hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa
e os haletos de alquilo, em reac¢des mais lentas, ddo origem aductos [M+NOJ" e
aos respectivos produtos de fragmentacdo. Os hidrocarbonetos alifaticos de
cadeia curta ddo origem predominantemente a produtos [M-H]" resultantes de
uma abstraccédo de hidreto. Particularmente com o 1,2,2-tricloroetano, a reaccao
conduziu a producdo do ido [CH3CCl]", resultante de uma transferancia de ido
cloreto acompanhada da formacdo de NOCI. Com as aminas CsHi3sN também se

registou uma marcada selectividade, traduzida em que as aminas primarias nao
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ramificadas produziram preponderantemente ides M e [M-H]*, enquanto que o

conjunto das aminas primarias ramificadas, secundarias e terciarias gerou

principalmente produtos [M-R]", sendo R um dos radicais metilo, etilo ou propilo.

O mesmo grupo de autores que se tem vindo a citar reuniu os resultados dos
guatro trabalhos referidos de maneira a construir uma base de dados espectrais
representativa, para compostos organicos volateis. Seguidamente aplicou com
sucesso a técnica a determinacdo quantitativa de alguns aromas alimentares

especificos 1.

5.2 - CONDICOES EXPERIMENTAIS

O nitrometano (Aldrich Chemical Co. 23,073-1) foi o reagente escolhido para
produzir, em condicbes de ionizacdo quimica, quantidades suficientes do ido
nitrosilo, NO*, m/z 30.

As aminas e os metabolitos (Tabela 1.6) foram de origem comercial e, na sua
maior parte, foram usados sem purificacdo especial. As aminas foram usadas na
forma dos respectivos cloretos de amoénio, excepto a sinefrina e a nor-adrenalina
que foram wusadas na forma de aminas livres. O 4-hidroxi-3-

metoxifeniletilenoglicol foi usado na forma do respectivo sal de piperazina.

Os cloretos de amonio, da 4-fenilbutilamina e da N-metil-2-feniletilamina,
anteriormente preparados por reac¢ao das aminas livres com HCI em etanol,

foram agora recristalizados a partir de acetona/hexano.

A marcacdo com deutério foi levada a cabo por dissolucdo em D,O dos
substratos, a temperatura ambiente ou com ligeiro aquecimento, agitacdo a
temperatura ambiente, e secagem sob jacto de N, nos seguintes casos: 2-
feniletlamina, N-metil-2-feniletilamina, 2-(4-fluoro-fenil)-etilamina, hordenina,

sinefrina, adrenalina, 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol, acido vanilil-mandélico,
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acido 5-hidroxi-indole-acético e melatonina. No caso da melatonina foi necessario

adicionar algum CD30OD para haver dissolugédo completa.

O cloreto de amonio da 3fenilpropilamina foi preparado a partir da amina livre
adicionando a 2 ml da amina, em baldo cénico de 25 ml, uma mistura de 3 ml de
etanol e 3 ml de HCI concentrado, lentamente e com agitacdo (Nicho! Libertacao
de fumos, aquecimento espontaneo!). No final, arrefeceu-se a mistura, que foi
transferida com etanol para um baldo redondo e evaporada num evaporador
rotativo até se notar o comeco de formacdo de um precipitado. Interrompeu-se e
adicionou-se hexano att a precipitacdo ser completa. Filtrou-se por papel, sem
succdo, e lavou-se com hexano. Secou-se na estufa a 60-70 °C. Massa de
CesHs(CH>)3sNH2.HCI : 1,57 g. Rendimento: 65%.

O nitrometano foi admitido no espectrémetro de massa a partir do depdsito do
reagente de calibracdo, e usado a uma pressao, medida na tubagem de ligacéo
do compartimento da fonte & bomba de vazio, de aproximadamente 7,4x10° Torr,
embora, com o reagente sozinho, se tenha procedido a algumas variacdes de
pressdo, de maneira a observar a maneira como respondiam as intensidades
relativas dos sinais correspondentes aos diferentes ides. A temperatura da fonte
foi de 200° C. A energia do feixe de electrdes foi de 70 eV e a voltagem de
aceleracao foi de 8 kV. As amostras foram introduzidas na fonte com uma sonda

de introducao directa, ndo aquecida.

A natureza dos ides do gas reagente e a composicao das misturas reaccionais
formadas pelos mesmos com os substratos foram analisadas a partir dos
respectivos espectros de ionizagcdo quimica, obtidos por varrimento do sector
magnético do instrumento. As reaccfes de formacao e de decomposicao dos ibes
moleculares M, dos iBes [M+CHs]", [M+NO]*, [M+ido iménio]" e [M+91]* foram
estudadas principalmente através dos espectros de MIKE dos referidos ides e, em
alguns casos, espectros de varrimento ligado de B%E foram usados para

identificar os iBes precursores de um determinado ido-fragmento.
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5.3 - ESPECTROS DE IONIZACAO QUIMICA

A Figura 5.1 representa um espectro de ioniza¢do quimica do nitrometano obtido

em condices de pressdo de cerca de 10 *° mbar na fonte, ou seja, cerca de 7,5

x 10 Torr, que se pode considerar tipico das condicdes em que se trabalhou:

46

76

lbl‘ 20 'I’3 ' ‘jl4bl I‘{Sb"

91

|

Py

90 mlz

Figura 5.1 - Espectro de ionizagdo quimica do nitrometano

Calculou-se as médias das intensidades relativas dos principais ides num total de

nove espectros, com os resultados que se apresentam na Tabela 5.1:

m/z|int.rel., %| compos.provavel
15 5| CHs"

30 100 | NO*

45 18| CHzNO™*

46 49 | NO,™

61 7| CHsNO, "

62 41 | CHzNO,+H"

76 71| CH3NO,+CHs"
91 11| CH3N,O5"

Tabela 5.1 - Intensidades relativas dos principais ides formados por ionizagdo quimica do

nitrometano

Observou-se que uma diminuicdo gradual da pressdo do reagente até cerca

de 10°° mbar (ca. 7,5 x 10® Torr) tinha o efeito de aumentar relativamente as

abundancias dos ides de m/z 15 e m/z 61, e diminuir as dos ides de m/z 62 e m/z
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91, enquanto que o ido nitrosilo continuava a ser, em todas as condigdes o mais

abundante de todos.

No que diz respeito aos espectros de ionizacdo quimica dos diversos substratos

os resultados, mais relevantes reinem-se na Tabela 5.2:

Int. relativas, %
Substrato m/z 100%
[M-H* | [M]*[ [M+H]" | [M+15]"| [M+30]"| [M+91]" | CH=NR'R?*

benzilamina 106 100 91 78 1 <1 10 14
2-feniletilamina 122 2 1 100 <1 <1 3 18
3-fenilpropilamina 136 3 24 100 1 <1 4 31
4-fenilbutilamina 150 9 22 100 1 <1 4 1
N-metil-2-feniletilamina 136 3 1 100 1 <1 1 56
2-(4-fluorofenil) -etilamina 30 5 1 85 1 <1 100
2-(4-nitrofenil) -etilamina 167 19 2 100 1 <1 35
tiramina 138 6 55 100 3 <1 61
2-(4-metoxifenil)-etilamina 152 3 67 100 2 4 4
hordenina 58 2 2 19 <1 <1 100
dopamina 124 <1 17 13 <1 <1 88
octopamina 123 4 9 31 <1 <1 20
sinefrina 168 <1 <1 100 <1 <1 18
nor-adrenalina 139 5 29 22 <1 <1 45
adrenalina 44 6 23 29 3 <1 100
4-hidroxi3-metoxifeniletilenoglicol 184 3 100 15 <1 <1

acido vanilil-mandélico 198 5 100 13 <1 <1

acido homovanilico 182 2 100 20 <1 <1

acido 5-hidroxi-indole-acético 191 1 100 19 <1 <1

serotonina 176 3 100 45 <1 <1 7
melatonina 232 1 100 39 1 <1

Tabela 5.2 - Espectros de ionizagdo quimica dos substratos com nitrometano

Estes resultados mostram que as caracteristicas dos espectros sao muito

dependentes dos grupos funcionais presentes em cada substrato.
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Relativamente as aminas, os picos-base observados nos espectros de ionizagédo
quimica correspondem muitas vezes as moléculas protonadas, [M+H]", uma vez
que as respectivas afinidades protdnicas, superiores a 907 kJmol?! (valor mais
baixo, correspondente & benzilamina) %!, s&o consideravelmente mais altas que a

do nitrometano (755 kJmolY).

Ha algumas excepcdes a este comportamento das aminas que Ssdao,

designadamente, as seguintes:

(&) a benzilamina, para a qual o iAo mais abundante no espectro de ionizacao
quimica é [M-HJ", provavelmente devido ao facto de a abstraccdo de um protéo da
posicdo benzilica produzir um catido benzilico mais estabilizado por ressonancia

gue os das outras aminas;

(b) a 2-(4-fluorofenil)-etilamina, a hordenina e a adrenalina, para as quais ides
iménio CH,=NR'R? (com R}, R’ = H e/ou CHjs), formados por clivagem-? a partir

dos respectivos ides moleculares, M”* sdo os mais abundantes;

(c) a octopamina e a nor-adrenalina, com grupos hidroxilo benzilicos, para as
guais os picos-base (respectivamente m/z 123 e m/z 139) podem corresponder a
dois processos diferentes: (i) ou a eliminacdo de um radical “"CH,NH, a partir do
ido molecular, M, num processo de clivagem-? relativamente ao grupo hidroxilo
benzilico, ou (ii) a eliminacdo de metilamina a partir do catido [M+H]" ; em ambos

0S casos o0s ifes resultantes sdo muito estabilizados por ressonancia;

(d) a dopamina, em que o i&o mais abundante (m/z 124) resulta de uma perda de

CH,=NH a partir do i&o molecular, M** num rearranjo de McLafferty envolvendo o

101

anel aromatico, onde esté localizado o radical, e o grupo amina = (Esquema 5.5):
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HO HO .~y CHpNH HO - CH,
j -t — ——
N<h H NH H
HO I-r\/ HO H ¥ HO H

m/z 153 m/z 124

Esquema 5.5 - Formacédo de um produto de m/z 124 a partir do ido molecular da dopamina101

Note-se que a origem do ido de m/z 124 da dopamina também poderia ser
concebida como uma eliminacdo de N-nitrosometilamina a partir de um aducto
[M+NO]" em que o catido NO" se tivesse ligado ao atomo de azoto. Mas esta
hipGtese serd menos importante que a anterior, ja que é pequenissima a

abundancia do aducto [M+30]".

As abundancias dos i6es imonio, incluindo tanto os de m/z 30 como os de m/z 44
(N-metil-2-feniletilamina, sinefrina e adrenalina) e de m/z 58 (hordenina) séo
razoavelmente elevadas. Estes i0es deverdo formar-se provavelmente a partir dos
catides-radicais moleculares por clivagem-? (Esquema 5.6, relativo a um
substrato tipico com a férmula geral de uma 2-feniletilamina):

E AR -CoHy :

| N — » CHANR'R?
Z

Esquema 5.6 - Formacdo de um ido imonio a partir do ido molecular de uma 2-feniletilamina

genérica

No caso das aminas primarias o ido iménio tem o mesmo valor de razao
massa/carga que o catido nitrosilo, também presente. No entanto, trabalhando
com o espectrometro de massa com uma resolucdo de cerca de 1300, foi possivel
separar os dois ibes e medir as respectivas abundancias relativas (massas
exactas: NO" = 29,9980, CH,=NH," = 30,0343).

A formac&o inesperada de produtos [M+91] foi observada com todas as aril-

alquilaminas ndo-substituidas (benzilamina, 2-feniletilamina, 3-fenilpropilamina, 4-
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fenilbutilamina). A origem do ido de m/z 91 poderia ser o reagente de ionizagao
(CH3N,O3", ver Tabela 5.1), contudo isso deixaria por explicar por que razdo é
gue apenas estes substratos formaram esse produto. Por outro lado, é bem
conhecido que os ides moleculares (M*) das aminas em questdo podem produzir,
por um processo de clivagem-?, o catido tropilio [C;H7]", de m/z 91, e, como tais
i6es moleculares sdo produtos das reaccfes com o nitrometano, € possivel que
tanto os ides C7H;" como CHzN,Os" estejam presentes na fonte em quantidades

apreciaveis.

A hipdtese anterior péde ser confirmada pela seguinte experiéncia: aumentouse
a resolucdo do espectrémetro de massa para um valor suficiente para permitir a
separacdo dos dois ides de m/z 91 (R necessaria = 2258), e obteve-se em
seguida o espectro de MIKE de cada um deles. Um dos espectros mostrou a
presenca de uma fragmentacdo m/z 91 ? m/z 65, caracteristica de uma
eliminacdo de acetileno pelo catido tropilio. O outro dos espectros revelouse
idéntico ao que, por sua vez, foi obtido para o ido CHsN,O3" gerado pelo
nitrometano sozinho (Figura 5.2):

100 % 30
o0
80 1
70 1
60 -
50
40
30 | 46

2°€;J 44 \
103 |

T L L B

25 30 35 40 45 50 55 'm/z(Est)

61

Figura 5.2 - Espectro de MIKE do idao de m/z 91 do nitrometano

Com base no espectro anterior pode também propér-se uma estrutura para o ido

de m/z 91 do nitrometano, concordante com os modos de decomposi¢do que se
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representam no Esquema 5.7 e correspondente a uma reaccdo de adicdo

electrdéfila entre o reagente e o catido NO*:

(0]
.
CH;-N-O
+
_Ny m/z 61
+
O=N=0
o - CH3NO
Il / m/z 46

CH,-N-O-N=0
+

m/z 91 \-'\Loz o
CH+N=0
m/z 45
- CH3NO,
+

N=0O
m/z 30

Esquema 5.7 - Fragmentacado do ido de m/z 91 do nitrometano

Para os compostos que ndo sao aminas e tém grupos funcionais oxigenados, 0s
picos-base correspondem & formacdo dos catides-radical moleculares, M,
provavelmente por uma reaccao de transferéncia de um electrdo entre a molécula
neutra e o catido NO", justificada pelo valor mais baixo da energia de ionizac&o

dessa molécula quando comparado com a energia de recombinacdo efectiva do

ido NO*, a qual é estimada como sendo a volta de 8,7 eV * (energia de ionizac&o

192y Embora a energia de ionizacédo da

do mesmo catido igual a cerca de 9,3 eV
maioria dos substratos estudados ndo seja conhecida, pode estimar-se,
justificadamente, que ela seja inferior a 8,7 eV, devido a presenca de anéis
aromaticos fortemente activados por substituntes com efeito doador de electrbes

como 0s grupos hidroxilo ou metoxilo.

Os é&cidos carboxilicos constituem, no grupo de substratos discutido no paragrafo
anterior, um subgrupo particular, uma vez que exibem sempre abundancias
relativamente altas de ibes correspondentes a uma perda de massa de 45 Da a
partir do i&o molecular, M** (Acido vanili-mandélico - 46%, acido homovanilico -

123



76%, e acido 5-hidroxi-indole-acético - 53%). A estes iBes devem provavelmente

corresponder as composicdes [M-CO,H]™.

Pode afirmar-se, em resumo, que em condicdes de ionizacdo quimica com
nitrometano os substratos estudados reagem principalmente por: (a) transferéncia
de protéo; (b) transferéncia de um electrdo; e (c) abstraccdo de hidreto. A
abundancia dos aductos [M+NO]* é em todos os casos muito baixa. Observam-
se, com todos os substratos, iGes [M+15]" que deverdo corresponder a adi¢éo de
um catido metilo as moléculas neutras, uma vez que este catido também esta

presente no espectro de ionizacdo quimica do nitrometano.

5.4 - ESPECTROS DE MIKE DOS IOES MOLECULARES, M™

De acordo com um trabalho anterior ', os ides moleculares das fenil-

alquilaminas produzidos por impacto electronico fragmentam-se segundo trés

processos principais:

(a) clivagem-?, para as aminas secundarias e terciarias, ou primarias sem outros

substituintes no anel aromatico;

(b) rearranjo de McLafferty envolvendo o anel aromatico, para as aminas

primarias com substituintes no anel aromatico;

c) formacdo de iGes CH3NHs" ou (CHs)NH,", para as aminas com um grupo
hidroxilo benzilico, de acordo com um mecanismo que envolve a formacdo de um

complexo ido-molécula intermediario.

Na Tabela 5.3, relativa a quatro aminas representativas de todo o conjunto
estudado, sdo comparados os espectros de MIKE dos ifes moleculares
produzidos por ionizagdo quimica com nitrometano, com os resultados do referido

trabalho anterior.
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Amina l&o fragmento [ Imp.Electron., %| lon.Quimica (CH3NO), %
[M-NHg] " - 100%
2-feniletilamina | [M-CH,NH,] * - 9%
CHo=NH;" 100% 12%
[M-NH3]" - 12%
tiramina T
- 2= : (1] 0
[M-CH,=NH] 100% 100%
[M-H]" 12% -
[M-CHg] ™ - 30%
hordenina [M-CH,=NCHs]" - 20%
[M-(CHg),NH]* - 100%
CHo=N(CH3)," 100% 98%
[M-H,0]" - 100%
[M-CHy=NH] " - 10%
octopamina —
[M-CHzNHz] - 26%
CH3NH5" 100% 14%

Tabela 5.3 - Comparacéo de espectros de MIKE dos ides M produzidos por ionizacéo

guimica com nitrometano, com os correspondentes produzidos por impacto electrénico

Da analise desta tabela conclui-se que a clivagem-? deixa de ser o processo
dominante de fragmentacdo, mesmo no caso de aminas terciarias ou aminas
primarias sem outros substituintes no anel aromatico, passando a sé-lo a
eliminagcdo de uma molécula neutra de dimetilamina ou de amoniaco,
respectivamente. Esta fragmentacdo envolve um rearranjo por migracdo de um
radical hidrogénio para o grupo amina, o que esta de acordo com a menor energia
interna dos i6es moleculares formados por transferéncia de carga em condicdes

de ionizacéo quimica.

A perda de uma molécula de 4gua, no caso da amina que posSSui um grupo

hidroxilo benzilico (octopamina) esta também de acordo com esta explicacao.
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5.5 - ESPECTROS DE MIKE DOS IOES [M+CHs]*

Sempre que o0s substratos sdo aminas sem um grupo hidroxilo benzilico o local
preferido de metilacdo é o atomo de azoto aminico. Isto € visivel no facto de os
aductos [M+CHz]" das aminas priméarias perderem predominantemente uma
molécula de metilamina (78% a 100%), e no da amina terciaria hordenina perder

trimetilamina (78%) (Tabela 5.4):

Substrato Principais perdas (/ produtos formados, m/z ), %
. . CH3NH,
2-fenil-etilamina 2100%
. . . CH3NH, [ CH3NH,+ C3Hg NH3
4-fenil-butilamina 78% 13% 9%
. . CH3NH, NH3 CHys’
tiramina 86% 9% 5%
hordeni (CH3)3N HOC5H4CHCH2 (CH3)2NH CH2=NH CH2=N(CH3)2+
ordenina 78% 8% 7% 4% 3%
octopamina H,O CH30OH CH30H+CH,=NH | m/z 140 (CHa):NH
P 70% 17% 6% 4% 3%
adrenalina CHsOH H;0
88% 12%

Tabela 5.4 - Espectros de MIKE dos ies [M+CHs]" gerados por ionizacéo quimica com

nitrometano

No entanto, o anel benzénico é também um local onde pode ocorrer a metilacéo,
dado que os ides [M+CHs]" da 4-fenilbutilamina e da tiramina eliminam aménia e o

da hordenina elimina dimetilamina (Esquema 5.8 para o caso da tiramina):

+
+ NH, NH; - NH,
J —_— —> m/z135
HO H HO CHs (9%)

CH,

+
NH,CH; - CH4NH,
—_— m/z 121
HO (86%)

Esquema 5.8 - Decomposicéo dos dois aductos [M+CHs]" formados na reaccdo da tiramina

com o nitrometano
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A presenca de um grupo hidroxilo benzilico no substrato torna-o num local
competitivo de metilacéo, o que é demonstrado pelo facto de os aductos [M+CHgz]"
da octopamina e da adrenalina se fragmentarem com perdas de metanol, as quais
repartem, com a perda de agua, a maioria, ou a totalidade, dos modos de

decomposicao observados.

5.6 - ESPECTROS DE MIKE DOS ADUCTOS [M+NO]*

Ao estudar estes aductos o primeiro problema que se enfrentou foi o da formacéo
de iGes imdénio CH,=NH," (m/z 30) por parte de todos os substratos que possuem
um grupo funcional de amina primaria, e da possibilidade da formagao de aductos
[M+CH,=NH,]" com a mesma razdo carga/massa que os ides [M+NO]". Um
segundo problema foi o da muito pequena abundancia dos ides [M+NO]*, que
teve como consequéncia que, nos espectros de MIKE desses ibes de varios dos
substratos, a raz&o sinal/ruido tivesse sido demasiado baixa para obter resultados

reprodutiveis.

Considerados os problemas referidos, o niumero de substratos cujos aductos
[M+NOJ" puderam ser estudados foi relativamente reduzido, e os resultados

recolhidos dos seus espectros de MIKE estao reproduzidos na Tabela 5.5:

Substratos Principais perdas (/produtos formados, m/z), %
. T HNO
N-metil-2-fenil-etilamina 100%
sinefrina H0 CH, HNO
69% 19% 12%
adrenalina H,0 HNO m/z 152
43% 42% 15%
- i fe il . HNO+HCHO H,O CH,
4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol 61% 31% 0%
acido vanilimandélico H,0 HNO+CO, | CH; | m/z 167
40% 38% 13% 9%

Tabela 5.5 - Espectros MIKE dos aductos [M+NO]" de alguns substratos
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Muitos destes substratos apresentam perdas de 31 Da, isoladas ou fazendo parte
de processos de fragmentacdo em varios passos. Estas perdas sao atribuiveis
provavelmente a eliminacdo de moléculas de HNO porque, no caso da N-metil-2-
feniletilamina (em que outro candidato possivel era uma molécula de metilamina),
foi possivel mostrar que o aducto do substrato deuterado continuou a exibir uma
perda de 31 Da como Unica fragmentacdo. Isto mostra que a eliminacéo foi de
HNO, sem ocorréncia de escambio de deutério antes de ela ocorrer, e aponta
para o anel benzénico como local do ataque electroéfilo inicial por parte do catido

nitrosilo, como se representa no Esquema 5.9:

m/z 166 m/z 135

Esquema 5.9 - Eliminacdo de HNO pelo aducto [M+NO]" da N-metil-2-feniletilamina

Os restantes quatro substratos estudados contém todos um gupo hidroxilo
benzilico, e os aductos [M+NO]" de todos eles fragmentam-se com eliminac&o de
agua, a qual é mesmo o processo dominante em todos excepto no caso do
4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol . O mecanismo proposto representa-se no
Esquema 5.10 para a sinefrina-ds, a qual elimina exclusivamente D,O sem

escambio de deutério corrido antes da eliminacgao.

D
+
.+ NO I
DO H D=0

/@)\/NDCHg —_—— /©)\/N \CH — QNN \CH
3 3
+

DO DO DO

m/z 186 m/z 166

Esquema 5.10 - Eliminacéo de D,O pelo aducto [M+NO]* da sinefrina-ds
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Relativamente aos dois outros substratos que possuem um grupo hidroxilo
benzilico e ndo possuem um grupo amina, um ido de m/z 153 € um dos mais
abundantes produtos. Os precursores deste ido foram identificados como [M+NO-
HNO-HCHO]"*, para o 4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol, e [M+NO-HO-CO,]",
para o acido vaniliimandélico, com base nos respectivos espectros de varrimento
ligado de B%E (Esquema 5.11):

H H
HLOLANG ~HNO €O ) 4
OH —>» y_SXe
HOY N H e - HCHO
NO HO \
+
H3CO OH H3CO o oH
T
+
HO
H oH HO
H4C + o ino | HaCO o] /
R A -CO, m/z 153
—_—
H OH +A/O
HO H H

Esquema 5.11 - Formac&o de um ido de m/z 153 a partir dos aductos [M+NO]"* do 4-hidroxi-3-

metoxifeniletilenoglicol e do &cido vanililmandélico

5.7 - ESPECTROS DE MIKE DOS ADUCTOS [M+IAO IMONIO]*

A formacdo destes aductos foi confirmada pela realizacdo da seguinte
experiéncia: procedeuse a deuteracdo da 2-feniletilamina no grupo amina e
obtiveram-se os espectros de MIKE dos ides [M+30]" e [Mg+32]", onde "32" se
refere ao ido CH,=ND," (Figura 5.3).

O pico de m/z 122 no espectro (a) sofre um deslocamento para m/z 125 no
espetro (b), o que é consistente com uma eliminacdo de CH,=NH (ou de CH,=ND)
a partir do aducto [M+ido iménio]". O ido de m/z 120 no espectro (a), que esta
ausente no espectro (b), € explicado por uma eliminacdo de HNO por parte do
aducto [M+NO]".
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Figura 5.3 - Espectros de MIKE dos aductos [M+30]" da 2-feniletilamina (m/z 151, (a)) e

[M+32]" da correspondente amina di-deuterada (m/z 155, (b))

Estas observagbBes confirmam a assergcdo feita atras de que, para as aminas
primarias, o ido [M+30]" corresponde a duas composicdes diferentes:
[M+CH;=NH,]" e [M+NOJ".

A estrutura e comportamento dos aductos formados por adicdo de ides imonio
foram discutidos, no caso da glicina, por R.O'Hair, et al 1%, Estes autores
propuseram que a eliminacdo de metanimina a partir do aducto se explicava
assumindo, para tal aducto, uma estrutura de dimero ligado por protdo, no qual,
apos a fragmentacdo o protdo, permaneceria com o fragmento neutro que tivesse

a maior afinidade proténica.

Uma explicagdo semelhante é a que se propde no Esquema 5.12 relativo a 2-
feniletilamina, admitindo, além disso, que a ordem relativa de afinidades
proténicas (PA(CH,=NH) = 204,1 kcal.mol* 1% e PA(2-feniletilamina) = 221,3

kcal.mol* ?'), se mantém, grosso modo, nos compostos deuterados:
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/D CH»
\ N *o== D =*== N 'CH2:ND
I o > —
P D +NDj
m/z 155 m/z 125

Esquema5.12 - Eliminagdo de metanimina-d; pelo aducto [Md2+CH2:ND2]+ da 2-

feniletilamina-d,

Além dos aductos [M+CH,=NH,]", foram também investigados os modos de
fragmentacdo dos seguintes outros: [M+CH,=NHCHzs]" (sinefrina e adrenalina) e
[M+CH>=N(CHs),]" (hordenina).

Os aductos [M+44]" eliminam N-metilmetanimina (CH,=NCHz) por um mecanismo
anélgo ao representado no Esquema 5.12. No caso da adrenalina observa-se
uma eliminacdo de HO, a qual é mais convenientemente racionalizada se se
admitir que o aducto se forma pelo estabelecimento de uma ligagcdo covalente
entre o carbono metilénico do i&o iménio e um grupo nucledfilo do substrato
(concretamente, o atomo de azoto), a que se segue uma transferéncia de protéao

para o atomo de oxigénio do grupo hidroxilo benzilico e a eliminacdo de agua.

No caso do aducto [M+58]" da hordenina, o ido iménio CH,=N(CHs)," € o Unico
fragmento observado no espectro, provavelmente porque, devido ao impedimento
estereoquimico provocado pelos dois grupos metilo, o complexo colisional
formado entre o i@o e a molécula estd tdo fracamente ligado que se cinde

facilmente antes de que qualquer outra reac¢ao tenha lugar.

5.8 - ESPECTROS DE MIKE DOS IOES [M+91]"

De entre as vias de fragmentacdo dos ides [M+91] (Tabela 5.6) observaram-se
trés que sdo comuns a todos 0s substratos e serdo a seguir discutidas em
pormenor: (a) a eliminacdo de amonia (ou de metilamina, no caso da N-metil-2-

feniletilamina); (b) a eliminacdo da molécula M; e (c) a eliminac&o de tolueno.

131



Principais perdas , %
Aminas
NH3 (ou CH3NH,) | M | CeHsCH3 | CgHg | CoH4 | CaHe

benzilamina 82 14 4

2-feniletilamina (a) 90 5 3
N-metil-2-feniletilamina 84 6 10

3-fenilpropilamina 49(b) 20 6(c) 3 3
4-fenilbutilamina (d) 30(e) 14 4(f) 2

(a) - Ha também um sinal am/z 105 (2%) correspondente a perda de benzilamina
(b) - Este produto fragmenta-se depois por perda de C2Ha(m/z 181,17%) e de CsHe (Mm/z 131,5%)
(c) - Este produto fragmenta-se depois por perda de NHs (m/z 117,2%) e de CH2=NH (m/z 105,1%)
(d) - H& também um sinal a m/z 108 (6%) correspondente a benzilamina protonada
(e) - Este produto fragmenta-se depois por perda de C3Hes (m/z 181,33%) e de CeHe (M/z 145,9%)
(f) - Este produto fragmenta-se depois por perda de NH3 (m/z 131,2%)

Tabela 5.6 - Espectros de MIKE dos aductos [M+C;H;]" formados por reaccéo com o

nitrometano

A eliminacdo de amonia é explicavel pela formacdo de um aducto covalente,
resultante de um ataque inicial do catidio GH;" que se assume ter lugar na
posicdo orto do anel benzénico da amina. Na literatura cientifica existem
referéncias, por um lado, a falta de reactividade do catido tropilio com as aminas
105 e, por outro lado, & reactividade do catido benzilo nas mesmas condicées .
Numa forma de reaccéo acido-base intramolecular o grupo amina pode, a seguir,
abstrair o protdo da referida posicdo orto e ocorrer a eliminagdo de amdnia, como

se representa no Esquema 5.13 para os casos da benzilamina e 2-feniletilamina.

No primeiro caso, forma-se um catido benzilo orto-substituido por um grupo
benzilo, e, no segundo caso, ou um ido fendénio orto-substituido por um grupo
benzilo (por via de assisténcia anquimérica na eliminacdo de amonia), ou um
catido 1-fenil-etilo também orto-substituido pelo mesmo grupo benzilo (por via de

uma migracao 1,2 de hidrogénio durante a eliminacgao).
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(CH2)nNH2 + - (CH2)sNH
+
©/ CH,? _— CE 4/
~-H
CH,?
n=12 l

+ +
CH, (CH2)nNHz
| \ -NH3 | \
~—
n=1
Z CH,? Z CH,?

-NH3
n=2

H,C— CH> +
CH,? CHCH3
e/ou ©i
CH,?

Esquema 5.13 - Eliminacdo de NH; pelos ides [M+91]" da benzilamina e da 2-feniletilamina

Com a 3-fenilpropilamina e a 4-fenilbutilamina (Esquema 5.14) pode ocorrer uma
reaccdo acido-base intramolecular semelhante, e a eliminacdo de aménia pode
seguir-se outra de etileno (no caso da 3-fenilpropilamina) ou de propeno (no caso

da 4-fenilbutilamina), ambas em competicdo com uma eliminagao de benzeno.

+
+ - (CH)nNH, N (CH2)nNH3
) _— | P
?
CH,? CHe?
n=3,4
-C,H, (n=3) ou -NHj3, migracdes de H

-CH3CH=CH,; (n=4)

+

"
: :CHz CH(CH2)n2CH3
CH,? /i:[

CH,?
l'CGHs

CH:CH(CH 2)n-3CHE
C[ +

Esquema 5.14 - Eliminacdo de NH; e reaccdes seguintes dos ides [M+91]" da 3-

fenilpropilamina e 4-fenilbutilamina
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O ido [M+91]" da 3-fenilpropilamina também pode eliminar benzeno directamente,
isto €, em competicdo com a eliminacdo, em primeiro lugar, de amonia (Tabela
5.6). Esta competicdo é provavelmente devida ao comprimento particular da
cadeia alquilica, o qual, do ponto de vista entropico, desfavorece a abstracdo
intramolecular do protdo da posicdo orto por parte do grupo amina, sendo ao

contrario favorecida a protonacdo do anel benzénico do grupo benzilo ligado a

(CH2)3NH;
-
+

posicéo orto (Esquema 5.15).

-CeHs
(c\;H2)3 AN (CH2)3NH,
+NH, —-—— |
™ +
\CHZ

Esquema 5.15 - Eliminacao directa de benzeno pelo ido [M+91]" da 3-fenilpropilamina

O catido benzilo orto-substituido resultante pode, como se viu, depois reagir com

0 atomo nucledfilo de azoto e formar finalmente um ido biciclico fundido.

Igualmente interessante é a observacdo de que os ibes [M+91]" da 3-
fenilpropilamina e da 4-fenilbutilamina também podem eliminar directamente
eteno e propeno para originar respectivamente os ides [M+91-C,Hs]" e [M+91-
C3Hg]" (Tabela 5.6). A explicagdo mais plausivel é a de que o catido benzilo
inicialmente pode atacar ndo apenas o anel aromatico mas também formar uma
ligacdo covalente com o atomo de azoto do grupo amina, 0 que, no caso da 3-
fenilpropilamina, se ilustra no Esquema 5.16. Uma subsequente clivagem
heterolitica da ligacdo GN da amina pode levar a formacdo de um complexo

formado por um catido benzilo + etileno (ou, correspondentemente, propeno no
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caso da 4-fenilbutilamina) + benzilamina. Este complexo pode depois eliminar o

alceno e "colapsar” para dar origem a uma molécula de di-benzilamina protonada.

H

" +
CH2_CH2_CH2_N—CH2
Q <] @
H
+
CHj -+ CH,=CH, -+ HoNCH ,

-CoHy

H

+
CHz_ll\i—CHg
H

Esquema 5.16 - Eliminagéo de etileno pelo aducto [M+91]" da 3-fenilpropilamina

Um argumento em apoio do mecanismo acabado de propér € o de que o espectro
de MIKE do aducto [M+91]" da 4-fenilbutilamina contém um sinal relativamente

intenso a m/z 108, sem grandes davidas atribuivel a benzilamina protonada.

Portanto, em contraste com a 3-fenilpropilamina, na qual o ido covalente com uma
ligacdo C-N pode cindir-se sem rearranjos por migracdo de hidrogénios para
produzir o complexo de trés particulas que se representou, na 4-fenilbutilamina tal
ido covalente cinde-se primeiro para produzir um catido 4-fenil-2-butilo e
benzilamina, e depois uma transferéncia de protdo, com eliminacao de 4-fenil2-

buteno, produz a molécula de benzilamina protonada (Esquema 5.17)
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_ *x

+ +
CH,CH,CHCH 3+ - -H,NCH 5 > HyNCH,

.

r *

+
QCHZ. -+ CHy=CHCHj - - H,NCH 2@

-C3Hg

Esquema 5.17 - Eliminacédo de propeno e producado de benzilamina protonada pelo aducto
[M+91]" da 4-fenilbutilamina

Passando a segunda das vias de fragmentacdo dos aductos [M+91]" comuns a
todos os substratos, a eliminacdo de uma molécula da amina com producédo do
fragmento m/z 91 consiste na dissociacdo do aducto para produzir os reagentes
iniciais. Para tal os aductos poderao ter, ou uma estrutura covalente e sem ter
sofrido rearranjos, ou uma estrutura ndo-covalente, caso no qual uma parte dos
catibes C;H;" poderéo, por sua vez, ter uma estrutura de catido tropilio, que,

como ja se referiu, € ndo-reactiva.

N&o sera, no entanto, de excluir que, nos casos da 3fenilpropilamina e da 4
fenilbutilamina, alguns dos iGes-produto C;H;" sejam gerados por eliminacéo de

benzilamina a partir da di-benzilamina protonada, que se forma como se viu nos

Esquemas 5.16 e 5.17.

Quanto a terceira das vias de fragmentacdo dos aductos [M+91]" comuns a todos

0S substratos, a eliminacdo de tolueno, ela deverd provavelmente ocorrer por
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abstracdo de um ido hidreto da posicdo benzilica do substrato por parte do catido
Cs/H;" reagente, tendo isto lugar a partir dum complexo [M+91] com uma
estrutura ndo-covalente. Os produtos [M+91-tolueno] da 3-fenilpropilamina e da

4-fenilbutilamina decompdem-se subsequentemente por eliminacao de aménia.

5.9 - CONCLUSOES RELATIVAS AS REACCOES COM O NITROMETANO

a) O ido mais abundante produzido por ionizacdo quimica do nitrometano € o
catido nitrosilo, NO*, m/z 30. Formam-se também quantidades relativamente altas
do catido nitrometano protonado, CHsNO,H", m/z 62, e quantidades moderadas
do catido metilo, CHz*, m/z 15, e de um ido de m/z 91 com a composi¢io
[CH3NO2+NOJ;

b) Nas reaccdes ocorridas na fonte do espectrometro entre 0 nitrometano e os
substratos 0s principais processos que tém lugar séo os de: (a) transferéncia de
carga, produzindo ides moleculares M”*, que sdo os produtos mais abundantes
no caso dos substratos que possuam grupos funcionais oxigenados na respectiva
cadeia alquilica e também no caso da serotonina; (b) transferéncia de protao, que
€ dominante com a maioria das aminas; e (c) abstracdo de hidreto, que é

dominante com a benzilamina;

c) Os ibes moleculares M”* formados por ionizacdo quimica com nitrometano

comportam-se de uma maneira distinta dos formados por impacto electrénico,

deixando designadamente de ser a clivagem-? o processo dominante de

fragmentacéo;

d) Os espectros de MIKE dos aductos [M+CHs]" revelam que o processo de
metilagdo ocorre preferentemente nos grupos aminicos, ou, quando existam, nos
grupos hidroxilo benzilicos; em ambos os casos verifica-se também uma certa

competicdo com o anel benzénico como outro local possivel de metilacéo;
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e) Os aductos [M+NOJ]" que foi possivel estudar eliminam frequentemente
moléculas de HNO, provavelmente em seguida a uma reacc¢éao inicial ocorrida no
anel benzénico, e aqueles que possuem grupos hidroxilo benzilicos eliminam

agua como um dos processos de decomposi¢cdo dominantes;

f) Os aductos formados por adi¢cdo de ides imonio a moléculas dos substratos
aminicos podem assumir uma de duas estruturas: (i) um dimero ligado por protéo,
o qual se decompde predominantemente por eliminacdo de uma imina; ou (ii) um
complexo covalente formado por ligacdo entre o carbono metilénico do ido e um

grupo nucledfilo do susbtrato;

g) Os aductos [M+C-H;|]"* das arilalquilaminas n&o substituidas no anel
decompdem-se de uma maneira que evidencia trés processos globais
semelhantes em todos 0s casos, nomeadamente: a eliminacdo de amodnia ou
metilamina, a eliminacdo de uma molécula da amina inicial, e a eliminagcdo de

tolueno.
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6 - REACCOES DE ALQUILACAO DE AMINAS EM FASE GASOSA

6.1 - REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

A determinacdo de locais de protonagdo por métodos de ionizacdo quimica
encontra frequentemente a dificuldade de a fragmentacdo dos aductos
inicialmente protonados ser obscurecida pela ocorréncia de processos variados
de transferéncia protonica. A este respeito as reaccdes de alquilacdo podem
apresentar vantagens e sao até, algumas vezes, estudadas como modelos das
reaccdes de protonacdo. O estudo das reac¢Bes da anilina com varios catides,
entre 0os quais o etilo, o i-propilo e o t-butilo, todos formados por técnicas
radioliticas, a pressdes elevadas aproximadamente iguais a 1 atm, mostrou que a
reaccdo nunca ocorre exclusivamente no atomo de azoto mas, pelo contrario,
formam-se sempre também produtos resultantes de uma substituicdo no anel

aromatico, sendo, neste caso, de longe, preferida a posic&o orto 7.

A comparacdo das reaccOes de protonacado, metilacdo e etilacdo da morfolina,
tiomorfolina e 1,4-tioxano foi levada a cabo num trabalho publicado em 1984 em
gue se concluiu que, enquanto que a protonacao tinha lugar por uma ordem
decrescente de preferéncia nos atomos N, S e O (o que foi interpretado como
seguindo as tendéncias conhecidas das afinidades protonicas em geral), ja a
alquilacdo seguia a ordem S>N>O, interpretada como correspondendo a ordem
directa de nucleofilicidades e inversa de electronegatividades .

Os mesmos trés tipos de reaccbes, agora com substratos que eram diversos
compostos aromaticos substituidos, foram também estudados por técnicas de
MS/MS e CID 1%, tendo-se observado que a formacdo de ifes duplamente
carregados, resultantes de uma transferéncia de carga por colisdo com as
moléculas do gas de colisbes, apesar de ser um processo largamente

endotérmico, era muito generalizada:

139



m*t? m? +e 1)

Verificou-se uma predominéancia bastante generalizada dos produtos formados
por reaccao no anel aromatico, relativamente aqueles formados por reac¢cdo com
0s pares de electrbes nédo-ligantes de grupos substituintes, mas a etilacdo da
anilina constituiu uma excepcdo em que a relacdo de abundancias relativas

destes dois tipos de produtos foi a inversa.

Reaccbes especificamente de etilacdo do acetato de etilo, etilbenzeno e p-

etiltolueno foram estudadas num trabalho publicado no mesmo ano que o anterior

10 em que se observou que os aductos formados eliminavam invariavelmente

etileno e, por deuteragédo dos substratos, se pdde concluir que esses aductos, em
vez de terem a natureza de complexos ido-molécula fracamente ligados,

possuiam uma verdadeira estrutura covalente.

O autor que primeiro publicou resultados relativos a utilizagdo do isobutano como
reagente de ionizagdo quimica em espectrometria de massa, em finais da década
de 1960, foi F.H.Field. Num dos artigos da série que assinou apresentou em
particular a variagdo, com a pressédo, das intensidades relativas dos diferentes
ibes formados pelo reagente, verificando-se que abaixo de cerca de 0,16 Torr o
ido de m/z 43 torna-se mais abundante que o catidao t-butilo (m/z 57), enquanto
gue a uma pressao de cerca de 0,70 Torr, ou superior, a mistura € praticamente
monoidnica, contendo apenas o segundo dos referidos catides 1. Neste trabalho
foi estudado também, em particular, o espectro de ionizacdo quimica do acetato
de benzilo, tendo-se observado que a uma temperatura de 196 °C o ido mais
abundante era o de m/z 91, enquanto que a temperaturas mais baixas era o iao
correspondente ao substrato protonado, formado por reac¢éo com o catido t-butilo
acompanhada de uma eliminacdo de buteno. O ido tropilio de m/z 91 foi
caracterizado como o produto de uma reaccéo, de primeira ordem, de eliminacéo
de acido acético a partir do acetato de benzilo protonado, e calculouse as
respectivas constante de velocidade (a 100 °C), e a energia de activacdo, como

sendo, respectivamente, iguais a 1,0 x 10* s e 12,3 kcal.mol™*. Um dos efeitos do
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aumento da pressdao do acetato de benzilo que se observou foi, a uma
temperatura de 178 °C, o aumento da abundéancia relativa de um ido de m/z 181.
Este ido foi identificado como um produto da eliminacdo de &cido acético pelo

aducto resultante da adicdo do ido tropilio ao acetato de benzilo.

O mesmo autor, num trabalho publicado no mesmo ano, desenvolveu o estudo da
cinética da reaccao que, por eliminacdo de acido acético, produz catibes benzilo
para-substituidos com origem em acetatos de benzilo para-substituidos
protonados ‘2. Estudando cinco substratos com substituintes diferentes, além do
acetato de benzilo ndo substituido, verificou haver uma razoavel correlagéo linear
entre os logaritmos das constantes de velocidade da referida reaccdo e as
constantes de Brown ?,° 113 correlacdo da qual apenas os valores

correspondentes ao acetato de para-nitrobenzilo se desviavam acentuadamente.

Usando ainda o isobutano como reagente e, como substratos, desta vez, variados
alcoois, o mesmo autor fez, noutro trabalho, uma comparacdo extensiva dos
respectivos espectros de ionizacdo quimica ', tendo concluido que para os
alcoois mais pequenos, até ao propanol, eram os ides [M+H]" que dominavam os
espectros. Para alcoois maiores, do pentanol para cima, os ides de abundancia
maxima passam a ser os catides alquilo R", cuja origem, nas condi¢cbes em que
trabalhou, o autor considerou ndo ser possivel determinar sem lugar a davidas,
mas para a qual sugeriu dois processos possiveis: a desidratacdo de um ido
molecular protonado, ou a transferéncia de um grupo hidroxilo para o catido t-
butilo. Analisando, ainda, o efeito da estrutura molecular dos substratos sobre a
composicdo dos espectros obtidos, concluiu que a tendéncia para formar aductos
[M+57]" era maior entre os alcoois mais altos e, além disso, superior nos alcoois
primarios em comparacdo com 0s isomeros secundarios. Observou também a
formacdo de aductos [M+39], interpretados como produtos de adicdo entre os
substratos e o catiio GHs*, os quais, embora geralmente pouco abundantes,
mostraram maior tendéncia para se formar com os alcoois secundarios de cadeia

mais comprida.
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Um alcool em particular, o alcool benzilico, foi posteriormente estudado nas suas
reaccbes com o catido t-butilo, com a utilizacdo de técnicas mais modernas,

designadamente a obtenc&o de espectros de MIKE *%°,

Nestas condicoes, e
também com a utilizacdo de substratos diferentemente deuterados, foi possivel
aos autores atribuir a origem de ies [M+39]" ndo a formacéo directa de aductos
entre os substratos e o catido GHs*, nem a desidratacdo de aductos [M+57]
inicialmente formados, mas, de uma maneira muito curiosa, a uma reaccao de
substituicdo de agua no ido [M+H]" efectuada por uma molécula de isobuteno

(Esquema 6.1):

VN /CHs
CH,—0O H=CH,—c* e CH —o...l_i-l-...ﬁl—i2
I \\4 \ 2 |

C
H CHa H H, YHg

M; 108
m/z 165

|

m/z 147

[M+39]"

Esquema 6.1 - Formag&o de um producto [M+39]" por reaccéo entre o alcool benzilico e o

isobutano (adaptado de 115)

ReaccOes de substituicdo aromatica electrofilica, em fase gasosa, entre o catido
t-butilo e 0 meta-xileno foram estudadas num trabalho em que o catido reagente
foi produzido por técnicas radioliticas a partir do neo-pentano, e os produtos foram
analisados por cromatografia de gases !'°. Observou-se que predominatemente
ocorria um ataque do catido t-butilo a uma das duas posi¢cdes orto relativamente a
cada um dos dois grupos metilo existentes, excluindo a posi¢ao situada entre eles
dois, produzindo o 2,4-dimetil-t-butilbenzeno. O facto de, a pressdes mais baixas

de neo-pentano, se verificar a formacao de quantidades maiores do outro produto
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resultante de um ataque inicial meta, designadamente o  3,5-dimetil-t-
butilbenzeno, foi interpretado como o resultado de uma isomerizacédo do complexo
? intermediario, a qual favoreceria a espécie termodinamicamente mais estavel.
Os autores verificaram também que na presenca de uma base suficientemente
forte para desprotonar rapidamente o complexo ? inicialmente formado (como o
NHs3), essa isomerizacdo era contrariada, mesmo em condicdes de pressao

relativamente baixa do neo-pentano, e predominava o produto de substituicdo
orto.

Noutro trabalho, em que o catido t-butilo foi produzido por uma técnica
semelhante, também a partir do neo-pentano e em que a desprotonagdo do
intermediario formado foi efectuada com a assisténcia da trimetilamina como
base, foram estudadas reaccbes em fase gasosa de alguns compostos hetero-
aromaticos . Observou-se que no pirrole e no N-metilpirrole predominava a
substituicdo na posicdo ?, enquanto que no furano e no tiofeno isso se verificava
na posicdo ?, e assinalou-se a marcada diferenca que isto constituia, no caso
dos dois primeiros substratos, relativamente a orientagdo ? predominante nas
reaccOes de substituicdo electrofilica aromatica em fase liquida. Além disso,
enquanto no furano e no tiofeno ocorreram percentagens consideraveis de reacao
tanto no anel como no heteroatomo, nos dois pirroles a reaccdo deu-se
exclusivamente no anel. A facilidade com que o catido t-butilo, para além de
actuar como um acido de Lewis no seu centro de carga positiva, pode ceder um
protdo aos substratos de natureza basica, com eliminacdo simultanea de iso-

buteno, levou estes autores a classifica-lo como um auténtico acido de Bronsted.

A estrutura do complexo [M+57]" formado por reaccéo do catido t-butilo com seis
compostos organicos de funcionalidades variadas (dois alcoois, dois éteres, uma
cetona e um nitrilo) foi discutida num trabalho publicado em 1996 ¥, Os desvios
gue se observou nos gréaficos de Van't Hoff, de variacdo da constante de equilibrio
da reaccédo de formacé&o do complexo com o inverso da temperatura, no intervalo
entre 273 e 673 °K, foram explicados pela existéncia de duas estruturas diferentes

do complexo, designadamente uma covalente, predominante a temperaturas mais
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baixas, e outra electrostaticamente ligada, predominante a temperaturas mais

altas.

No capitulo 1 desta Tese foi apresentado o conceito de afinidade proténica e
brevemente discutidas algumas das suas aplica¢cdes. De uma maneira idéntica, a
afinidade de um substrato M para um catifio X" pode ser definida como o

simétrico da variacdo de entalpia da seguinte reacc¢ao:
M+ X2 MX* 2

As afinidades dos compostos para diversos catides, em fase gasosa, deverao
naturalmente estar correlacionadas com as respectivas afinidades protonicas. Em
particular a correlacdo linear existente no caso do catido metilo, que ja era
conhecida, foi, num trabalho recente, alargada de maneira a incluir também os
catides etilo, i-propilo e t-butilo **° (Figura 6.1):

Afinidades catiénicas vs. afinidades proténicas

1400

1200 /'/)i

.
- //gﬁj
Erg - e
= — ? —

200

=

600 800 1000 1200 1400 1600 1800
AP, kd/mol

catides: « - metilo; - etilo; » - i-propilo; ? - t-butilo

Figura 6.1 - Correlacdo linear entre as afinidades para alguns cati6es e as afinidades

proténicas (adaptado de 119)

Estas afinidades catidnicas foram calculadas a partir de dados termodinamicos

disponiveis na literatura cientifica, e o grupo de compostos escolhido como base
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abrangeu uma gama de afinidades protdnicas muito larga, indo desde 691 kJ mol
1 (H,0) até 1691 kJ mol* (NHy). As afinidades decrescem geralmente ao longo da
série: metilo, etilo, iso-propilo e t-butilo, e as inclinacdes das quatro rectas de
regressdo foram interpretadas como definindo um conjunto de constantes
capazes de caracterizar, de uma maneira tdo conveniente como as constantes ?"
de Taft, relativas a quimica em fase liquida, as propriedades electronicas dos
respectivos substituintes alquilicos.

120 ‘pode ser

O "método cinético", desenvolvido por R.G.Cooks e colaboradores
utilizado para estimar o valor de determinadas grandezas termodinamicas
relativas a reaccfes em fase gasosa. Por exemplo, no que se refere as afinidades
proténicas de dois substratos My e My, elas podem ser estimadas determinando

as velocidades relativas de fragmentacao do hetero-dimero ligado por um protédo
[M1 " 'H""M,], tal como essas velocidades se reflectem nas abundancias relativas

diferentes dos dois ides-fragmento [Mi+H]" e [Mo+H]" medidas num espectro de

MIKE do dimero. Pode mostrar-se que:
In {[M1+H]" / [Mo+H]"} = ?PA / RTes 3)

onde ?PA é a diferenca de afinidades proténicas entre M; e My e T € A

temperatura efectiva que caracteriza o dimero. O conceito de temperatura efectiva
tem uma natureza que se pode considerar como "operacional”, correspondendo a
uma temperatura a qual, em condi¢cdes de equilibrio térmico, o sistema reagente
produziria, com as restantes condicfes experimentais iguais, 0S mesmos
resultados observados na experiéncia em questdo. Esta definicdo foi posta em
paralelo com as de "energia interna efectiva" e de "constante de velocidade

efectiva" 121

Na literatura cientifica tém sido muito discutidas a verdadeira natureza e as

condices de aplicabilidade do método cinético 2% 12 124

, € de entre essas
condi¢des deve salientar-se a obrigacéo de que as duas reac¢des competitivas de

dissociacdo do dimero tenham factores de frequéncia aproximadamente iguais e
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que as energias de activagdo das respectivas reaccdes inversas sejam
aproximadamente nulas. Na pratica estas condi¢cdes serdo cumpridas quando os
dimeros tenham uma natureza de comple xos electrostéaticos fracamente ligados e
ndo sejam observados, no espectro de massa, quaisquer outros sinais para além

dos dois dos ides-complexo.

Quando as condicbes de aplicabilidade ndo forem inteiramente preenchidas,
algumas reaccdes exibem desvios relativamente ao método cinético. Muitas
vezes esses desvios tém podido ser detalhadamente interpretados e justificados,
realgando-se, a titulo de exemplo, um trabalho recente sobre a afinidade de
nitrilos alquilicos para o catido metilo *2°. Neste caso observou-se que a recta de
correlacdo entre afinidades metilicas e protdnicas tinha inclinacdo negativa, e
utilizou-se métodos tedricos de calculo de estruturas moleculares que levaram a
concluir que, por exemplo, o dimero de natureza electrostatica formado pelo
acetonitrilo e o butironitrilo com o catido metilo (TS na Figura 6.2) tem uma
energia potencial muito alta e facilmente colapsa para dar dois isémeros
inteiramente covalentes. Esses isomeros tém uma estrutura tal que em cada um
deles um dos nitrilos esta metilado no atomo de azoto e o outro nitrilo se liga, pelo

seu atomo de azoto nucleofilico, ao atomo de carbono adjacente do primeiro:

En.pot.relativa. kcal/mol

G
LN

35

1.8

0 coord.reaccao

2+5 ;1 C3H;C=NCH;" + CHZCN
7b : H;C3-C(=NCHg)-N=C"-CHj
TS : C3H;,CN " CH3" " NCCHj
7a : HgC-C(=NCH3)-N=C"-C3H;
3+4 : CH3C=NCH;" + C3H;,CN

Figura 6.2 - Curva de energia potencial para a reaccao de transferéncia de metilo entre o

acetonitrilo e o butiroitrilo (adaptado de 125)
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Desta maneira, ao contrario do que exige 0 método cinético, ndo ha uma
interconverséao facil destes dois isbmeros um no outro, uma vez gque as energias
de activacao serdao ambas muito elevadas. Disto resulta que, nos espectros de
CID, a razao das intensidades dos sinais dos dois produtos seja ligeiramente
varidvel com a energia de colisbes, obtendo-se, em particular, com energias de
colisdbes superiores a cerca de 8 eV, resultados que invertem a ordem de

afinidades proténicas existente entre os dois nitrilos.

A protonacdo de arilalquilaminas em fase gasosa tinha sido estudada
anteriormente com utilizacdo de H;O" e NH;" como reagentes 22 Os resultados
mostraram que a protonacdo ocorria preferencialmente no atomo de azoto,
embora também se tenha observado a formacgéo de produtos resultantes de uma
transferéncia de protdo para o anel benzénico ou para um grupo hidroxilo
benzilico. Por outro lado, nos capitulos anteriores desta Tese relativos a
reagentes de ionizacdo quimica positivos (éter dimetilico, borato de trimetilo,
nitrometano) ja foram discutidas as caracteristicas dos aductos [M+CHs]" de
aminas biologicamente activas, formados em cada uma dessas diferentes
condicBes. Julgou-se importante, agora, avaliar de que maneira as conclusdes
apuradas se comparam com o0 comportamento destes substratos nas reaccgdes
com outros catides mais volumosos, designadamente o etilo, o i-propilo e o t-
butilo.

6.2 - CONDICOES EXPERIMENTAIS

Para a producdo dos aductos [M+57]" utilizou-se, como reagente de ionizagdo
guimica, o isobutano (Isobutano N35, Alpha Gaz), a pressfes, medidas na
tubagem de ligacdo do compartimento da fonte a bomba de vazio, de cerca de
1,3x10* Torr, e 200 °C como temperatura da fonte. Nestas condicdes o i&o mais
abundante é o catido t-butilo (m/z 57), e o catido propilo (m/z 43) tem uma

abundancia de cerca de 75% relativamente ao primeiro.
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No estudo dos aductos [M+43] utilizou-se o propano (Linde # 14930037) como
gas de ionizacdo quimica, a pressoes, medidas medidas na tubagem de ligacao
do compartimento da fonte & bomba de vazio, de cerca de 7,5x107 Torr, e 200 °C
como temperatura da fonte. Nestas condi¢es o ido dominante € o catido propilo

(m/z 43), e o segundo mais abundante & o catido etilo (m/z 29) com uma
abundancia de cerca de 55% do primeiro.

Um problema interessante que se colocou aqui foi o da estrutura do catido propilo.
Na literatura cientifica refere-se a possibilidade de existirem, em equilibrio em
fase gasosa, além das estruturas dos catides 1-propilo e 2-propilo, também
outras, correspondentes a duas diferentes formas de ciclopropano protonado **
126 (Figura 6.3):

+ N CH, CH, = CH,
CH3=CH =CH, CH3=CH,=CH, | /CHs | 72
CH, CH,*+H™*

(a) (b) (c) (d)

Figura 6.3 - Diferentes estruturas do catido CsH;" 126

Recentemente, por meio de processos tedricos de Quimica Quantica, foi
confirmada a correspondéncia entre as trés estruturas de energia minima
calculadas e, por ordem crescente de estabilidade, o ciclopropano protonado num
dos vértices, o catiio 1-propilo e o catido 2-propilo **’. As entalpias-padrdo de
formac&o dos dois Ultimos sdo respectivamente de 881 kJ.mol* e de 799 kJ.mol*
192 & por razées de simplificacéo, a estrutura do carbocatido secundario é a Unica

que habitualmente é considerada na maior parte dos estudos publicados *°.

No presente trabalho observouse, em primeiro lugar, que os catides de m/z 43
produzidos nos plasmas de propano e de isobutano sao virtualmente idénticos,
por comparacdo dos respectivos espectros de CID. Em segundo lugar
considerou-se que seria informativo analisar os espectros de CID dos ides imoénio

que se formam por decomposigdo dos aductos [M+43]" de algumas aminas, uma
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vez que se sabe gque, existindo equilibrio entre varias estruturas isbmeras do
catido CsH;" antes da formac&o do aducto, a reacg&do ocorrera apenas com cada
um dos isémeros isoladamente (eventualmente com preferéncia por aquele que
for mais estavel e exista em maior concentracdo) e, assim, a estrutura do isémero

reproduzir-se-ia ha do ido imonio formado por decomposic¢ao posterior do aducto.

Obteve-se um espectro de CID do ido imoénio de m/z 58 formado por
decomposicéo do aducto [M+43] da benzilamina e este espectro foi comparado
com os espectros de CID dos seguintes ides-modelo: (a) ido formado por perda
do radical H a partir do i&0 molecular da npropilamina, e (b) ido formado por
perda do radical CHs’ a partir do ido molecular da tbutilamina, sendo ambos os
ibes moleculares produzidos por impacto electronico. Desta maneira, admitindo
que as estruturas dos dois Ultimos ides sdo respectivamente HbN=CHCH,CHs" e
H,N=C(CHs)," 1%, observouse que o produto da decomposicdo do aducto
[M+43]" da benzilamina n&o coincide com o primeiro. Mas, com base nos

espectros de CID, nao foi possivel confirmar que seja igual ao segundo.

O estudo dos aductos [M+29] foi efectuado utilizando também o propano como
reagente de ionizagcdo quimica, em condi¢cdes de pressao e temperatura idénticas
as que se referiram para os aductos [M+43]". Tinha-se utilizado inicialmente o
metano, mas mudou-se para 0 propano depois de verificar que o catido etilo era
bastante mais abundante no plasma do segundo e de ter comparado os espectros
de MIKE de aductos [M+29] de alguns dos substratos, obtidos com os dois gases
reagentes diferentes, tendo neste caso concluido que, a parte muito pequenas
diferencas nas intensidades relativas de alguns sinais, 0s espectros eram

basicamente idénticos.

Os substratos estudados foram 14 arilalquilainas e 2 indoleaminas escolhidas,
pela sua representatividade, de entre as que figuram na Tabela 1.6. O cloridrato
de N-metil2-feniletilamina foi recristalizado, com acetona/metanol e depois

acetona/éter de petroleo.
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6.3 - ESPECTROS DE MIKE DOS ADUCTOS [M+57]

Os trés processos de decomposicdo que sdo comuns as aminas que nao
possuem um grupo hidroxilo benzilico, com a excepcdo da 2-(4-nitrofenil)-
etilamina, séo (Tabela 6.1, mais adiante) os seguintes:

(a) a eliminacdo de tbutilamina, ou de uma amina equivalente, contendo,
além de um grupo t-butilo, os outros N-substituintes metilicos existentes no
substrato original;

(b) a eliminacdo de aménia ou de uma amina com 0 mesmo tipo de
substituicdo existente originalmente no substrato;

(c) a eliminacéo de uma molécula de iso-buteno.

Na Figura 6.4 reproduz-se o espectro de MIKE do aducto [M+57]" da dopamina
(m/z 210). Este espectro, sendo, por um lado, representativo do comportamento
geral que se estad a descrever, apresenta, por outro lado, um pequeno sinal a
m/z74 (apenas cerca de 3% da corrente ionica total) que provavelmente
corresponde ao i&o t-butilamonio, C4HoNH3":

100 % 154

90

80 5

70 3

60 1

50 -

40 1

" 60 8b 100 120 140 = 160  ‘m/z(EsH |

Figura 6.4 - Espectro de MIKE do aducto [M+C,Hs]" da dopamina
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A eliminagdo de alceno é, em geral, o processo dominante de entre os trés
referidos, e provavelmente ocorrera por transferéncia de um protdo do catido t-

butilo para a amina num complexo ido-molécula activado intermédio.

A eliminacédo de t-butilmina, ou equivalente, pressupfe a formacéo inicial de uma
ligacdo covalente entre o catido t-butilo e 0 &tomo de azoto nucleofilo.

A perda de amonia (ou metilamina, ou dimetilamina, consoante a substituicdo
original do grupo aminico) pode ser explicada de duas maneiras: (a) por ataque
electrofilo do catido t-butilo no anel aromatico, ou (b) também a partir do mesmo
complexo ido-molécula que sofre a eliminacdo de alceno, por "colapso” entre o
alceno e o carbocatido restante apos a saida da molécula de amdnia ou amina.
Destas explicacfes, a primeira parece estar mais de acordo com as intensidades
dos picos respectivos observados nos espectros de MIKE da N-metil2-
feniletilamina (42%) e da hordenina (73%): a substituicdo por grupos metilo no
grupo aminico aumenta consideravelmente o impedimento estereoquimico que
dificulta a aproximacéo do catido t-butilo, ja por si bastante volumoso, ao atomo

de azoto.

No Esquema 6.2 representa-se 0 conjunto de mecanismos propostos atras,

relativamente a uma 2 -feniletilamina genérica, mono-substituida no anel:

H
" -CiHgNH,
N C(CHg); —
H R
R
(a)/( + CHo |* -NH CH
+ CH * v s 3
NHz + (b) NHg - 1T 2 / HaC™ “CHg R
@N + C(CH3); —> O\/ Hsc/C\CHa
R
R
N
_C4}\ ©/vNH3
\ R
© i~ NH2  -NH3
oo —
R C(CHa)s R C(CH3)s

Esquema 6.2 - Reaccdo do catido t-butilo com uma 2-feniletilamina genérica substituida no
anel
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Na Tabela 6.1 apresentam-se as abundancias relativas dos produtos de
decomposicdo mais importantes dos aductos [M+57] de todo o conjunto de

aminas estudado:

Substratos Principais perdas, %
C4Hg | C4HgNH, [ NH3; | H,O
benzilamina 30 10 -
2-feniletilamina 55 8 6
3-fenilpropilamina 69 3 10
4-fenilbutilamina 57 3 5
N-metil-2-feniletilamina 58 - 42 (b)
2-(4-fluorofenil)-etilamina 69 15 10
2-(4-nitrofenil)-etilamina 53 - -
tiramina 66 26 -
2-(4-metoxifenil) -etilamina 61 31 2
hordenina 20 4 (a) 73 ()
dopamina 78 12 7
octopamina 5 - - 91
sinefrina 12 . - 82
nor-adrenalina 2 . - 88
triptamina 30 42 16
serotonina 41 39 9
(@) C4HoN(CHs), (b) CH3NH, (c) (CHg)2NH

Tabela 6.1 — Espectros de MIKE dos ides [M+57]" de algumas aminas

Na 2-(4-nitrofenil)-etilamina o processo de decomposicdo mais importante a
seguir a perda de alceno é a eliminacdo de uma molécula de t-butanol. A
explicacdo podera residir no facto de no grupo nitroilo os atomos de oxigénio
serem um local preferencial de ataque pelo catido t-butilo. A formacdo de um
complexo ido-molécula intermediario, seguida da abstracdo de hidreto do carbono
benzilico, originara, além da eliminacdo do alcool, a formacédo de um ido-produto

estabilizado por ressonéancia (Esquema 6.3):

152



*
NHz Al X+
O§+ IA\ NHz =+ O— C(CH3)3 - C4HoOH = NH,
< B~ +
o o= O=N

N c(CHa)s

m/z 223 m/z 149

Esquema 6.3 - Eliminacé&o de t-butanol pelo aducto [M+57]" da 2-(4-nitrofenil)-etilamina

Com as trés aminas que possuem um grupo hidroxilo benzilico (octopamina,
sinefrina e nor-adrenalina) a eliminacdo de HO é o processo dominante (82 a
91% da corrente idnica total), observando-se ainda nos seus espectros, além da
eliminacdo de isobuteno (2 a 12%), sinais correspondentes a eliminacoes

consecutivas de C4Hg e de H>O (ou a uma eliminacgéo unica de C4HygOH).

Em cada uma das duas indoleaminas (triptamina e serotonina), observou-se, além
das eliminacbes registadas na Tabela 6.1, também um sinal a m/z 86, com
intensidades relativas de respectivamente 8% e 4%, correspondente

provavelmente a formacéo do ido iménio CH,=NHC4Hg".

6.4 - ESPECTROS DE MIKE DOS ADUCTOS [M+43]"

Os trés processos de fragmentacédo que tém uma contribuicdo maior (83 a 100%)
para a corrente i6nica total dos espectros de MIKE dos aductos [M+43]" das
aminas sem grupo hidroxilo benzilico (Tabela 6.2) sdo os mesmos que 0s

discutidos na secgado anterior para os aductos [M+57].

Existe, no entanto, uma diferencga significativa na importancia relativa de cada um
desses processos, pois, no caso dos iBes [M+43]", o processo dominante é a
perda de propilamina (ou de uma amina substituida equivalente), contrariamente

ao observado para os ides [M+57]" em que a perda de alceno é a dominante.

O Unico composto que ndo segue este padrao geral de fragmentacdes é a 2-(4-

nitrofenil)-etilamina, para a qual a perda de alceno continua a ser o processo de
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decomposicdo dominante provavelmente devido a um ataque preferencial pelo
catido CzH;" num dos dois atomos de oxigénio do grupo nitroilo, como também foi

referido anteriormente a propésito da eliminacéo de t-butanol pelo aducto [M+57]"

desta amina.
Substratos Principais perdas, %
C3He | CsH/NH, [ NH3 | H,O
benzilamina 3 91 -
2-feniletilamina 16 68 14
3-fenilpropilamina 32 15 42
4-fenilbutilamina 14 37 28
N-metil-2-feniletilamina 12 11 (a) 77 ()
2-(4-fluorofenil)-etilamina 19 69 12
2-(4-nitrofenil)-etilamina 81 6
tiramina 1 95
2-(4-metoxifenil)-etilamina 95 3
hordenina 6 (b) 92 (d)
dopamina 3 86 4
octopamina 70
sinefrina 84
nor-adrenalina 5 50
triptamina 48 20
serotonina 42 41
(a) CH3NHCzH;  (b) (CH3),NC3H7 (c) CH3NH; (d) (CHs)2NH

Tabela 6.2 - Espectros de MIKE dos ides [M+43]" de algumas aminas

O impedimento estereoquimico na N-metil-2-feniletilamina e na hordenina faz com
que, tal como também se observou com os aductos [M+57]", a perda de uma
amina com o grau de substituicdo existente no grupo aminico original do substrato
(i.e. CHsNH, e (CHs),NH) origine, no espectro de MIKE dos aductos [M+43]", ibes
de abundancias relativas de, respectivamente, 77% e 92%, bastante superiores

as observadas com as outras aminas.
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Nas arilalquilaminas que possuem um grupo hidroxilo benzilico a eliminacdo de
H,O é sempre, de longe, o processo de decomposicdo dominante. A nor-
adrenalina apresenta uma eliminacédo de propeno, mas a sinefrina, com o grupo

aminico mais impedido estereoquimicamente, significativamente ndo a apresenta.

A formacdo de ides imonio CH,=NHC3H;" (m/z 72) é observada ndo s6 com a
triptamina (7%) e a serotonina (2%) mas também com a 2-feniletilamina (2%) e a
dopamina (2%). Este processo pode explicar-se por um ataque inicial do catido
propilo ao atomo de azoto, seguido de uma transferéncia 1,5 de um protéo para o
anel aromatico. No caso da benzilamina, com menos um &tomo de carbono na
cadeia alquilica do que as anteriores, 0 ido imonio formado é o de m/z 58 (6%), e
0 mecanismo desta reaccdo deverd ser analogo ao anterior mas com uma

transferéncia de um protéo desta vez proveniente do grupo propilo.

6.5 - ESPECTROS DE MIKE DOS ADUCTOS [M+29]

Os espectros de MIKE dos ides [M+29]" que se p6de obter com um grau de
reprodutibilidade considerado suficiente mostram que, na decomposicdo desses
ibes, estdo presentes alguns dos processos que ja foram analisados a propésito
dos ides [M+57]" e [M+43]" (Tabela 6.3).

Desta tabela pode concluir-se que nestas aminas (que, todas elas, ndo possuem
um grupo hidroxilo benzilico) o principal modo de fragmentacdo dos aductos
[M+29]" é a eliminacdo de etilamina (ou metilamina no caso da N-metil2-

feniletilamina).

Em principio, o processo acabado de referir significa uma preferéncia pelo atomo
de azoto como local de ligagdo inicial do catido C,Hs*, embora outra origem
possivel para os ides de massa M+29-45 também pudesse ser a de duas
eliminacbes sucessivas de NHz e de C,H4. De facto com a 3-fenilpropilamina e a

dopamina os espectros de MIKE dos ifes [M+29-NHz]" contém sinais
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correspondentes a uma eliminacdo de GH,; sendo mesmo

intenso no caso da dopamina.

esse o sinal mais

Principais perdas, %

Substratos
C,H4 | CoHsNH, | NHs
2-feniletilamina - 86 1
3-fenilpropilamina 3 53 14
4-fenilbutilamina - 53 5
N-metil-2-feniletilamina - 89 (a) 2 (b)
2-(4-fluorofenil) -etilamina - 78
2-(4-nitrofenil)-etilamina - 81 3
2-(4-metoxifenil)-etilamina - 5 2
dopamina 5 61 10
(2) GHsNHCH3  (b) CH3NH;

Tabela 6.3 - Espectros de MIKE dos i6es [M+29]+ de algumas aminas

No caso da 3-fenilpropilamina observou-se também que o espectro de MIKE do

iAo [M+29-45]" continha, por sua vez, como sinal mais intenso, o do i&o m/z 91,

correspondente a uma eliminacdo também de C,H,. Uma vez que a estrutura do

id0 [M+C,Hs-NH3-CoH4]" dificilmente € compativel com a possibilidade de uma

segunda eliminagcdo de etileno, deve conclui-se que com esta amina

provavelmente se formardo dois ides [M+29-45]" distintos, provenientes de

reaccgdes iniciais com o catido C,Hs" em locais diferentes: num dos casos reacgao

inicial no &tomo de azoto, com eliminacao posterior de etilamina (M; 45); no outro

caso reaccao inicial no anel benzénico, com eliminacdes posteriores sucessivas

de NH3 (M; 17) e de etileno (M, 28).

Os respectivos mecanismos representam-se no Esquema 6.4:
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+ - -CoH
NH2C2H5 C2H5NH2 CaHg 179
> 4 —— e m/z 91
CoHs"
/ m/z 164 m/z 119

2
My 135 \
CzHs" + +
NHz - NH3 -CoHy CHz
H<’ R —_—
CzHs C2Hs

CzHs

m/z 164 m/z 147 m/z 119
[M+29-45] *

Esquema 6.4 - Formacé&o de dois ides [M+29-45]" na reaccédo da 3-fenilpropilamina com o

catido CoHs"

6.6 - COMPARACAO GLOBAL DAS REACCOES COM OS TRES CATIOES
ALQUILO

Da discussao efectuada nas trés seccbes anteriores (6.3, 6.4 e 6.5) tera
ressaltado uma certa regularidade de comportamentos nas reaccées com o0s trés
diferentes catibes. Também se pode dizer que essa regularidade é mais

claramente definida no que diz respeito aos catides propilo e t-butilo.

Os graficos das Figuras 6.4, 6.5 e 6.6, que dizem respeito a esses dois catides e
unicamente as arilalquilaminas sem grupo hidroxilo benzilico, representam uma
maneira de comparar, para cada um dos trés processos equivalentes de

decomposicgao, os resultados obtidos com os dois reagentes diferentes.

N&o se incluiu nesta comparacdo as aminas com um grupo hidroxilo benzilico
porque, como ja se referiu, com elas a eliminacdo de agua é de longe o processo
sempre dominante, registando-se adicionalmente apenas pequenas quantidades
de produtos de eliminacdo de alceno, e sendo, neste caso, as de isobuteno

(aductos [M+57]") mais abundantes que as de propeno (aductos [M+43]").
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Eliminacdo de uma alquilamina
pelos aductos [M+R]+, 1(%)

100
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benz fea fpa foa mfea ffea tr meofea hord dopa

—+~ C3H/NH2 —*- CAHINHZ2

Figura 6.5 - Eliminag&o de uma alquilamina pelos aductos [M+57]" e [M+43]"

Eliminacao de alceno
pelos aductos [M+R]+, (%)
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Figura 6.6 - Eliminacdo de um alceno pelos aductos [M+57]" e [M+43]"
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Eliminacdo de amodnia
pelos aductos [M+R]+, 1(%)

100

benz fea fba fba mfiea fféa tir —me(')fea hc;rd doipa

== C3H7+ -=- C4H9+

Figura 6.7 - Eliminacdo de aménia (amina) pelos aductos [M+57]" e [M+43]"

Da observacédo dos gréficos podem destacar-se trés aspectos: em primeiro lugar,
0 paralelismo, embora grosseiro, das duas linhas em cada gréfico, significando
uma grande semelhanca de comportamentos das diversas aminas com os dois

diferentes catioes.

Em segundo lugar, a predominéncia da eliminagdo de uma alquilamina, no caso
dos aductos [M+43]", e de alceno, no caso dos aductos [M+57]". A explicacdo
desta diferenca poder4a ser, em certa medida, o menor impedimento
estereoquimico que facilita a ligacdo do catido GH;" ao atomo de azoto em
comparacdo com a do catido t-butilo, no que diz respeito a eliminacdo de uma

alquilamina.

E, em terceiro lugar, as diferencas nas abundancias relativas dos produtos com
cada um dos dois reagentes diferentes, expressas pelo afastamento entre as
duas linhas dos gréaficos, que sao, na eliminacdo de amonia, muito menores do

gue nas outras duas reaccoes.
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Uma vez que a reaccao de eliminagdo de alceno é acompanhada da formacéo de
um ido [M+HJ', nota-se que, entre algumas aminas, a ordem crescente de
abundancias dos produtos dessa reaccdo acompanha a ordem crescente das
afinidades proténicas, sendo isso mais patente com o catido t-butilo (veja-se por
exemplo a série benzilamina, 2feniletilamina, tiramina, dopamina, referida por
ordem crescente das PA's). H&a, no entanto, excepcdes a esta regra. Uma delas é
a do par formado pela 2-(4-metoxifenil)-etilamina e a dopamina, com a mesma

rl 21

afinidade protonica de 934 kJ.mo , mas onde a reacc¢éo de eliminacao de iso-

buteno € relativamente mais importante no caso da segunda das duas.

Os gréficos das Figuras 6.8 e 6.9 , relativos respectivamente aos aductos [M+43]"
e [M+57]", ilustram, por seu lado, cada um deles, a competicdo entre os

processos de decomposicédo por eliminacdo de uma alquilamina e de amoniaco:

Eliminacéo de propilamina e de amédnia
pelos aductos [M+C3H7]+, 1(%)

100

l\ /R\

80 % I
7\ / \

60 / \ / \

/// \\\ // \\\
A / \ / \
40 / S~ 7 \\ / \\
d ¥ \ / \
20 N ‘\ // X
" AV LN / \/ \
(ﬁ/// : : : : : S + : }.'
benz fea fpa fba mfea  ffea tr meofea hord dopa

—+- C3H7/NHZ2 - NH3

Figuras 6.8 - Eliminacdes de propilamina e de aménia pelos aductos [M+43]"
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Eliminac&o de butilamina e de aménia
pelos aductos [M+C4H9]+, 1(%)

80

6 0 /I \\

/
0 t t + * + ” _"——# + +
benz fea fpa foa mfea ffea tir meofea  hord dopa

" C4H9NH2 ™~ NH3

Figuras 6.9 - Eliminacdes de butilamina e de aménia pelos aductos [M+57]"

As razdes de impedimento estereoquimico, que ja foram abordadas na seccao 6.3
deste capitulo e dificultam a reaccéo inicial do catido no atomo de azoto,
encaminhando-a, preferencialmente, para o anel aromatico, levam a que a
N-metil-2-feniletilamina e a hordenina correspondam, nos dois gréaficos anteriores,
a maximos relativos das abundancias dos produtos de eliminagdo de amoénia e

minimos relativos dos produtos de eliminacdo de uma alquilamina.

6.7- AFINIDADES RELATIVAS PARA O CATIAO PROPILO

De acordo com o que refere a literatura cientifica sobre a aplicabilidade do
método cinético a determinacdo de afinidades relativas para outros catides que
nao o protdo, podem ocorrer duas situacfes distintas quando se procura uma

correlacéo entre In ([M+catido]" / [Mes+catido]") e a afinidade proténica de M:

(1) a correlacéao € linear e o declive da recta € positivo;

(2) a correlacao é linear e o declive da recta é negativo.
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A amina escolhida para servir de referéncia foi a 2-feniletilamina, por duas razées:
por um lado, o facto de possuir relacdes estruturais ao mesmo tempo com as
fenilalquilaminas ndo substituidas e com as ariletilaminas diversamente
substituidas; por outro lado, o de possuir um valor de afindade protonica (925
kJ.mol'!) que se situa, convenientemente, num ponto intermédio do intervalo
definido pelo conjunto de todos os valores até agora determinados para as

1

arilalquilaminas (minimo de 907 kJ.mol! para a benzilamina %> e maximo de

959 kJ.mol* para a sinefrina ?%).

A Tabela 6.4 apresenta os resultados relativos aos espectros de MIKE dos
dimeros [M1+M,+43]" de diferentes pares de aminas, mantendo constante a
presenca da 2-feniletilamina (M;) em cada par. No grafico da Figura 6.10 estédo
representados estes resultados, de acordo com o formalismo do método cinético.
E impossivel, dada a dispers&o dos pontos, tirar qualquer conclusdo solida sobre

o tipo de correlacao e sobre o declive.

_ In (i2/i1)

amina 1 2 3 4 | méd. | d.pad. PA
2-(4-nitrofenil)-etilamina | -0,61 | -0,16 -0,39( 0,32 904
benzilamina -0,62| -0,66 -0,64| 0,03|907
2-(4-fluorofenil)-etilamina | -1,36 | -0,30 -0,83| 0,75(919
tiramina -2,09(-1,95]| -1,86 -1,97( 0,12]928
2-(4-metoxifenil)-etilamina | -1,23 | -1,37 -1,30| 0,10(934
dopamina 0,68| 0,51| 0,48 0,56| 0,11]|934
3-fenilpropilamina 3,30| 3,17 2,78 3,08| 0,27 (945
4-fenilbutilamina 1,31 1,44| 1,39|1,03| 1,29 0,18|950
N-metil-2-feniletilamina 0,99| 0,67| 0,68 0,78| 0,18 950

i,= intensidade relativa do sinal correspondente a [M,+43]"

i;= intensidade relativa do sinal correspondente a [M;+43]"

Tabela 6.4 - Espectros de MIKE de dimeros [M;+M,+43]" de diferentes pares de aminas em

qgque M; é a 2-feniletilamina
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Afinidades relativas p/catido propilo
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fJa
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PA, kd/mol

Figura 6.10 - Afinidades relativas para o catido propilo, tomando como referéncia a 2-

feniletilamina, em funcao das respectivas afinidades proténicas

No entanto, a observacdo dos valores da Tabela 6.4 mostra que, a excepcao da
tiramina e da 2-(4-metoxifenil)-etilamina, as afinidades relativas para o catido
propilo aumentam a medida que as afinidades proténicas também aumentam, o
gue tem sido sugerido, na literatura cientifica, como indicando que os
heterodimeros formados pelas diferentes aminas com a 2-feniletilamina tém uma
natureza semelhante a dos heterodimeros [M;+M,+H]*, ou seja, a interacgdo

entre as moléculas neutras e catido é de natureza electrostatica.

6.8 - AFINIDADES RELATIVAS PARA O CATIAO T-BUTILO

Para este catido, tomando igualmente como referéncia, em cada par de aminas, a
2-feniletilamina, realizaram-se ensaios em condi¢cdes semelhantes as do catido

C3H7". Os resultados apresentam-se na Tabela 6.5:
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aminas In(i2i1) PA

1 2 3 4 |méd.|d.pad.
benzilamina 1.75(1.39|2.7711.28(1.79| 0.68 |907
2-(4-fluorofenil)-etilamina| 1.24 | 1.49 | 0.95 1.23| 0.27 |919
tiramina -1.25|-0.47|-0.11 -0.61| 0.58 |928
dopamina 1.4711.41|1.70 1.53| 0.16 (934
3-fenilpropilamina -2.13|-1.77|-1.84(-2.07|-1.95| 0.17 (945
N-metil-2-feniletilamina [-0.76|-1.75(-2.16|-2.29(-1.74| 0.69 |950

i,= intensidade relativa do sinal correspondente a [M,+57]"

i;= intensidade relativa do sinal correspondente a [M;+57]"

Tabela 6.5 - Espectros de MIKE de dimeros [M;+M,+57]" de diferentes pares de aminas em

qgue M; é a 2-feniletilamina

A procura de uma correlacdo entre as afinidade relativas para o catido t-butilo e

as afinidades protonicas de cada amina da, por sua vez, origem ao grafico da
Figura 6.11:

Afinidades relativas p/catiao t-butilo

30

2,0 t
ek dopla

fieq

10

0,0

In (i2/i1)

tjr

mefea

895 900 905 910 915 920 925 930 935 940 945 950 955
PA, kJ/mol

Figura 6.11 - Afinidades relativas para o catido t-butilo, tomando como referéncia a 2-

feniletilamina, em funcao das respectivas afinidades proténicas
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Neste grafico a dispersdo dos pontos ndo € tdo grande como no caso anterior,
podendo observar-se, se se exceptuar o ponto relativo a dopamina, uma
tendéncia para a existéncia de uma correlagdo linear de declive negativo.
Portanto, e inversamente ao que se observou com o catido C3zH;", a medida que a

afinidade proténica aumenta a afinidade relativa para o catido t-butilo diminui.

Uma situacdo semelhante a esta ja foi, algumas vezes, descrita na literatura
cientifica, podendo citar-se em particular o trabalho sobre as afinidades relativas
de nitrilos para o catido metilo ja referido na Revisdo da Bibliografia deste

capitulo, e o resumo que af se fez 1%,

Este tipo de comportamento pode significar que ocorra, ndo a formagao de um
hetero-dimero de natureza electrostatica, mas eventualmente a de dois aductos
diferentes de natureza covalente, com a mesma razdo massa/carga que o referido
dimero. Tomando, como exemplo mais simples, o par benzilamina /

2-feniletilamina, as estruturas possiveis desses dois aductos séo ilustradas na

Figura 6.12:
NH,
H,
NT /\/O +
NH, NH,
H “ )
CHs CHj
e CHs He  CHs

(@) (b)

Figura 6.12 - Estruturas de dois aductos covalentes possivelmente formados na reacc¢éo do

catido t-butilo com o par benzilamina / 2-feniletilamina

6.9 - CONCLUSOES RELATVAS AS REACCOES DE ALQUILACAO DE AMINAS

As experiéncias efectuadas com um grupo representativo de aminas e com 0s

catides t-butilo, propilo e etilo permitem tirar as seguintes conclusoes:
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a) O catidao propilo formado nos plasmas de propano e de isobutano existe na
forma de diversas estruturas em equilibrio, sendo provavelmente a mais

abundante aquela que corresponde ao carbocatido secundario de cadeia aberta;

b) Os aductos formados entre as aminas e os trés diferentes catibes tém formas
de decomposicdo com semelhancas gerais que sd&o muito acentuadas

especialmente nos casos dos catides propilo e t-butilo;

c) Os processos globais de decomposicéo dos referidos aductos permitem reunir
as aminas estudadas em dois grupos com comportamentos caracteristicos e que
sdo, designadamente: o das arilalquilaminas e indoleaminas sem um grupo
hidroxilo benzilico - cujos aductos se decompdem por eliminacdes de alceno, ou
de uma alquilamina, ou de amoénia (amina) -, e o das arilalquilaminas com um
grupo hidroxilo benzilico que eliminam predominantemente agua; a 2-(4-

nitrofenil)-etilamina tem um comportamento especial distinto dos dois anteriores;

d) A aplicagdo do método cinético a determinagdo de uma escala de afinidades
relativas das aminas para os catides propilo e t-butilo encontra dificuldades que se
traduzem no limitado grau de repetibilidade dos ensaios e conduz a resultados
gue, em alguns casos, parecem inverter a ordem relativa de afinidades
proténicas, 0 que, por sua vez, podera significar que em vez de heterodimeros de
natureza electrostatica se formam predominantemente estruturas diméricas

covalentes.
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7 - REACCOES COM O ANIAO RADICAL OXIGENIO EM FASE GASOSA’

7.1 - REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

O anido radical oxigénio, O”, reage em fase gasosa com 0s substratos organicos
de modos diversos que podem ser classificados como: (a) abstraccdo de um
atomo de hidrogénio; (b) abstraccdo de um protéo; (c) abstrac¢cdo de um catido-
radical molecular de hidrogénio, H2?+; (d) substituicdo de um atomo de hidrogénio;

e (e) substituicdo de um grupo alquilo *.

07 +M? OH + [M-HJ’ (a)
O” +M? OH®+[M-H] (b)
07 +M? H0 + [M-2H]” (c)
07 +M? [M-H+O] + H’ (d)
07 +M? [M-R+O] + R’ (e)

Estas reaccbes foram objecto de um extenso artigo de revisdo publicado em
1992 % De entre os compostos organicos que tém sido tema de trabalhos
publicados na literatura cientifica e que possuem semelhancas estruturais com 0s
substratos que sdo objecto de estudo nesta Tese, podem destacar-se xilenos,
derivados halogenados do benzeno e outros compostos aromaticos simples,
fluorotoluenos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, alcoois, éteres

alquilpentafluorofenilicos, ésteres e aminas alféaticas.

Com xilenos e outros compostos aromaticos, Bruins et al. concluiram que o

produto mais abundante das reac¢cdes com o anido radical oxigénio era

? Cardoso, A.M., Ramos, L.E., Ferrer-Correia, A.J., "Gas Phase Reactions of the Oxygen Radical
Anion with Arylalkylamines”, Int.J.Mass Spectrom., 210/211, 563, 2001, em parte
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frequentemente o ido [M-H], resultante de uma abstracéo de protdo **°. Em
particular, na reaccdo com o para-xileno formou-se também cerca de 16% de um
produto [M-H+O] , e este, com a 2-metilpiridina foi mesmo o mais abundante. Os
autores demonstraram que, nestes ides, o atomo de hidrogénio abstraido
provinha de anel benzénico. Por outro lado, na origem do produto [M-2H]",

geralmente também abundante e que é o pico-base no espectro do meta-xileno,
estaria a abstracdo de um protdo ou de um atomo de hidrogénio, separadamente,
de cada um dos dois grupos metilo. Estes autores ainda registaram que, com 0s
fluorotoluenos, este ultimo produto se formava em quantidades maiores do que
com o proprio tolueno.

Os quatro alquilbenzenos GHio, que incluem os trés isbmeros do xileno e o
etilbenzeno, foram objecto de um trabalho em que se obsevou que as propor¢des
dos diferentes productos variavam com a quantidade de amostra introduzida **, e
se demonstrou que a causa dessa variacao seria sobretudo a ocorréncia de uma
reaccdo secundaria entre o substrato e o ido hidroxido, como se vé na seguinte

sequéncia:

o7 + CgHig ? OH + CgHg?

OH- + CgHi0? HO + CgHg-

Desta maneira, a quantidade de produto [M-H] aumentava com a quantidade de

amostra introduzida enquanto que a quantidade de produto [M-H+O] se

mantinha, ou até decrescia ligeiramente. A quantidades maiores de amostra

corresponderam resultados que, segundo o0s autores, confirmaram outros
anteriores relativos a xilenos, entre os quais alguns ja aqui referidos **.

Na reacdo de diversos anides, entre os quais OH e NH,, com o

pentafluoroanisole, GsFsOCHjs, Ingemann et al. observaram que podem ocorrer
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trés tipos de reacgbes: (a) uma ipso-substituicio no atomo de carbono que
contém o grupo metoxilo; (b) uma reaccdo de subsituicdo nucledfila do tipo Sy2

no atomo de carbono daquele grupo; ou (c) uma reaccdo de substituicdo
aromatica nucleofilica num dos atomos de carbono contendo &tomos de fltior 2.

(Esquema 7.1)

F F
+  CH,YH
S\2 F F
/ F
OCH; HY~__-OCHs Y
F F ipso F F F F
+ HY — — + CHZOH
F E F F F F
F F F
(Y=0,180, NH) \ CHs
SnAT F F
+ HF
F F

Esquema 7.1 - Reaccdes de anides HY com o pentafluoroanisole (adaptado de 132)

Destas trés reacc¢Oes, a Ultima seria aparentemente a mais favorecida com um
grupo muito variado de anifes poliatbmicos. Mas, especificamente com o anido
radical oxigénio, os autores observaram, por um lado, que a substituicdo
nucledfila bi-molecular era a reac¢do predominante e, por outro lado, que podiam

também ocorrer processos diversos de transferéncia de carga.

133

Matimba et al. estabeleceram que as reacc¢des do anido radical oxigénio com

benzenos mono-substituidos CgHsX (X=F, CI, CN) ocorrem, em certa medida, por
um processo de transferéncia de H”* que se traduz numa eliminacdo de HO
(Esquema 7.2, para o fluorobenzeno), tendo estimado a acididade dos radicais
CsHsX' como sendo de 1565 e de 1554 kJ mol?, respectivamente para X=F e
X=Cl.
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F
j I HO \
F
© + 07 — © HO e CHsF + HO
F * /

HO

Esquema 7.2 - Reac¢des do fluorobenzeno com o aniéo radical oxigénio (adaptado de 133)

A reaccéo do anido radical oxigénio com o tolueno foi estudada detalhadamente
por Vouros et al.,, que concluiram que se formavam dois produtos [M-H+OJ]
diferentes, designadamente um com uma estrutura de anido benziléxido e outro
com uma estrutura de anido orto-fendxido ***. O mecanismo que foi proposto para
a segunda destas reaccdes envolve passos sucessivos de expansao e contraccao

do anel hexagonal (Esquema 7.3):

CH,0~ Ha

Esquema 7.3 - Formacéo de dois produtos [M-H+O] na reacc¢ao do tolueno com o aniéo

radical oxigénio 134
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Num trabalho publicado em 1991 estudaram-se as reaccdes de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos com o anido radical oxigénio, tendo este sido gerado por
ionizacdo quimica duma mistura de O/N,O **°. Em particular, observou-se aqui
gue o produto [M-H+O] foi o de abundancia maxima no caso dos trés seguintes

substratos: naftaleno, 2-metilnaftaleno e 2-cloronaftaleno.

De 1980 é um trabalho em que foram estudados numerosos alcoois, e em que se
observou com os élcoois primaros a formacdo de trés produtos principais,
respectivamente [M-1], [M-2] e [M-3] . O primeiro, mais abundante, foi
identificado como um ido alcéxido resultante da abstraccdo do hidrogénio

hidroxilico, e o terceiro como correspondendo a eliminacdo de mais dois atomos

de hidrogénio ligados aos dois atomos de carbono de posicoes ? e ?
relativamente aquele que contém o grupo hidroxilo. Nos alcoois secundarios, a
formac&o de produtos [M-1] e [M-3] é acompanhada de outros de massas M-17,

M-31, etc., que os autores identificaram como correspondendo a eliminacédo de

moléculas homdlogas de alcanos a partir do referido ido alcoxido.

Num trabalho datado de 1976 estudaram-se, além de diversas cetonas, também o
acetaldeido e o acetato de metilo *’. Os autores n&o observaram a formacéo de

produtos [M-H+OJ e, relativamente ao éster referido, foram as seguintes as
abundancias relativas dos produtos formados: [M-H], 100%; CHsCOO", 17%,;
produto nado identificado de m/z 58, 5%; [M-H,]", 4%. O anido acetato é um

produto do tipo [M-R+OJ, em que o radical substituido tera sido o metilo, e os
autores sugerem, por outro lado, que a formacao do produto [M-H,] ° ocorre por
abstraccéo de dois atomos de hidrogénio do atomo de carbono em posi¢cdo ? em

relacdo ao grupo carbonilo da funcéo de éster.

Esteres metilicos de acidos gordos, e ainda triacilgliceréis, foram objecto de um
estudo publicado em 1994 no qual, relativamente aos primeiros, se concluiu

existir uma diferenca entre os saturados, de comprimentos de cadeia entre Cs e

Cs, para os quais o produto mais abundante foi o anido carboxilato RCO, , e os
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mono-insaturados, de comprimentos de cadeias Cig ou Cy, em que o produto

mais abundante foi o ido molecular desprotonado [M-H] %8,

Um resumo de outro trabalho em que foram também ésteres os compostos
estudados foi apresentado mais recentemente, e o anido radical oxigénio foi,
neste caso, produzido por ionizacdo quimica de uma mistura N,O/He °.
Trabalhou-se com ésteres alquilicos e arilicos do acido benzdico, e observouse
um conjunto variado de reacc¢bes que, além das de formacdo de produtos [M-
H+OJ e [M-R+OJ, incluiram também a de decomposi¢cdo do aducto tetraédrico
inicialmente formado, para produzir, ou 0 anido benzoato, ou um aniao alquil/aril-

carbonato.

O mesmo grupo de autores do estudo acabado de referir publicou posteriormente
um trabalho mais desenvolvido relativo apenas ao benzoato de metilo, no qual a
técnica de FTICR e a utlizacdo de substratos diversamente marcados
isotopicamente permitiu esclarecer os mecanismos de varias das reaccdes
observadas, das quais as mais importantes se concluiu iniciarem-se com o ataque
nucleofilico do anido-radical oxigénio ao atomo de carbono carbonilico ou ao anel

0

aromatico **°. Observouse também que nas reaccdes de abstraccdo de H,”™ os

dois &tomos de hidrogénio podiam ter uma proveniéncia alquil/arilica (por

qualquer das duas ordens) ou unicamente alquilica.

Num estudo reletivamente antigo feito com aminas alifaticas simples observou-se
o anido hidroxilo como Unico produto formado #!. Mais recentemente, outros

autores descobriram que, nas reac¢gdes com a metilamina, ocorre a abstracao de
um dos atomos de hidrogénio aminicos, e observaram que, com a mesma amina

e também com a etilamina e a dimetilamina, se formavam pequenas quantidades

do produto H,0” *? (Esquema 7.4):
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HJ‘

’/-\/ H L
— CH,2=NH + H)0O
N H

~ o~ . . . . 142
Esquema 7.4 - Reaccao entre 0 anido radical oxigénio e a metilamina

7.2 - CONDICOES EXPERIMENTAIS

O trabalho descrito no presente capitulo desta Tese vem na continuacdo de
estudos anteriores relativos a reaccées de desprotonacao de arilalquilaminas 2% e
teve como objectivos: (a) o estudo dos espectros de ionizacdo quimica obtidos
por reaccdo do anido radical oxigénio com o mesmo conjunto de substratos que
foi estudado nos capitulos anteriores; e (b) o estudo dos processos de

fragmentacao induzida por colisées dos ides [M-H+O] formados nessas reaccoes.

Todos os substratos (Tabela 1.6) foram de origem comercial e usados sem
purificacdo especial, com as excepc¢oes da 3-Fenilpropilamina, 4-fenilbutilamina, e
N-Metil-2-feniletilamina cujos cloretos de amonio tinham sido anteriormente
preparados a partir das aminas livres por reaccdo com acido cloridrico e foram
agora recristalizados com acetona/hexano. As amostras bram introduzidas na
fonte através de uma sonda de insercao directa, ndo aquecida. Para gerar o anido
radical oxigénio usou-se uma mistura gasosa e N>O/N; (1:9), a pressbes, medidas
na tubagem de ligacdo do compartimento da fonte a bomba de vazio, de entre
cerca de 1,0 x 10° Torr e 2 x 10™ Torr, e uma temperatura de 175 °C. A energia

do feixe de electrbes foi de 70 eV e a voltagem de aceleracéo de 8 kV.

O gas de colisbes utilizado para o tracado dos espectros de CID foi o argon, e o
seu caudal foi controlado de maneira a produzir uma diminui¢cdo de cerca de 50%
da intensidade do feixe principal, ou seja do sinal correspondente ao i&do

precursor.
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7.3 - ESPECTROS DE IONIZACAO QUIMICA

Com a mistura de N;O/N» usada os principais i0es negativos presentes foram o0s
de m/z 16 (O7), m/z 30 (NO), e m/z 32 (O,”), acompanhados de quantidades
muito pequenas dos de m/z 26, m/z 42 e m/z 46. Com o0 aumento da pressao

observou-se uma tendéncia para a abundancia relativa do i&o O’ diminuir, e para

a do ifio NO aumentar. Trabalhou-se em condicdes ajustadas para maximizar a

concentragdo do primeiro e, nessas condi¢des, as abundancias relativas dos trés
principais ides, correspondentes a médias de seis espectros obtidos a pressdes
medidas no compartimento da fonte compreendidas entre cerca de 1,0 x 10 Torr

e 7,5 x 10 Torr, foram as que figuram na Tabela 7.1:

m/z|composicéo | int.relativas, %
16 o 100
30 NO 25
32 o, 2

Tabela 7.1 - Intensidades relativas dos principais ides produzidos por ionizagdo quimica da
mistura N>O/N,

Nas reaccbes do anido radical oxigénio com o0s diversos substratos, as
abundancias relativas dos ides [M-H] , [M-2H]” e [M-H+O] presentes nos

respectivos espectros de ionizacao quimica estéo representadas na Tabela 7.2

Os ifes [M-H] formam-se na fonte do espectrémetro de massa em quantidades

em geral bastante elevadas, numa manifestacdo clara da existéncia de aomos de
hidrogénio relativamente acidicos nas moléculas dos substratos. Uma ordem
decrescente previsivel de acididades dos diferentes tipos de protdes presentes
nos substratos seria, grosso modo: carboxilicos, fendlicos, protdes de carbonos-?
relativamente a grupos carbonilo, alcodlicos, e finalmente o grupo que engloba os

benzilicos, aminicos, benzénicos e alquilicos. Observa-se que todos 0s casos em
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que os ides [M-H] s&o os de abundancia méaxima correspondem a substratos com

grupos fendlicos (tiramina, hordenina, octopamina, nor-adrenalina, serotonina), ou

mesmo carboxilicos (acido 5-hidroxi-indoleacético). Para a sinefrina, acido

vanilimandélico e &cido homovanilico o pico-base corresponde a ides [2M-H] .

substratos m/z 100% irit.relativa}s, i =
[M-2H] ? | [M-H] | [M-H+O]
benzilamina 127 70 30 74
2-feniletilamina 91 16 79 43
3-fenilpropilamina 166 3 25 <1
4-fenilbutilamina 135 <1 2 <1
N-metil-2-feniletilamina 148 7 28 32
2-(4-fluorofenil)-etilamina 135 36 <1 3
2-(4-nitrofenil)-etilamina 166 <1 <1 <1
tiramina 136 10 100 <1
2-(4-metoxifenil)-etilamina 313 11 51 15
hordenina 164 11 100 <1
dopamina 166 3 19 <1
octopamina 152 4 100 <1
sinefrina 333 2 44 2
nor-adrenalina 168 10 100 <1
adrenalina 336 <1 4 6
4-hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol 182 100 64 3
4cido vanililmandélico 395 9 33 <1
acido homovanilico 363 4 4 <1
4cido 5-hidroxi-indoleacético 190 9 100 <1
serotonina 175 18 100 1
melatonina 232 5 6 5

Tabela 7.2 - Espectros de ionizagcdo quimica dos substratos com a mistura N,O/N,

As abundancias dos ides [M-H+O] sdo na maior parte dos casos baixas e parece,

algumas vezes, acompanharem, de uma forma inversa, as dos ides [M-H] . De

facto a reaccdo com o anido radical oxigénio que leva a formacdo dos ibes
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[M-H+O] ocorre provavelmente em dois passos, dos quais o primeiro é a

abstraccdo ndo de um protdo mas de um atomo de hidrogénio do substrato:

M+0? ? [M-H]?+OH

[M-H]?’+07 2 [M-H+O0]"

e, assim, o que é determinante neste mecanismo €, nao a acididade de um protéao

do substrato, mas sim a estabilidade do radical formado no primeiro passo.

7.4 - ESPECTROS DE CID DOS IOES [M-H+O]

A andlise destes espectros, cujas caracteristicas estdo resumidas na Tabela 7.3,

mostra alguns tipos de comportamento distintos.

7.4.1 - AMINAS SEM UM GRUPO HIDROXILO BENZILICO

Nas aminas primarias, os respectivos ides [M-H+O] apresentam muitas vezes

fragmentacbes com perdas de 17 Da, com intensidades relativas dos sinais dos
respectivos produtos distribuindo-se entre 6% (2-(4-metoxifenil)-etilamina) e 40%
(tiramina). A estas perdas poderiam corresponder eliminacdes de NH3z ou de OH?,
mas a ocorréncia no espectro da N-metil2-feniletilamina de uma eliminacéo de
CHs3NH, e a auséncia de uma perda de 17 Da sao indica¢cdes fortes de que se

trata de amonia.

O mecanismo que se propde para esta reac¢do estd exemplificado no Esquema

7.5 para o caso da tiramina.
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Substratos Principais perdas (/ Produtos formados, m/z ), %
p p
I m/z 106 NH; CH,=NH
benzilamina 63% 24% 13%
o "CHoNH, m/z 92 NHsz CH,=NH
2-feniletilamina 3206 30% 230 15%
) I m/z 114 ?(CH,)2NH, CHsNH; NHz
3-fenilpropilamina 79% 9% 6% 6%
o m/z 128 NHs ?(CHz)sNH; m/z 126 | CHzCH:NH;
4-fenilbutilamina 59% 10% 11% 11% 9%
) S ’CH,NHCH; CH;NH;
N-metil-2-feniletilamina 550 45%
. "CHoNH; m/z 118 NHsz m/z 116 m/z 110
2-(4-fluorofenil)-etilamina 34% 3204 19% 12% 394
. S ’CH,NH; NHs m/z 135 m/z 121
2-(4-nitrofenil) -etilamina 51% 28% 14% 7%
. . NHz ?CH,NH; CHzNH, m/z 118
tramina 40% 23% 23% 7%
2 2 CHy’ 2
e CH5? CHs? +CHy=NH ’ CH,NH; m/z 128 NH;
2-(4-metoxifenil)-etilamina 39% 18% +’CH,NH, 10% 7% 6%
15%
. (CHs)2NH OH’ ’CH,N(CHb)2
hordenina 57% 24% 19%
. ’CH,NH; NH;z CHsNH; m/z 124
dopamina 43% 26% 23% 8%
t . HO CHs;NH, CH;NH+CO m/z 123
octopamina 52% 31% 10% 7%
H i H.0 (CHs)2NH (CHs)2NH+CO
sinefrina 5506 3206 13%
. H,O CHzNH,
nor-adrenalina 61% 39%
drenalin m/z 160 m/z 162 H.O (CHs)2NH m/z 166
adrenaiina 51% 27% 11% 6% 5%
4-hidroxi3- CHsOH CHs’ H0O CH;OH+CHs’
metoxifeniletilenoglicol 50% 25% 14% 11
- . . ’CO,H H.O m/z 183 CH?
acido vaniliimandélico 39% 29% 17% 15%
- . CHs * +CO; CHs’ ’CO.H CO;
acido homovanilico 66% 1206 120 10%
.. . . . CO; ’CH,COH H.O OH’ m/z 144 m/z 132
acido 5-hidroxiindoleacético 81% 8% 4% 3% 20 206
. CHsNH; NHs ?(CH2)2NHz m/z 176 o) CH.=NH
serotonina 32% 19% 13% 13% 13% 10%
melatonina CH’  |CHiCOHHON| CHCOH | o | 2P | crco
70% 9% 7% 6% 4&) 2 2%

Tabela 7.3 - Espectros de CID dos ides [M-H+O]_
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T ) NH» KO\ T

Nz CH
2

HO HO HO

m/z 152 m/z 135 (40%)

Esquema 7.5 - Eliminagdo de NH; pelo i&do [M-H+O]- da tiramina

O aspecto mas importante deste mecanismo é a formacdo de um complexo ido-

molécula entre a base muito forte que é o i&o amideto, NH, , e um epdxido

formado entre os carbonos ? e ? do substrato 1*3, ao que se segue a abstraccgéo
de um protdo pela base e a formacdo de um anido estabilizado por ressonancia,
igual ao que resultaria da abstraccdo de um protdo do carbono ? da
4-hidroxi-acetofenona. Alternativamente, o mecanismo poderia consistir huma

eliminacdo-1,2, conduzindo ao mesmo anido estabilizado por ressonancia.

A eliminacéo de radicais “CH,NH, (ou “CH,NHCHjz, no caso da amina secundaria)
gera o produto mais abundante nos espectros da 2-feniletilamina, N-metil-2-
feniletilamina, 2-(4-fluorofenil)-etilamina e 2-(4-nitrofenil)-etilamina. E quando o
comprimento da cadeia alifatica aumenta, como na 3fenilpropilamina e na 4
fenilbutilamina, observam-se, correspondentemente, eliminacbes dos radicais
(CH2)2NH; e ?(CH.)sNH,, embora, nestes casos, j4 ndo produzindo os ies-
fragmento mais abundantes. Estas observacdes, cuja principal explicacdo € a
formacdo, em todos os casos, de um anido-radical de um benzaldeido
estabilizado por ressonéancia, constituem uma indicacdo de que o local de

inser¢do do atomo de oxigénio tera sido o atomo de carbono benzilico.

A influéncia do comprimento da cadeia alifatica faz-se notar também em trés
outros factos, designadamente: (a) a transicdo de uma eliminacdo de NH3 para
outras de CH3NH; e de CH3CH2NH, quando o comprimento da cadeia aumenta

de 2 até 4 atomos de carbono; (b) a eliminacdo de um fragmento neutro de 36 Da
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gue se observa apenas quando o referido comprimento é de 3 ou 4 atomos de
carbono; e (c) a eliminacdo de um fragmento neutro de 16 Da, que acontece
apenas com a benzilamina.

hY 7

Quanto a eliminacdo de amédnia ou de uma amina, € uma reaccao Ccujo

mecanismo devera ser idéntico ao ja representado no Esquema 7.5

Relativamente a eliminagdo de fragmentos neutros de 36 Da, os resultados
recolhidos sdo compativeis com a hipotese de eliminacdes sucessivas de NHg,
OH? e 2H (n&o necessariamente por esta ordem), mas n&o permitem propdr um
mecanismo inquestionavel. De qualquer maneira, a razdo pela qual este modo de
fragmentagcao ocorre apenas com as duas aminas referidas, a 3-fenilpropilamna e
a 4-fenilbutilamina, parece ser a necessidade da existéncia de um ndamero

suficiente de atomos de hidrogénio, o que apenas se verifica nestes dois casos.

Finalmente, a eliminacdo de um fragmento neutro de 16 Da no caso da
benzilamina poderia corresponder ou a um atomo de oxigénio ou a um radical

NH,’, conduzindo, na segunda hipétese, ao mesmo anido-radical do benzaldeido

gue se forma com as outras aminas homologas.

A presenca no anel aromatico de um grupo substituinte metoxilo conduz, no caso

da 2-(4-metoxifenil)-etilamina, a um padrdo diferente de decomposicao do idao [M-

H+O] , que consiste nomeadamente na eliminacdo de um radical metilo seguida

pela de um radical ‘CH,NH,, e cujo mecanismo se representa no Esquema 7.6:

(o] o~
NH, -CH, | NH Y —
2 3 s~ NHy - CH NH, H
- . —
H3CO o o

Esquema 7.6 - Decomposic¢do do ido [M-H+O]_ da 2-(4-metoxifenil)-etilamina

Todos os processos de decomposicdo dos ides [M-H+O] até aqui discutidos

reforcam a ideia de que, com poucas excepc¢des, o local de insercdo do atomo de
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oxigénio é preferentemente o atomo de carbono benzilico. Quanto a essas
excepcoOes, deve apontar-se por exemplo a eliminacdo de metanimina no caso da
benzilamina, a qual sera melhor interpretada se, no aducto, o &tomo de oxigénio
estiver inserido na posicao orto do anel benzénico, como se representa no

Esquema 7.7:

r
C@N/ H o Ch=NH CL-
| L —
& o = OH

m/z 122 m/z 93

Esquema 7.7 - Eliminacdo de metanimina pelo ido [M-H+O]- da benzilamina

7.4.2 - SUBSTRATOS COM UM GRUPO HIDROXILO BENZILICO

Foram seis 0s substratos deste tipo estudados, e em todos eles a eliminacédo de
agua origina um ido de abundancia elevada, sendo mesmo, para trés das quatro
aminas incluidas neste grupo, o mais abundante. Veja-se, como exemplo, a
Figura 7.1 que reproduz o espectro de CID do ido [M-H+QO], de m/z 168, da

octopamina:

100 % 150
99 _
98 |
97 4 137
9% _ i
95 | I (

9

93 | 109

. =
] WWWJLA/' \V\”"‘J\f‘ ‘L‘E
91 VAN ey

T 200 Tab T 60 80 100 120 miz(Bst)

Figura 7.1 - Espectro de CID do ido [M-H+O], de m/z 168, da octopamina
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O mecanismo proposto para a reaccdo de eliminagcdo de agua envolve a
incorporacdo do atomo de oxigénio na posicédo benzilica, seguido pela formacao
de um complexo ido-molécula em que o ido é o hidroxilo, seguindo-se a
abstraccdo do protdo de caracteristicas mais acidicas da metade neutra do

complexo (Esquema 7.8):

NHy | - H,0 NH,

9
\ 7/

HO HO
OH

m/z 168 m/z 150

Esquema 7.8 - Eliminacado de agua pelo ido [M-H+O]_ da octopamina

Para esta amina, um outro facto experimental que suporta este mecanismo é o de
gue, ao deutera-la, se observou, no espectro de dissociacao induzida por colisbes
do ido [Mqs-H+OJ’, o deslocamento do respectivo sinal de m/z 150 para m/z 152,

correspondendo portanto a uma eliminacéo de D,0.

Outra caracteristica geral assinalavel, nos espectros das aminas com grupos
hidroxilo benzilicos, é a das eliminacbes de metilamina ou de dimetilamina que
incorporam o carbono ? do substrato. Pode recordar-se aqui que, ao contrario,
nas aminas sem grupo hidroxilo benzilico discutidas anteriormente tal &tomo de

carbono permanecia no ido-fragmento formado.

Um mecanismo concordante com este comportamento, e que esta também de
acordo com as eliminagcbes de CO que, na octopamina e na sinefrina, se
observam a seguir a eliminacdo da amina, pressupde uma incorporacao inicial do
atomo de oxigénio na posicdo orto do anel benzénico, e esta representado no

Esquema 7.9 para aminas com uma férmula geral que abrange as duas referidas.
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-H O-H
6\ KE/NHR )‘\ A\

Pae) H
- — JA . “CH,NHR
Ho 0" Ho  XO-SSo
l - CH3NHR
0
\ - 'CO \n Y
Iy -— | "y
HO OH HO Z 0"

Esquema 7.9 - Eliminagdes sucessivas de uma amina e de CO por parte do ido [M-H+O]_ da

octopamina e da sinefrina

A eliminacdo de metanol, que produz o sinal mais intenso no espectro do 4-
hidroxi-3-metoxifeniletilenoglicol, podera ocorrer segundo um mecanismo
semelhante ao da eliminacdo de agua nos substratos com um gupo hidroxilo
benzilico, com a diferenca de que a espécie neutra constituinte do complexo ido-
molécula ndo retém o atomo de carbono ? do substrato e, por outro lado, é um
verdadeiro acido carboxilico aquele que cede o protdo no passo final, com,
comparativamente, maior facilidade (Esquema 7.10):

- -CHsOH C CO,
O "CH,OH o :

m/z 199 m/z 167

Esquema 7.10 - Eliminag&o de metanol pelo aducto [M-H+O]_ do 4-hidroxi-3-

metoxifeniletilenoglicol
A facilidade de eliminagéo de metanol é visivel na ocorréncia de ainda uma outra

fragmentacdo, em dois passos, que se inicia pela mesma etapa inicial e depois

prossegue com uma eliminacdo do radical metilo. As duas produzem, em
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conjunto, ides-fragmento que correspondem a uma soma de 61% da intensidade

total dos sinais do espectro.

7.4.3 - ACIDOS CARBOXILICOS

Os trés substratos que tém grupos carboxilicos possuem, ao mesmo tempo,
diferencas estruturais suficientemente grandes para motivarem uma relativa

diferenca de comportamentos.

Em primeiro lugar, a eliminacéo de agua pelo ido [M-H+O] ocorre provavelmente,

no acido vaniliimandélico, que tem um grupo hidroxilo benzilico, por um
mecanismo semelhante ao que ja foi discutido atras a proposito das aminas que
também tém esse grupo. No acido 5-hidroxi-indoleacético, que ndo tem um grupo
hidroxilo equivalente, a eiminacdo de agua devera ocorrer por um processo
diferente, provavelmente associado ao facto de o nudcleo inddlico ser uma
estrutura particularmente susceptivel de participar em reac¢des de substituicao

aromatica na respectiva posicao 2 (Esquema 7.11):

m/z 206 m/z 188

Esquema 7.11 - Eliminacédo de agua pelo ido [M-H+O]- do acido 5-hidroxi-indoleacético

E assim mais facil de compreender a auséncia deste processo de decomposicio
no acido homovanilico, que ndo possui nem um grupo hidroxilo benzilico nem

uma estrutura de tipo inddlico.
Em segundo lugar, a eliminagdo de CO,, que estd ausente no acido

vaniliimandélico mas presente nos outros dois acidos, ocorera provavelmente na

sequéncia de uma reaccao de substituicdo a qual tera lugar no anel, no caso do
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5-hidroxi-indoleacético, ou no atomo de carbono benzilico, no caso do &cido

homovanilico (Esquema 7.12):

o- "9

CHj, v Yo -CO, CH30 C\H
—_—
[¢]
HO HO

miz 197 m/z 153

Esquema 7.12 - Eliminacéo de CO; pelo ido [M-H+O]_ do acido homovanilico

7

Pode notar-se que o carbanido resultante é estabilizado ndo sé por efeito
mesomeérico, como também pelo efeito inductor atractivo de electrées do grupo
hidroxilo. Apesar de no acido vaniliimandélico este ultimo efeito ser ainda maior
(dois grupos hidroxilo no carbono-? do ido-produto), outras razbes explicardo que
este processo ndo ocorra, nomeadamente o maior impedimento estereoquimico,
por um lado, e, por outro, 0 envolvimento parcial do protdo do grupo carboxilo
numa ligacdo de hidrogénio com o oxigénio do grupo hidroxilo benzilico vizinho,
as quais, em conjunto, dificultam o ataque nucleodfilo intramolecular do anido

benziléxido a esse protéo.

Em terceiro lugar, a eliminacdo do radical °‘CO,H (que produz os anibes-radical
de um acido benzdico e de um benzaldeido substituidos, respectivamente nos
casos do acido vaniliimandélico e do acido homovanilico) ndo ocorre com o acido
5-hidroxi-indoleacético porque, neste, o local preferido de reaccdo, como ja se

mostrou atras, é a metade pirrélica do nucleo inddlico.

Pode notar-se que a eliminacdo deste radical é equivalente, em termos de
caracteristicas estruturais do ido-produto formado, a eliminacdo do radical

(CH2)nNH, (com n=1-3) anteriormente discutida para as arilalquilaminas sem

grupo hidroxilo benzilico com excepg¢éo da benzilamina.
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7.4.4 - SUBSTRATOS COM ESTRUTURA DE TIPO INDOLICO

Dois dos substratos deste tipo tém estruturas que os incluem também em outros
dois tipos ja discutidos, isto sem deixarem de exibir as suas especificidades.
Assim o0 acido 5-hidroxi-indoleacético tem semelhancas com o0s &cidos

carboxilicos, principalmente pelo facto de os seus ides [M-H+O] sofrerem uma

eliminacéo de CO,. A diferenca estara na eliminacédo do radical °‘CH,CO,H em vez
de "CO,H.

Por outro lado, a serotonina tem um comportamento semelhante ao das aminas
sem grupo hidroxilo benzilico (eliminacdo de NHsz e de metilamina). A diferenca,
de uma maneira semelhante a do acido 5hidroxi-indoleacético, é a perda do
radical *(CH,),NH, em vez de °CH,NH,. Este paralelismo deve-se ao facto, ja
repetidamente apontado, de a reaccao inicial dever ocorrer com predominancia no

anel pirrdlico.

Resta a melatonina, com uma estrutura que contém uma gande diversidade de
locais onde pode ter lugar a reaccao inicial e ficar inserido o &tomo de oxigénio.
No Esquema 7.13 propbem-se os mecanismos de dois dos processos de

decomposicéo do ido [M-H+O]J deste subatrato.

A eliminacdo de acido acético, a qual se pode seguir uma de acido cianidrico,
sera melhor explicada por uma reac¢cdo no 4&tomo de carbono em posicdo ?
relativamente ao nucleo inddlico, e 0 mesmo se passa com a eliminacdo de uma

molécula de ceteno, & qual se pode seguir uma do radical ‘CH,NH,.

Por outro lado, a perda de 31 Da, podera corresponder a eliminacdo de um radical
hidroximetileno, ‘CH,OH, a seguir a uma reaccdo em que o atomo de oxigénio
tera ficado inicialmente inserido no atomo de carbono metilico do grupo acetilo,
ou também podera corresponder a eliminagbes sucessivas de um atomo de

oxigénio e do radical CHs’, por esta ou pela ordem inversa.
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Esquema 7.13 - Dois dos processos de decomposicao do ido [M-H+O]- da melatonina

Uma experiéncia realizada para esclarecimento deste comportamento da
melatonina, na qual se obteve o espectro de CID do i&o de m/z 231 (=M-H+0O-16),

permitiu observar um sinal forte correspondente a uma perda de 15 Da. Mas esta
experiéncia ndo foi no entanto conclusiva, uma vez que o i&o [M-H] tem o
mesmo valor de razdo massa/carga que este precursor [M-H+O-16] e poder&o

portanto ter sido seleccionadas, e depois submetidas a dissociagao induzida por

colisdes, duas populacdes de ides diferentes.

7.5 - CONCLUSOES RELATIVAS AS REACCOES COM O ANIAO-RADICAL
OXIGENIO

a) Ao contrario dos ifes [M-H] e [M-2H]?-, os aductos [M-H+O] formam-se na

fonte do espectrometro de massa com abundancias, com poucas excepc¢oes,

generalizadamente muito baixas;

b) Os modos de decomposicdo dos aductos [M-H+O] da generalidade dos

substratos revelam que o local de insercdo do &tomo de oxigénio é
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frequentemente o &atomo de carbono benzilico, mas ha vérias excepcoes,
designadamente as das aminas com um grupo hidroxilo benzilico e as dos
substratos com uma estrutura de tipo indolico, em que esse local de insercao
também pode ser a posicdo orto do anel aromatico no qual se insere a cadeia

alquilica;
c) Quando o local de insercdo do atomo de oxigénio € o referido atomo de

carbono benzilico o aducto [M-H+O] pode, entre outras vias de fragmentacéo,

eliminar um radical que engloba o atomo de carbono ? do substrato.
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8 - CONCLUSOES GERAIS

I6es reagentes positivos

Nas reaccbes com reagentes electréfilos a interaccdo inicial € muito
frequentemente com o atomo de azoto, no caso das aminas, ou com atomos de
oxigénio pertencentes a grupos funcionais alcodlicos ou carboxilicos, embora
exista sempre alguma competicdo com o anel aromatico, especialmente quando
este estd substituido por grupos de caracter activante relativamente a substitucédo
electrofilica aromatica. Quando o catido reagente € fortemente electréfilo e ndo
existe significativo impedimento estereoquimico forma-se um aducto covalente,
por ligacdo do a&tomo nucledfilo do substrato ao centro de carga positiva do

reagente.

Se a estrutura do catido reagente comporta um significativo grau de impedimento
estereoquimico em torno do centro de carga positiva, como no caso do catido
t-butilo, ndo se chega a formar o aducto covalente, ocorrendo preferencialmente a

formacao de um complexo ido-molécula activado.

Os modos de fragmentacéo do aducto covalente formado dependem, depois, da
natureza do catido reagente. Quando este possui grupos metoxilo, como nos
casos dos catides CHsOCH," e (CH30),B", ocorre facilmente uma eliminacéo de
metanol, embora no caso do segundo, o catido dimetoxiborinio, a eliminacdo de
amino-dimetoxiborano seja muitas vezes predominante. A razdo desta diferenca
serd a muito elevada energia da ligacdo B-O quando comparada com a da ligacao
C-0.

No caso dos aductos [M+R]" (com R=CHs", CoHs", C3H;" ou t-C4Ho"), para os
catides metilo e etilo, menos volumosos, a alquilagdo ocorre predominantemente
no atomo de azoto e é seguida por uma eliminacdo de metilamina ou etilamina
(ou da amina mais substituida correspondente a estrutura original do grupo amina

do substrato), ou por uma eliminagdo de agua no caso das aminas com um grupo
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hidroxilo benzilico. Para o catido propilo existem duas excepgfes a este
comportamento, as da N-metil-2-feniletilamina e da hordenina, nas quais a
substituicdo original do atomo de azoto, por um efeito de impedimento
estereoquimico, dirige a reaccdo inicial predominantemente para o anel
aromatico, o que leva a que os aductos [M+43]" destas duas aminas eliminem,
respectivamente, metilamina e dimetilamina. O catido t-butilo, batante volumoso,
forma preferencialmente, como ja foi referido, um aducto de natureza né&o-
covalente, no qual ocorre uma transferéncia de protdo do catido para a amina,

com eliminacéo de isobuteno.

O uso de ides como o NO* e outros também presentes no plasma de nitrometano,
0S quais podem reagir de modos diversos com 0s substratos, originou a formacao
de aductos em certa medida inesperados. Assim, os i0es-moleculares dos
substratos, formados por uma reaccao de transferéncia de carga e produzindo a
seguir, por um processo de clivagem ?, iGes iménio (CH,=NR3") e tropilio (C;H7"),
estdo na origem da formacdo de quantidades significativas de aductos [M+30]",
[M+44]", [M+58]" e [M+91]", para além dos aductos [M+NO]" que se pretendia
inicialmente caracterizar.

A presenca de grupos amina e alcool em posicdo vicinal, por exemplo nas
ariletilaminas com um grupo hidroxilo benzilico, leva a uma fécil interaccéo
conjunta desses grupos com o catido reagente, a que se seguem processos de
transferéncia de protdo depois de formada a ligagédo covalente do catido com um
dos dois grupos. Assim, é muito frequente que a eliminacdo de agua seja 0 modo

predominante de decomposicao dos aductos formados com estes substratos.

I6es reagentes negativos

Com o0 ido reagente negativo que foi utilizado, o anido-radical oxigénio, a
abstraccdo de um protéo que precede a formacdo dos aductos [M-H+O] ocorre

frequentemente no atomo de carbono benzilico, e o processo dominante de

decomposicédo induzida por colisbes de tais aductos é a eliminacdo de um radical
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gue inclui o atomo de carbono em posicado ? relativamente ao anel benzénico do

substrato.
Naquilo que constitui uma variacdo relativamente ao comportamento anterior, as

ariletilaminas com um grupo hidroxilo benzilico reagem principalmente por

insercédo do atomo de oxigénio na posicao orto do anel benzénico.
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