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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas a atividade catalitica de metaloporfirinas e complexos
salen neutros e idnicos, em solugdo e imobilizados em diferentes suportes, na oxidacdo de
hidrocarbonetos e farmacos anticonvulsivantes (carbamazepina e primidona), antimalarico
(cloroquina) e antituberculose (isoniazida), utilizando os seguintes doadores de oxigénio:
peroxido de hidrogénio, terc-butil hidroperoxido (TBOOH), acido m-cloroperbenzéico (m-
cpba) e iodosilbenzeno (PhIO).

Os complexos salen (Me-Cl-salen, Me-SO3-salen e Me-Ph3P-salen, Me=Fe ou Mn)
foram sintetizados e caracterizados por espectroscopia UV/Vis, IV, RMN 'H e anélise
elementar. O catalisador de Jacobsen, Mn-Jb-salen, comercial, foi também utilizado neste
trabalho. Os complexos salen idnicos, Me-SO3-salen ¢ Me-Ph3P-salen, foram imobilizados
por interagdo eletrostatica em silicas modificadas com substituintes cationicos, TAS, ou
anionicos, SFS, respectivamente. Os complexos Me-Cl-salen foi imobilizado por ligagdo
covalente na aminopropilsilica (APS). O catalisador de Jacobsen foi imobilizado na argila
montmorilonita K10. Todos estes catalisadores so6lidos foram caracterizados por andlise
elementar de C, N, H, espectroscopias no UV/vis e no IV, microscopia eletronica de varredura
e determinacao de area superficial (apenas alguns sistemas). Uma metaloporfirina comercial,
MnTCPP, imobilizada em quitosana também foi preparada e caracterizada.

A atividade catalitica de todos estes materiais foi investigada inicialmente na oxidacao
do cicloocteno e estireno, utilizando varios oxidantes. Os sistemas heterogéneos se mostraram
bastante eficientes para oxidagdo destes substratos, com rendimentos de ciclooctendxido de
até 47 %, no caso do catalisador Mn-Jb-salen/K10 % e 54 % no caso do catalisador Mn-
Ph3P-salen/SFS, utilizando PhIO, como oxidante. O catalisador MnJb-K10 mostrou elevada
seletividade para formagdo de estirenoxido, principalmente quando se utiliza H,O, como
oxidante (oxidante “verde”).

Os varios sistemas se mostraram também eficientes para catalisar a oxidacdo dos
farmacos carbamazepina, isoniazida, primidona e cloroquina, levando a producdo dos
metabolitos principais observados nos sistemas in vivo para estes farmacos. Estes resultados
mostram que os complexos salen sdo bons modelos biomiméticos do citocromo P450.

Complexos anidnicos foram, de maneira geral, mais eficientes como catalisadores da
oxidagdo dos farmacos que os complexos neutros. Esta tendéncia confirma aquela ja

observada anteriormente com diferentes metaloporfirinas e farmacos, comprovando que a



interacao catalisador/farmaco ¢ importante para promover a oxidagdo do mesmo, com maior
seletividade.

Os resultados também mostraram que, apesar das limitagdes inerentes aos sistemas
heterogéneos, a atividade catalitica dos complexos imobilizados foi, de maneira geral,
potencializada pelo suporte, principalmente utilizando H,O, como oxidante.

O catalisador de Jacobsen imobilizado na montmorilonita, Mn-Jb-salen/K10,
associado ao perdxido de hidrogénio apresentou bons rendimentos cataliticos para os varios
farmacos estudados. Estes resultados mostram o grande potencial de aplicagdo deste sistema
para a obtengdo de metabdlitos o que o torna o melhor candidato para testes de produgdo de
metabolitos em maior escala.

As metaloporfirinas imobilizadas em quitosana foram utlizadas na oxidag¢do da
cloroquina por varios oxidantes, levando aos mesmos rendimentos que estas as
metaloporfirinas apresentaram em meio homogéneo, mostrando também a dependéncia
interacao(MeP:substrato)/atividade catalitica previamente observada para as metaloporfirinas
em solucao.

Este trabalho demonstrou a habilidade do complexo salen e das metaloporfirinas para
mimetizar a acdo do citocromo P450 na oxidagdo de farmacos. Os resultados mostram
também o grande potencial de aplicacdo de modelos biomiméticos para sintetizar metabolitos
e fornecer amostras para testes farmacoldgicos e toxicoldgicos, visando elucidacdo do

metabolismo do farmacos, e como uma alternativa aos estudos enzimaticos.



ABSTRACT

The catalytic activity of metalloporphyrins and ionic or neutral salen complexes either
in solution or immobilized on different supports was studied in the oxidation of hydrocarbons
as well as anticonvulsant (carbamazepine and primidone), antimalarial (chloroquine), and
antituberculosis (isoniazide) drugs. To this end, hydrogen peroxide, tert-butyl hydroperoxide
(TBOOH), m-chloroperbenzoic acid (m-cpba), or iodosylbenzene (PhIO) was employed as
oxygen donor.

The salen complexes (Me-Cl-salen, Me-SOs-salen, and Me-Ph;P-salen, Me = Fe or
Mn) were synthesized and characterized by UV/Vis and IR spectroscopy, '"H NMR, and
elemental analysis. The commercially available Jacobsen catalyst, Mn-Jb-salen, was also used
in this work. The ionic salen complexes, Me-SOs-salen and Me-Ph;P-salen, were immobilized
on silica modified with cationic (TAS) or anionic (SFS) substituents, via electrostatic
interactions. The Me-Cl-salen complex was covalently bound to aminopropyl silica (APS).
The Jacobsen catalyst was supported on K10 montmorillonite clay. All these solid catalysts
were characterized by C, H, N elemental analysis, UV/Vis and IR spectroscopy, scanning
electron microscopy, and surface area determination (some systems only). A commercially
available metalloporphyrin, MnTCPP, was immobilized on chitosan and characterized.

The catalytic activity of all these materials was initially investigated in the oxidation
of cyclooctene and styrene, using various oxidants. The heterogeneous systems were very
efficient catalysts for the oxidation of these substrates, with cyclooctenoxide yields of up to
47 % being achieved in the case of Mn-Jb-salen/K10, and 54 % being obtained in the case of
Mn-Ph3P-salen/SFS, using PhIO as oxidant. The MnJb-K10 catalyst was highly selective
toward styrene-oxide formation, especially in the case when H,O, was employed as oxidant
(green oxidant).

The various systems investigated here were also efficient catalysts for the oxidation of
the pharmaceuticals carbamazepine, isoniazide, primidone, and chloroquine, furnishing the
main metabolites detected for these drugs in vivo. These results demonstrate that the salen
complexes are good cytochrome P450 biomimetic models.

In general, the anionic complexes were more efficient catalysts for drug oxidation
compared with the neutral complexes. This same trend had already been observed in the case
of metalloporphyrin-catalyzed drug oxidation reactions, showing that drug/catalyst interaction

is crucial for selective substrate oxidation.



The results also revealed that, despite the limitations inherent to heterogeneous
systems, the catalytic activity of the immobilized complexes was potentiated by the support,
especially when H,O, was used as oxidant.

Association of the Jacobsen catalyst immobilized on montmorillonite, Mn-Jb-
salen/K 10, with hydrogen peroxide led to good catalytic yields for all the studied drugs. These
data demonstrate the potential application of this system in the production of metabolites,
making it the best candidate for testing large-scale metabolite manufacture.

The metalloporphyrin immobilized on chitosan was employed as catalyst in the
oxidation of chloroquine by various oxygen donors, giving rise to product yields similar to
those achieved with the parent metalloporphyrin in solution. This once again gives evidence
of the dependence MeP/substrate interaction - catalytic activity previously detected in
solution.

In conclusion, this work demonstrates the ability of salen complexes and
metalloporphyrins to mimic the action of cytochrome P450 during drug oxidation. The results
also show the potential application of biomimetic models in the synthesis of drug metabolites,
so that samples for pharmacological and toxicological tests can be obtained, with a view to

elucidating drug metabolism and finding an alternative approach to enzymatic studies.
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I.1. Aspectos gerais

O desenvolvimento de métodos para a oxidagdo seletiva e atomo-econdmica de
substratos organicos (medida da eficiéncia de uma reacao levando em conta todos os atomos
dos reagentes e quanto deles sdo incorporados ou utilizados no produto desejado ou quanto
deles foram inutilizados como subprodutos) ¢ um dos campos mais desafiadores da pesquisa
contemporanea na area de quimica, tanto na universidade quanto na industria. O desafio de
criar um futuro sustentavel requer o comprometimento direto da industria quimica em
promover a transi¢do para uma quimica mais sustentavel, o que requer uma mudanga de
conceitos da industria e seus produtos. E necessario reconsiderar os tipos de substancias,
como sdo produzidas e como sdo usadas (“quimica verde”) [BERKESSEL, 2006; CAVANI,
2009]. Catalisadores contribuem para a producgdo eficiente de substancias e materiais em
quase todos os processos na industria quimica. A aplicagdo de tecnologia catalitica leva a
processos mais eficientes, principalmente no uso de energia e matérias-primas, € gera menos
desperdicio [SHELDON, 2007].

Oxidagdes cataliticas e seletivas de moléculas organicas estdo entre os mais
importantes processos tecnoldgicos na industria quimica. Entretanto, apesar dos grandes
avangos em sintese organica nestes ultimos anos, muitas transformagdes ainda requerem
alguma funcionalidade no material de partida. No entanto, as matérias-primas da industria
quimica s3o principalmente hidrocarbonetos, alcanos e alcenos em particular, decorrente de
6leo cru e gas natural. Devido a sua natureza inerte intrinseca, a funcionalizagdo seletiva de
alcanos ¢ o objetivo chave na industria quimica. Embora oxidagdo de alcanos seja um

processo termodinamicamente favoravel, ¢ dificil desenvolver um sistema controlado elegante
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e seletivo para atingir este objetivo. Oxidantes tradicionais como sais de cromato ou
permanganato sdo bastante ineficientes e pouco seletivos e ja foram descartados, devido a
fatores econdomicos e ambientais. Estes sistemas foram substituidos por processos mais
limpos, como aqueles envolvendo o uso preferencial de oxigénio molecular como oxidante
primario, apesar de serem também extremamente ineficientes e requererem constantes
reciclagens do substrato [QUE, 2000]. Por exemplo, Nilon-6 ¢ Nilon 6, 6’ sio manufaturados
em escala de 10° toneladas por ano usando o processo Dupont, no qual cicloexano é
inicialmente oxidado a cicloexanona e cicloexanol [CAVANI, 2009]. A conversao do alcano
nesses produtos ¢ mantido a 5 % para evitar a re-oxidagdo do produto, assim o cicloexano que
ndo reagiu precisa ser extraido e reciclado.

Assim, aumentar a eficiéncia ¢ seletividade de transformacgdes de hidrocarbonetos tem
sido a meta de muitos pesquisadores, na industria ¢ na universidade. Uma das estratégias para
atingir esta meta, bastante difundida e adotada por varios grupos de pesquisa ao redor do mundo, é
a catalise biomimética, que busca alcancar a eficiéncia e seletividade de enzimas, tais como
monooxigenases ou peroxidases, com compostos de baixo peso molecular [ BERKESSEL, 2006].
Estudos para elucidacdo do mecanismo de agdo de sistemas enzimaticos e para construcao de
modelos biomiméticos cataliticamente ativos tém sido realizados [SHELDON, 2006], a fim de se
viabilizar o uso de catalisadores biomiméticos na industria quimica.

A utilizagdo de oxidagdo biomimética, principalmente envolvendo metalocomplexos,
ndo ¢ restrita somente a reagdes oxidativas seletivas em sintese orgéanica. Nos ultimos anos
tem-se utilizado estes sistemas também no estudo do metabolismo oxidativo de farmacos,
pesticidas e outros xenobidticos, € na preparacao de metabolitos de fairmacos ou de outros
compostos de interesse biologico [MAC LEOD, 2006, 2007 e¢ 2008; GUEDES, 2006;
GOTARDO, 2006, BARROS, 2008; FARIA, 2008]. Neste contexto, os sistemas

biomiméticos sdo economicamente viaveis e eficientes.
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[.2. Enzimas de oxidag¢ao em sistemas bioldgicos

Transformagdes oxidativas mediadas por ferro oxigenases tém atraido atencdo
continua por muitas décadas [MAC LEOD, 2006, 2007 e 2008; GUEDES, 2006; GOTARDO,
2006, BARROS, 2008; FARIA, 2008]. O intenso interesse derivou-se de uma combinagdo
importante da necessidade de compreender os complexos mecanismos destas enzimas, dos
intermediarios reativos incomuns e das possibilidades de aplicagdes sintéticas e econdmicas.
Proteinas como citocromos P-450, peroxidases ¢ metano monooxigenase sdo conhecidas por
realizarem hidroxilagdes C-H, at¢ mesmo de carbonos centrais saturados, em varios
compostos organicos [MONTELLANO, 2004; MARTINS,1999]. Hidroxilagdes alifaticas
sdo de interesse particular, pois a clivagem oxidativa destas fortes ligagdes ¢ intrinsecamente
dificil. De fato, até o momento, ndo ha um método sintético, geral e direto para a substitui¢ao
de um hidrogénio ndo ativado ligado ao carbono por grupo hidroxil. Os sistemas enzimaticos
ativam o oxigénio molecular por uma seqiiéncia de redugdo de 2 elétrons, ao estado de
oxidacdo formal do peroxido de hidrogénio, com a conseqliente oxidacdo, comum ao
citocromo P450, metano monooxigenase ou peroxidases, do ferro (II) ou ferro (III) a ferro
(IV) [O’BRIEN, 2000; AZEVEDO, 2003].

M¢étodos enzimaticos geralmente tém baixo consumo energético, sdo faceis de
controlar, podem operar em uma variedade de condi¢des e tém um impacto ambiental muito
pequeno. Peroxidases, principalmente, ndo possuem substratos especificos ¢ podem catalisar a
oxidacdo de uma grande variedade de compostos organicos [O’BRIEN, 2000]. Estas
caracteristicas tém levado a aplicagdes biotecnoldgicas destas enzimas, principalmente em
processos de detoxificacdo de efluentes e so6lidos contaminados [HANNIENEM, 1995;
NOROOZIFAR, 2009; TOR, 2009]. Entretanto, solventes organicos podem causar

desnatura¢do da enzima, partigdo ndo favoravel do substrato, inibi¢do ou estabiliza¢do do
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complexo substrato-enzima. Apesar de existirem estratégias para contornar estes problemas, a
disponibilidade limitada e o alto custo destas enzimas sdo fatores limitantes para aplica¢ao

comercial das mesmas.

I1.3. Citocromo P450

O oxigénio molecular ndo reage com moléculas orgénicas a baixas temperaturas,
devido a transicdo proibida por spin ou altas barreiras energéticas [LIPPARD, 1994].
Conseqiientemente, sistemas “in vivo” usam principalmente enzimas que modificam o
dioxigénio para uma forma capaz de desempenhar a reacdo desejada. Esta ativacdo do O,
pode ser realizada por oxigenases, como citocromo P450, ou metaloenzimas ndo heme, como
metano monooxigenase, ou ainda enzimas contendo flavina, as quais ndo possuem metal no
seu grupo prostético [LIPPARD, 1994]. Enzimas da familia citocromo P-450 foram primeiro
identificadas e purificadas no comego dos anos 1940, por bioquimicos ¢ farmacologistas que
tiveram, e t€ém ainda nos dias de hoje, o metabolismo oxidativo de firmacos como foco de
estudo [OMURA, 1999; SHEWEITA, 2000; MEUNIER, 2004].

Citocromo P450 constitui uma grande familia de enzimas heme-cisteinato, estdo
presentes em todas as formas de vida (plantas, bactérias e mamiferos) e possui um papel
importante na transformacdo oxidativa de moléculas enddgenas, esterdides, acidos graxos e
prostaglandinas, e exogenas, que inclui a maioria das drogas de agdo terapéutica e agentes
poluidores do meio ambiente [MEUNIER, 2004; NELSON, 1996; MONTELLANO, 2005]. O
numero total de membros da superfamilia P450 continua aumentando rapidamente a medida
que mais genomas sdo seqiienciados.

A estrutura do citocromo P450 compreende duas partes distintas, como mostra a

Figura 1. Uma parte diz respeito a matriz protéica, que ¢ constituida de uma cadeia
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polipeptidica com peso molecular entre 40 e 60 kD [MANNAA, 2008]. Esta estrutura protéica
¢ responsavel por fornecer um ambiente hidrofobico para a ligacdo e orientacdo do substrato.
Assim, a seletividade ¢ resultado da variacdo na seqiiéncia dos aminoacidos da cadeia
polipeptidica e conseqiientemente da estrutura da apoproteina na qual o substrato se fixa. A
outra parte € o sitio catalitico, constituido pelo heme, ferro(IIl) protoporfirina IX, como grupo
prostético (Figura 2). O ferro (II) central do grupo heme possui o quinto sitio de
coordenacao ocupado por um enxofre de um residuo de cisteina e o sexto sitio de coordenagao

¢ aberto para a ligagdo e posterior ativagdo do oxigénio molecular.

Figura 1. Estrura do citocromo P450. Em roxo, o grupo prostético dentro da cavidade
protéica [MANNAA, 2008]

Os citocromos P450 sdo fortes oxidantes, capazes de catalisarem, por exemplo, a
hidroxilagdo da liga¢do saturada carbono-hidrogénio, epoxidacdo de duplas ligacdes, oxidacao
de heteroatomos, reacdes de desalquilagdo e oxidacdo de arométicos [MEUNIER, 2004;
IOANNIDES, 2008]. O P450 usa oxigénio molecular para inserir um oxigénio no substrato
(S) e reduz o segundo oxigénio a agua, usando 2 elétrons que sao fornecidos pelo NADPH,
via uma proteina redutase (equacao 1). Citocromos P450 sdo chamados de monooxigenases,

pois somente um atomo de oxigénio do oxigénio molecular ¢ inserido no substrato.
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S + 02 + 2e + 2H citocromo P450 .~ SO + HZO (1)

O atual mecanismo aceito para a oxidagdo de hidrocarbonetos pelo citocromo P450 foi
deduzido em grande parte utilizando microssomos de figado bovino, oxidacdo de canfora,
P450c.m, experimentos usando 180 marcado, informacdes sobre a regio-seletividade da reagdo

de hidroxilagdo e outras informagdes, reunidas em um ciclo catalitico, como mostra a Figura 3.

COOH COCH

Figura 2: Grupo prostético do citocromo P450, uma ferro(IIl) protoporfirina IX ligada ao
enxofre de uma cisteina proximal [MEUNIER, 2004].

Na primeira etapa do mecanismo da enzima, a qual se encontra em um estado Fe(III)
baixo spin hexacoordenado com uma molécula de dgua na posicdo trans ao ligante cisteina
proximal (A, Figura 3), o substrato se liga convertendo o centro metalico para Fe(III) alto spin
pentacoordenado (B, Figura 3). Com a adicdo de um elétron por proteinas auxiliares de
transporte de elétrons, o ion Fe(IlI) ¢ reduzido para o estado pentacoordenado Fe(II) alto spin
(C, Figura 3). Na proxima etapa ocorre a ligagdo com oxigénio, a qual leva a formagao do
complexo dioxigénio ferroso (D, Figura 3), intermediario que tem sido isolado e caracterizado
[LIPPARD, 1994; MEUNIER, 2004]. O préximo passo ¢ a introdu¢do de um segundo elétron
(E, Figura 3), seguido de protonagdo, gerando o intermedidrio E (Figura 3) que pode ser

escrito como complexo férrico hidroperdxido. A clivagem da ligagao O-O produz, por adigdao
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de protons e formacdo de H,O, o intermediario F (Figura 3), que pode ser escrito como
Fe'(O)P ou um complexo radical oxo-ferril porfirina m-cation, Fe' (O)P™. Essa etapa da
reacdo ¢ ainda hoje muito estudada e ndo completamente entendida, gerando muita discussao
ainda hoje [MONTELLANO, 2010; GREEN, 2010], embora a maioria dos pesquisadores
aceitem que esta espécie seja a responsavel pela transferéncia de um atomo de oxigénio para o
substrato, por analogia com a enzima peroxidase de raiz forte (HRP), a qual forma o mesmo
intermediario ativo, ja estudado extensivamente [GUNTER, 1991]. A reacdo deste
intermediario F (Figura 3) com o substrato leva a sua oxidacdo, com recuperagdo da proteina
no estado de repouso (A, Figura 3) [MEUNIER, 2004; MONTELLANO, 2005].

Os citocromos P450 podem utilizar outros doadores de oxigénio (AO) como peroxidos
(XOOH), iodosilarenos (ArlO) e outros para a oxidagao de substratos, através de um ciclo curto,
que produz diretamente a espécie oxidante ativa sem a utilizagcdo de equivalentes redutores ou

oxigénio molecular [MEUNIER, 1992]. Essa reagdo ¢ chamada de desvio do peroxido.

A B
§=1ir O R-H § = 52
N Rm N N
m g = 11
R.OH J kS = /S B/
/j/' 5 N S : |
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Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo catalitico do citocromo P450 [MEUNIER,
2004]
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1.4. Peroxidases

As peroxidases sdo um grupo de enzimas oxirredutases que oxidam substratos
organicos utilizando perdxido de hidrogénio como moléculas receptoras de elétrons, conforme

equacado geral abaixo [O’BRIEN, 2000; HAMID, 2009; VEITCH, 2004].

H,0, + AH, —— 20H, + A

Estruturalmente as peroxidases podem ser divididas em quatro classes: bacterianas,
peroxidases de origem animal, fingicas e peroxidases de plantas [AZEVEDO, 2003;
VEITCH, 2004]. As peroxidases fazem parte do grupo de enzimas protetoras dos organismos,
com um papel importante na desintoxica¢do celular ao eliminar o peréxido de hidrogénio, que
¢ uma espécie reativa do oxigénio. Os substratos das peroxidases sdo de natureza bastante
diversa, incluindo-se proteinas como o citocromo c, peptideos como a glutationa, pequenas
moléculas como o NADPH e 4cidos graxos, e ainda outros substratos como aminas, fendis,
ion cloreto (mieloperoxidase), lignina (lignina peroxidase), toxinas, etc. A catalase, enzima
que catalisa a desmutag¢ao do peroxido de hidrogénio, também ¢ uma peroxidase [LIPPARD,
1994]. Peroxidases e catalases sdo heme enzimas semelhantes ao citocromo P450 em termos
de sitio catalitico e espécies intermediarias [LIPPARD, 1994;].

A peroxidase mais estudada ¢ a peroxidase de uma raiz forte semelhante ao rabanete, a
horseradish peroxidase (HRP). A enzima nativa conttm o grupo heme, uma
ferro(Il)protoporfirina IX, como sitio catalitico. A quinta posi¢do de coordenagdo axial do
ferro, do lado proximal do heme, ¢ ocupado usualmente por um imidazol de um residuo de
histidina. A sexta posicao de coordenagdo ¢ aberta na enzima nativa, do lado distal do heme.
A HRP ¢ uma glicoproteina globular que contem varios tipos de isoenzimas, sendo a

isoenzima C (HRP C) a mais abundante delas [VEITCH, 2004]. Esta isoenzima tem sido a
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mais freqlientemente utilizada, devido principalmente a sua alta estabilidade por longos
periodos de tempo a temperatura ambiente ¢ em um amplo intervalo de pH; além de ser
relativamente barata e disponivel comercialmente em diferentes graus de pureza.

O mecanismo geral de catélise das peroxidases esté ilustrado na Figura 4.
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Figura 4: Ciclo catalitico da HRP na presenga de H,O, [VEITCH, 2004].

Na primeira etapa do mecanismo, Figura 4, ocorre a clivagem do perdxido de
hidrogénio, com formacao de uma molécula de 4gua enquanto o outro atomo de oxigénio fica
ligado ao ferro(Ill) do grupo heme da enzima, o qual é oxidado e forma o composto I,
representado por Fe'(O)P™. O composto I ¢ uma espécie quimica com alta capacidade
oxidante e, na auséncia de doadores fortes de elétrons o composto I pode abstrair um elétron
do substrato e se transformar no composto II, representado geralmente por Fe' (O)P, que
recebe um elétron de outra molécula de substrato e retorna a forma nativa. Nesta etapa, a
perda de um elétron do substrato geralmente ¢ acompanhada pela perda de um proéton,

formando um radical [VEITCH, 2004]. A histidina distal tem um papel chave no mecanismo
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de formagao do composto I, agindo como um catalisador acido-base que garante a clivagem
heterolitica da ligacdo O-O do perdxido. Os compostos I e II sdo bem caracterizados por
diferentes técnicas, principalmente devido as suas caracteristicas espectrais e relativa
estabilidade, incluindo determinacdo de estrutura cristalina [GRAY, 2003]. Muitas
informagdes sobre o mecanismo de acdo dos citocromos P450 derivam de analogias com o
bem caracterizado mecanismo das hemes peroxidases [LIPPARD, 1994;GRAY, 2003], além

dos estudos com modelos.

I.5. Compostos modelos do citocromo P450

Em um trabalho pioneiro em meados da década de 1970, Groves demonstrou que
metaloporfirinas poderiam reproduzir reacdes de oxidacdo do citocromo P450 utilizando
doadores de oxigénio simples como iodosilarenos, mimetizando, assim, o ciclo catalitico
curto do citocromo P450 (Figura 3) [GROVES, 1979].

As metaloporfirinas tetra-aril substituidas como as usadas por Groves apresentavam,
no entanto, uma degradagdo oxidativa muito rapida, especialmente na oxidagdo de substratos
pouco reativos como os alcanos [DOLPHIN, 1997; SHELDON, 1994]. Em substitui¢do a
estas metaloporfirinas, classificadas posteriormente como catalisadores de primeira geragao
(Figura 5) [MEUNIER, 2000], novas porfirinas com substituintes volumosos, geralmente
eletronegativos, nas posi¢des Orto dos grupos meso-arilas foram sintetizadas [LYONS, 1995;
MANSUY, 2007], classificadas como catalisadores de segunda geracdo (Figura 5). Estas
apresentavam maior estabilidade e, conseqlientemente, maior rendimento dos produtos
oxidados (da ordem de 70 %). A presenga destes substituintes mais eletronegativos tornou as
metaloporfirinas mais resistentes ao ataque eletrofilico dos agentes oxidantes [GRAY, 1995;

DORO, 2000; IDEMORI, 2005; GUEDES, 2006; SILVA, 2008]. Posteriormente foram
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obtidas metaloporfirinas ainda mais resistentes pela substitui¢ao dos hidrogénios das posicoes
B—pirrolicas dos anéis porfirinicos por substituintes mais eletronegativos (como F, Cl ou
NO,). Estes catalisadores de terceira geracdo (Figura 5) s3o mais eficientes para a
hidroxilagdo de alcanos lineares, pouco reativos, pois a introducao destes substituintes no anel
pirrélico provoca um aumento na reatividade da espécie intermediaria ativa ferro'"-oxo de alta
valéncia [TRAYLOR, 1991].

As propriedades fisicas e quimicas das diferentes geragdes de metaloporfirinas sdo
fortemente influenciadas pelos grupos substituintes no macrociclo. As variagdes na
conformacdo destes compostos causam alteracdo nas propriedades quimicas como potenciais
de reducdo, atividade catalitica e nas propriedades fisicas como solubilidade e estabilidade

dos estados excitados [DOLPHIN, 1997; MEUNIER, 1992, MEUNIER, 2000].

Terceira Geragéo

Figura5: As diferentes geracdes de catalisadores metaloporfirinicos [MEUNIER, 2000].
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Quando se comparam modelos do citocromo P450 com a propria enzima percebe-se
que ha uma diferenga significativa: a presenca de uma matriz protéica nos sistemas
bioldgicos. Esta matriz, como nas monooxigenases, ¢ responsavel pelo isolamento do grupo
prostético, a ferro(Ill)protoporfirina IX, e desempenha diversas fungdes importantes como o
controle da reatividade do oxidante ativo e prevencdo da inativagdo da enzima através da
agregacao ou auto-oxidac¢ao da ferro(Ill)protoporfirina IX. Esta estrutura ainda fornece um
ambiente hidrofobico para a ligagdo do substrato e controla a acessibilidade do substrato a
espécie ativa, aumentando a seletividade da reagdo de oxidagdo [FARIA, 2004, 2008, 2009;
BARROS, 2008]. Estudos comparativos de seletividade e estabilidade com modelos sintéticos
e sistemas naturais levaram a conclusdo de que a seletividade origina-se dos efeitos estéricos
impostos pelo ambiente do sitio ativo. Esse ¢ o motivo pelo qual tem havido um intenso
esfor¢o no sentido de mimetizar a cavidade protéica das enzimas naturais [BEDIOUI, 1995].

Nos sistemas modelos permanecem algumas dificuldades a serem superadas: a
recuperagdo, reutilizacdo e o custo do catalisador. Uma alternativa para solucionar este
problema tem sido a imobilizagdo da metaloporfirina sobre uma superficie solida, o que
permite separar facilmente o catalisador dos reagentes e produtos. Deste modo combinam-se
as vantagens de um catalisador heterogéneo com a alta atividade catalitica exibida por
metaloporfirinas em sistema homogéneo, e tal catalisador poderia ser utilizado na oxidagao de
substratos organicos em larga escala. Suportar metaloporfirinas traz beneficios adicionais
provenientes da estrutura do suporte por proporcionar um novo ambiente estérico para o
catalisador, isolando o sitio ativo do mesmo e definindo o tipo de oxidagdo que devera ocorrer
[DURACZYNSKA, 2009; VRUBEL, 2009; Zhang, 2009; ZUCCA, 2010; GHIACI, 2010].

Assim, do ponto de vista da catélise, os refinamentos dos sistemas cataliticos incluem
modificacdes dos substituintes nos anéis porfirinicos e ancoragem das metaloporfirinas em

suportes solidos inertes.
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Muitos estudos vém sendo publicados envolvendo metaloporfirinas imobilizadas em
materiais s6lidos como silicas, argilas e polimeros, obtendo-se sistemas cataliticos eficientes
para oxidagcdo de hidrocarbonetos e outros compostos, como poluentes e farmacos, por
diferentes oxidantes [LINDSAY SMITH, 1994; MONTELLANO, 1995; BEDIOUI, 1995;
MANSUY, 1996; VINHADO, 2002; MACHADO, 2002; POTOWICZ, 2004; ZAMPRONIO,
2005; FARIA, 2004, 2009; HALMA, 2009; GHIACI, 2010]. Alguns destes sistemas podem
ser recuperados e reutilizados, mantendo a atividade nas reagdes subseqiientes, com boas
possibilidades de aplicagdo quando associados a oxidantes como o peréxido de hidrogénio
[ZUCCA, 2008, 2010].

Entre os diferentes materiais usados para imobilizar catalisadores, nanoparticulas
magnéticas tém surgido muito recentemente como suportes inovadores, por possibilitarem
facil separacao do catalisador do meio reacional pelo uso de um campo magnético [BO FU,
2009]. Nosso grupo também vem estudando este tipo de material para suporte de
metaloporfirinas e complexos salen, com resultados muito animadores na oxidacdo de

cicloocteno e limoneno [ASSIS, 2009].

1.6. Bases de Schiff (ligantes salen).

Bases de Schiff sdo compostos que apresentam um grupo imina em sua estrutura,
como mostrado na Figura 6, e sdo tipicamente formados pela condensacdo de aminas
primarias com aldeidos (esquema 1). As iminas resultantes (R;HC=N-R;) participam da
ligagdo com ions metalicos via par de elétrons livres do nitrogénio (hibridizag¢io sp®), embora
a basicidade seja menor do que aquela das aminas (hibridizagio sp’) [GUPTA, 2008]. Bases

de Schiff podem ser considerados “ligantes privilegiados” [JACOBSEN, 2003], pois

13



INTRODUCAO

estabilizam diferentes metais em véarios estados de oxidagao, controlando o desempenho dos

metais em grande variedade de transformagdes cataliticas [COZZI, 2004].

R\ B H H H H
NASD HoN N=— —N N=—
AN A i, D QN HN_

Figura 6: Exemplos de bases de Schiff di,tri e tetra-dentadas.

Em 1889, enquanto estudava os efeitos de diaminas em dicetonas, Combes preparou o
primeiro ligante salen e seu complexo de cobre [SHERRINGTON, 1999]. Quando dois
equivalentes de salicilaldeido foram combinados com um de diamina, uma base de Schiff foi
produzida, chamado entdo de ligante salen. A palavra “salen” é um acrénimo bastante usado
para denotar a familia de compostos bis-imina tendo como estrutura um derivado do N, N —
bis(salicilideno)etilenodiamina [BALEIZAO, 2006]. Embora o termo salen tenha sido usado
originalmente somente para descrever bases de Schiff tetradentadas derivadas da
etilenodiamina, hoje o termo é mais usado na literatura para descrever a classe de ligantes bis-

bases de Schiff tetradentados de [O, N, N, O], Figura 7.

+
I
N
zZ
Z
I
N

unidade fendlica

Esquema 1: Preparacio do ligantes salen [BALEIZAO, 2006].
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A sintese destes ligantes e dos complexos metalicos derivados ¢ relativamente simples
e pode ser realizada em duas etapas. A primeira envolve a sintese do ligante salen através de
condensagdo entre aldeidos e diaminas em diferentes condi¢des reacionais ¢ em diferentes
solventes alcodlicos (Esquema 1). A reacdo de preparagdo do ligante salen é reversivel
(Esquema 2) e requer, geralmente, a remocdo da adgua [TEIXEIRA, 2007]. A presenca de
agentes desidratantes normalmente favorece a formagao da base de Schiff. A degradacao da
base de Schiff pode ocorrer durante a etapa de purificagdo, principalmente usando
cromatografia em coluna de silica gel, por hidroélise. Assim, o melhor método de purificacdo ¢

por recristalizacao.
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| I |
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R R

*
g
L Wi T R
A~EN oM i N, O
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"

salen quiral salen complexos quiral

Figura 7: Diferentes ligantes salen e complexos M-salen [BALEIZAO, 2006].

Na segunda etapa, muitos complexos salen podem ser obtidos através do tratamento da
base de Schiff com o correspondente acetato do metal de interesse (manganés ou ferro, por
exemplo), normalmente em temperatura de refluxo. A purificagdo dos compostos obtidos
nesta etapa também pode ser realizada por recristalizacdo. Muitos destes complexos
apresentam uma alta constante de complexacdo, log K > 20, mostrando assim uma alta
estabilidade [BALEIZAO, 2006]. Em geral, ligantes e complexos salen so solidos estaveis e

podem ser estocados sem precaugdes.
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Esgquema 2: Esquema da reacdo de formacdo do ligante salen, adaptado de [TEIXEIRA,
2007].

Bases de Schiff sdo utilizadas em diversos segmentos da quimica, por exemplo, na
preparacdo de membranas de PVC como sensor para niquel (II) [GUPTA, 2008], mas o
grande foco ¢ sua utilizagdo como catalisadores.

Desde a primeira sintese por Combes e seus colaboradores, ligantes salen e seus
complexos metdlicos tém sido sintetizados, caracterizados e gradualmente seu uso como
catalisadores tem sido bastante reconhecido [SHERRINGTON, 1999]. Complexos salen de
metais de transicdo sdo eficientes catalisadores em reacdes em meio homogéneo e
heterogéneo e a atividade desses complexos variam de acordo com o tipo de ligantes, sitios de
coordenacdo e ion metalico. A atividade catalitica destes complexos metdlicos pode ser
avaliada em diversos tipos de reacdes, tais como, polimerizagdo de olefinas [SCOTT, 2002];
abertura de anel e polimerizacdo [COATES, 2002]; alquilacdo alilica [BRUNEL, 1998];
epoxidagdo de alcenos [MASTERI-FARAHANI, 2010; BIBAL, 2010]; oxidacdo de alcanos
[ASSIS, 2010]; oxidagdo de farmacos [MAC LEOD,2007, 2008].

Na Figura 8 sdo mostrados alguns ligantes e complexos com bases de Schiff e seus

respectivos usos em catalise.
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Figura 8: Exemplos de ligantes ¢ complexos com bases de Schiff e suas utilizagdes como

catalisadores [JACOBSEN 2003].

1.7. Catalisador de Jacobsen

Varios ions metéalicos formam complexos com ligantes salen, mas somente alguns ions

metalicos (crdmio, manganés, niquel, ruténio e ferro) t€ém sido utilizados como catalisadores

de epoxidagdo [URSAL, 2010; DONG, 2010; MITRA, 1999; HATEFI, 2009; ANDERSON,

2006)).

Na década de 1990, Jacobsen e Katsuki sintetizaram um complexo manganés salen

quiral, contendo grupos terc-butil nas posi¢des 3, 3°, 5, 5’ e um substituinte cicloexano nos

carbonos C1” e C2”, o qual ficou conhecido como catalisador de Jacobsen (Figura 9). Este

catalisador foi avaliado comercialmente como o

“reagente do ano de 1994” e até hoje ¢

considerado um catalisador eficiente para epoxidagdo enantiosseletiva de olefinas [WECK,
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2006]. Uma vantagem deste complexo € sua simples preparagdo, podendo ser sintetizado em
larga escala (da ordem de quilogramas) com baixo custo (US$ 32,40/ grama) [Sigma-Aldrich

Handbook 2009-2010].

Figura 9: Estrutura do catalisador de Jacobsen.

Epoxidagdes enantiosseletivas de olefinas simples usando o catalisador de Jacobsen
fornecem rendimentos da ordem de 97 % com 98 % de excesso enantiométrico, dependendo
do substrato [CASTELLANOS, 2007]. O método tipicamente envolve de 2 % a 5 % do
catalisador em mols, em solvente organico como diclorometano, um doador de oxigénio, que
pode ser um oxidante aquoso ou um peracido orgénico, por exemplo, hipoclorito de sodio e
acido m-cloroperbenzdico. Em ambos os casos a presenga de um aditivo, como 4-fenilpiridina
N-o6xido ou N-metilmorfolina N-6xido, tem efeito significativo na velocidade, no rendimento
e na enantiosseletividade da epoxidacdo. O papel primario destes aditivos ¢ evitar a formagao

de um dimero nao reativo, u-oxo-MnIV [SERRIGTON, 1999].

[.8. Mecanismo de epoxidacao catalisado por Mn-salen e espécies intermediarias envolvidas

A epoxidacdo seletiva de alcenos ndo funcionalizados tem sido o maior desafio na
sintese organica durante muitos anos. O catalisador de Jacobsen (Figura 9) catalisa a

epoxidacdo de uma variedade de olefinas ndo funcionalizadas com alta enantiosseletividade
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[JACBSEN, 2003]. Em particular, alcanos conjugados Cis-1,2-dissubtituidos sdo epoxidados
com alto excesso enantiomérico. O alto grau de inducdo assimétrica exibido pelos Mn-salen
tem levado a um intenso estudo e possivel elucidagdo dos mecanismos destas reagdes
[GILHEANY, 2005].

A epoxidagdo utilizando o catalisador de Jacobsen tem sido assunto de muitas revisdes
detalhadas [LINDE, 2002; GILHEANY, 2005; JONSSON, 2006] e ocorre por um mecanismo
regido pela estereoquimica do complexo. O mecanismo envolve a formac¢do de um oxo
complexo, Mn"=0 [LINKER, 1997]. O catalisador apresenta um sitio ativo que é
extremamente enantiosseletivo para a oxidagao de olefinas Cis-substituidas. Duas hipoteses de
aproximacao da olefina ao sitio ativo foram propostas e estdo ilustradas na Figura 10:
Jacobsen propOs que a olefina atacaria o catalisador pela direcdo perpendicular a ponte
diimina, ja que o menor substituinte da olefina estaria do mesmo lado do hidrogénio do centro
quiral; Katsuki, por sua vez, propds que o ataque seria paralelo (ou quase a 45°) a ponte di-
imina, devido as interacdes das nuvens eletronicas n-m. Apesar dessas diferengas, ambos os
modelos explicam os resultados obtidos experimentalmente. Além do fator estérico, o carater
eletronico do catalisador desempenha um importante papel: estudos de Jacobsen indicam que
se os substituintes da olefina forem doadores, a enantiosseletividade aumenta
consideravelmente. Isso acontece devido a estabilizagio do complexo Mn'=0 formado como
intermediario reativo, o que resulta em uma preferéncia por esse caminho reacional e explica

o aumento da enantiosseletividade [LINKER, 1997].
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Figura 10: Possiveis rotas de ataque de olefinas dissubstituidas: a) proposta por Jacobsen b)
proposta por Katsuki [LINKER, 1997].

No final de 2009, Corey e colaboradores [COREY, 2009] apresentaram uma analise
das caracteristicas fundamentais da epoxidagdo catalisada pelo catalisador de Jacobsen e
variaveis que afetam a enantiosseletividade, ganhando entendimento mais profundo dos
caminhos preferenciais desta reacdo. Uma das questdes mais relevantes observada foi que a
enantiosseletividade da epoxidacao catalisada por Mn-salen ndo depende somente da
condi¢do da reagdo, mas também da natureza do oxidante, por exemplo, PhIO ou NaOCl
[COREY, 2009]

Vérios intermedidrios t€ém sido propostos para a transferéncia do oxigénio para o
substrato, mas Kochi e colaboradores [GILHEANY, 2005] mostraram que ha uma forte
evidéncia de que o oxidante efetivo seja uma espécie Mn"-(0) e u-oxo-MnIV, como mostra o

ciclo catalitico, na Figura 11.
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Figura 11: Ciclo catalitico para a epoxidagdo de alcenos por Mn-salen proposto por Kochi e
colaboradores [GILHEANY, 2005].

O intermediario Mn"(O)-(salen) (Figura 12a) ¢ atualmente considerado como o maior
agente transferidor de oxigénio na reagdo [COREY, 2009], embora esta espécie seja muito
instavel para ser isolada [GILHEANY, 2005]. Uma espécie detectada por UV e identificada
como um dimero p-oxo (Figura 12f), foi proposta inicialmente como espécie catalitica, mas
sua velocidade de decomposi¢cdo foi mais baixa que a velocidade de epoxidagao.
Posteriormente, Plattner e colaboradores obtiveram evidéncias diretas das espécies Mn"(O)-
salen (Figura 12a) e do dimero p-oxo (Figura 12f) (com 2 ligantes PhIO) através de
experimentos de espectrometria de massas (MS-ES) e MS-MS [GILHEANY, 2005].
Entretanto, existem outras espécies oxidantes que podem também atuar como transferidoras
de oxigénio, ao menos em determinadas condi¢des. Estas espécies incluem acilperoxo-Mn-
salen (Figura 12b), hidroperoxo-Mn-salen (Figura 12c), Mn'"-salen) (Figura 12d) e adutos
como PhIO-Mn-salen e ClO-Mn-salen (Figura 12e). Ainda ndo hd um consenso quanto a
natureza de todas as espécies presentes no ciclo catalitico, conforme se observa em varios

artigos e revisoes atuais [COREY, 2009].
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Figura 12: Espécies propostas como intermediarios cataliticos [GILHEANY, 2005].

1.9. Metaloporfirinas e Mn-salen como catalisadores da oxidacdo de fArmacos.

No desenvolvimento de um novo firmaco, uma questdo crucial ¢ elucidar a via
metabolica dos candidatos a firmacos no organismo humano. A principal rota de eliminagao ¢é
uma biotransformagdo enzimadtica, a qual ¢, em muitos casos, iniciada por reacdes de
oxidagdo catalisadas pelas enzimas da superfamilia do citocromo P450 [LOHMANN, 2008].
O répido aumento do nimero de novos derivados de compostos quimicos nos anos recentes
requer técnicas rapidas de separacdo que fornecam informagdes confidveis e facilmente
acessiveis sobre a biotransformacdo dos candidatos a farmacos [SUGIYAMA, 2005;
MURESAN, 2009]. Em um processo de desenvolvimento, por razdes econdmicas, ¢
importante executar esses testes em um estagio inicial para excluir, o mais breve possivel,
candidatos a fdrmacos ndo apropriados. Como conseqiiéncia, muitos sistemas modelos
quimicos e enzimaticos tém sido desenvolvidos visando mimetizar processos metabolicos “in
vitro”, a fim de desenvolver uma simulagdo satisfatoria da situagdo “in vivo”. Um método ja
estabelecido “in vitro” ¢é baseado em matrizes contendo CYP, fatias de figado ou
microssomos [LOHMANN, 2008]. Uma regra que se aplica a todos os sistemas “in vitro” é
que a complexidade estd relacionada diretamente e a praticidade inversamente a

transferabilidade para uma situagdo “in vivo” (Figura 13) [LOHMANN, 2008].
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Figura 13: Correlagao entre modelos biomiméticos, métodos “in vitro” usando tecido
contendo CYP e sistemas “in vivo” [LOHMANN, 2008].

Modelos “in vitro” para o metabolismo de farmacos seriam uma representacdo da
situagdo no figado humano, com uma maxima extensao possivel, considerando que o figado ¢
o oOrgdo predominante na biotransformagcdo de xenobidticos. Assim, métodos bem
estabelecidos sdo geralmente baseados em enzimas CYP originadas do figado. Geralmente os
métodos usados sao discutidos com respeito a sua transferabilidade para o organismo vivo. O
sistema que melhor se assemelha ao figado intacto em uma espécie viva € o proprio figado
perfurado. Entretanto, este ¢ um modelo delicado, visto que sua manipulagdo ¢ dificil e
fornece uma pobre reprodutibilidade. Além disso, poucos animais ainda estdo disponiveis
para a extracdo do figado. Fatias de figado ainda mantém um arranjo espacial do figado
intacto e conexodes cé¢lula-célula, mas sdo necessarias técnicas especificas e equipamentos
caros para a constru¢ao de um modelo mais proximo do real. Além disso, as células nas
extremidades das fatias do figado sdo degradadas e o substrato penetra inadequadamente.
Assim, estes métodos sdo extremamente complexos o que, as vezes, inviabilizam o processo
[LOHMANN, 2008].

Outra forma de simular o metabolismo de farmacos ¢ a utilizagdo de modelos

biomiméticos sintéticos. A utilizagdo de modelos biomiméticos permite um estudo relativemente

simples da atividade intrinseca do sitio ativo das enzimas, como citocromo P450 e peroxidases,
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além de fornecerem informagdes importantes, como por exemplo, sobre o mecanismo e possiveis
rotas do metabolismo de firmacos exogenos. A utilizagdo destes sistemas pode também ser
conveniente para checar o comportamento de farmacos em condigdes oxidativas e preparar alguns
dos diferentes metabolitos possiveis em quantidades suficientes para caracterizagdes e para testes
farmacologicos e toxicologicos [BERNADOU, 2004]. Um exemplo € a oxidagdo biomimética do
etodolac, catalisada por diferentes metaloporfirinas sintéticas, que podem ser usadas como
catalisadores eficientes na sintese regiosseletiva de dois diferentes metabdlitos, 4-hidroxietodolac

e 4-oxoetodolac [BERNADOU, 2004], como mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Oxidag¢do biomimética do etodolac em compara¢do com metabolismo “in vivo”
[BERNADOU, 2004].

Metaloporfirinas sintéticas tém sido intensivamente utilizadas como modelos
biomiméticos para estudos de metabolismo oxidativo e para uma potencial sintese de
metabolitos de farmacos e de outros xenobidticos (mutagénicos e agroquimicos). Como
exemplos podem ser citados os estudos de metabolismo oxidativo “in vitro” dos farmacos
lindocaina, antergan, ibuprofeno, carbamazepina, entre outros [BERNADOU, 2004, FARIA,
2009], utilizando como modelos biomiméticos metaloporfirinas de 1* a 3* geragdes. Estes
estudos mostraram que um controle das reacdes pode levar a producdo de determinado

metabolito de interesse, o que ndo pode ser realizado em condi¢des normais. A habilidade
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biomimética destes compostos pode ser constatada ao se observar que os 15 metabolitos
formados pela reacdo da Mn(TFPP)X/H,O,/piridina com propiverin ¢ bezilato de 1-metil-4-
piperidil sdo praticamente os mesmos obtidos “in vivo” no metabolismo de ratos (Figura 15)

[BERNADOU, 2004].
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Figura 15: Oxidagdo biomimética do propiverin [BERNADOU, 2004].

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a oxidagdo de varios farmacos como
cloroquina, [SANTOS, 2005], isoniazida [GUEDES, 2006] e carbamazepina [FARIA, 2008;
MAC LEOD, 2007] usando metaloporfirinas como catalisadores. Nestes estudos, varios
metabolitos foram identificados, incluindo aqueles observados “in vivo”. No caso da
cloroquina, observou-se que substituintes nos anéis meso-arilas da porfirina, capazes de
interagir com o farmaco através de interacdes - e interagdes eletrostaticas (como Os
substituintes carboxi da porfirina e o grupo amino da cloroquina) t€m um papel fundamental
na catalise, com aumento nos rendimentos e seletividade dos produtos oxidados. Também nos
estudos de oxidacdo da isoniazida catalisada por metaloporfirinas estas interacdes se

mostraram importantes para obten¢do de altos rendimentos e seletividade [GUEDES, 2006].
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Metaloporfirinas imobilizadas em suportes solidos, idealizando um modelo mais elegante da
enzima, uma vez que o suporte fornece um ambiente que pode mimetizar a cavidade protéica
da enzima, também produziram os metabolitos semelhantes ao sistema natural e ainda
levaram a uma melhora significativa nos rendimentos cataliticos da oxidacdo da
carbamazepina comparados as metaloporfirinas em meio homogéneo [FARIA, 2008].

Além de modelos metaloporfirinicos, outros complexos que estdo recebendo um
grande destaque nesta area sdo os complexos salen. Estes complexos tém sido utilizados como
modelos biomiméticos [MAC LEOD, 2008] ¢ também como sondas no estudo do
metabolismo oxidativo, como por exemplo, na oxidagdo do SR-48117, um antagonista da
vasopressina (Figura 16). A modulacdo das condi¢des da reagdo (catalisador, doador de
oxigénio, natureza do meio reacional, etc) leva a diferentes produtos e rendimentos variados
e, assim, pode aumentar a seletividade para os metabolitos de interesse [ BERNADOU, 2004].

Complexos salen também podem ser utilizados na sintese de farmacos, como na
carbonilagdo de alcoois e alcenos na producdo do acido arilpropionico e seus ésteres, que sao

usados como anti-inflamatorios [GUPTA, 2008].
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Figura 16: Modulagdo da reacao de oxidacdo do SR-48117 em diferentes sitios, dependendo
da condicao experimental [GUPTA, 2008].
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Outro exemplo ¢ a utilizacdo de um Co-salen na preparagdo do Cis-aminocromanol
(Figura 17), descrito por Hansen e colaboradores, conseguindo um excesso enantiomérico de

95 % [CARON, 2006].

PhOH 1. AcCl
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Figura 17: Prepara¢do do cis-aminocromanol utilizando em uma das etapas um Co(salen),
como catalisador [CARON, 2006].

Um complexo Mn-salen foi também usado na oxidacdo do cromoneno para gerar o
epoxido correspondente, que ¢ precursor de um ativador do canal de potassio BRL 55834

(Figura 18) [CARON, 2006].
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Figura 18: Preparagao do ativador do canal de potassio BRL 55834 [CARON, 2006].
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Por ser um catalisador enantiosseletivo de grande destaque, reagdes que utilizam o
catalisador de Jacobsen se caracterizam por serem métodos excelentes para a sintese de
intermediarios quirais e metabolitos na preparagdo de compostos farmacéuticos. Senanayake e
colaboradores utilizaram o catalisador de Jacobsen para preparar o epoxido indeno com
excesso enantiomérico de 88 %, que ¢ um precursor do indinavir, utilizado como inibidor da

protease do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), Figura 19 [CARON, 2006].

NaQCl

Mn-salen (cat) 0
D — OO
aq CHsCls
W\”/\ oH (" oH
= \\rN N,rh 3

M

Q8= CONH!-B 0

Figura 19: Preparagdo do indivanir catalisada por um complexo Mn-salen [CARON, 2006].

O uso do catalisador de Jacobsen como modelo do citocromo P450 na oxidacdo
biomimética de farmacos comegou a ser explorado por nosso grupo alguns anos atras, pela
Dra. Tatiana C.O. Mac Leod e Dra. Débora F.C. Guedes. Excelentes resultados foram obtidos
na oxida¢do da carbamazepina, primidona, ibuprofeno e fluoxetina [MAC LEOD, 2006, 2007;
2008; GUEDES, 2006]. Entretanto, para desenvolver um método de obteng¢do de metabolitos
destes farmacos baseados na catdlise por complexos salen, varios estudos devem ser
desenvolvidos combinando catalisadores modulados com grupos substituintes eficazes,
oxidantes e condi¢des reacionais, que possam permitir a obtengdo de rendimentos aceitaveis

dos produtos, que viabilizaria procedimentos em escala economicamente viavel.
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I.10. Farmacos

Isoniazida

Isoniazida (INH) ¢ um farmaco importante e extensamente usado no tratamento da
tuberculose. Nos ultimos anos a incidéncia de tuberculose em paises industrializados e,
principalmente nos paises em desenvolvimento, tem aumentado -consideravelmente
[MACCARI, 2004]. Esse aumento se deve ao surgimento da resisténcia “multi-farmaco” por
parte do Mycobacterium tuberculosis (MTB) e a associagdo deste bacilo MTB ao virus HIV.
INH ¢ considerada uma pro-droga ativada pela enzima Mycobacterium tuberculosis KatG.
Esta hemoproteina tipo catalase-peroxidase catalisa a oxidacdo da INH, mas, apesar dos
esforgos recentes, a natureza exata dos intermediarios ativos e o mecanismo de ativacio deste
farmaco ainda sdo uma questdo de debate. Como nenhum dos derivados estaveis observados
na conversdo da INH pela KatG tem mostrado efeito bactericida, por exemplo, acido
isocotinico, isocotinamida e isocotinaldeido, o mecanismo proposto para atividade da INH
supde uma reagdo de uma espécie intermediaria com B-adenina-nicotinamida dinucleotidio
(NAD/NADH), que ¢ o cofactor da proteina redutase de cadeia longa 2-trans-enoil-acil,
InhA, uma enzima chave envolvida na biossintese dos 4cidos graxos de cadeia longa e 4cidos
micolicos, componentes especificos das paredes celulares micobacteriais [MEUNIER, 2001,
2002]. A formagdao do adulto covalente INH-NAD(H) como inibidor competitivo poderia
causar perda da atividade da InhA. Os principais produtos da oxidagdo “in vivo” da INH
catalisada pelo citocromo P450 sdo: 4cido isonicotinico (1), isonicotinamida (2), acido
isonicotinico-N-6xido (3) e piridina-4-carboxialdeido (4) (Figura 20), sendo o 4acido, produto

(1), o principal [MEUNIER, 2001].
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Figura 20: Produtos de oxidagdo da INH “in vivo” catalisada pelo citocromo P450
[MEUNIER, 2001].

A oxida¢do da INH por varios doadores de oxigénio (peréxido de hidrogénio,
iodosilbenzeno, terc-butil hidroperdxido, acido meta-cloroperoxibenzdico), catalisada por
metaloporfirinas contendo diferentes substituintes, foi realizada anteriormente em nosso
grupo [GUEDES, 2006]. Os resultados revelaram que os sistemas metaloporfirinicos sao
bons modelos biomiméticos para oxidag¢do deste farmaco, uma vez que os mesmos produtos
obtidos nos organismos vivos foram observados, sendo o d4cido isonicotinico gerado
preferencialmente em relagdo aos demais, isonicotinamida e 4- piridinacarboxaldeido. A
partir dos resultados foram propostas rotas do provavel mecanismo de oxidagdo da INH,
buscando um paralelo com o que ocorre com este farmaco nos sistemas enzimaticos “in vivo”

[GUEDES, 2006].

Clorogquina

A maléria ou paludismo ¢ uma doenga infecciosa aguda ou cronica causada por
protozodrios parasitas do género Plasmodium, transmitidos pela picada do mosquito
Anopheles [GARCIA, 2010]. A malaria mata 3 milhdes de pessoas por ano [SANTOS, 2005],
uma taxa s6 comparavel a da SIDA/AIDS, e afeta mais de 500 milhdes de pessoas todos os
anos. E a principal parasitose tropical e uma das mais freqiientes causas de morte em criangas
nesses paises, com um milhao de criangas com menos de 5 anos a cada ano. Segundo a OMS,

a malaria mata uma crianga africana a cada 30 segundos, e muitas criangas que sobrevivem a
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casos severos sofrem danos cerebrais graves e tém dificuldades de aprendizagem [SANTOS,
2005].

A malaria maligna, causada pelo P. falciparum ¢ uma emergéncia médica. As outras
malarias sdo doencas cronicas. O tratamento farmacoldgico da malaria baseia-se na
susceptibilidade do parasita aos radicais livres e substancias oxidantes, morrendo em
concentragdes destes agentes inferiores as mortais para as células humanas. Os farmacos
usados aumentam essas concentracoes [COINTEAUX, 2003].

A quinina (ou o seu isomero quinidina), um medicamento antigamente extraido da
casca da Cinchona, ¢ ainda usada no seu tratamento. No entanto, a maioria dos parasitas ja é
resistente as suas acgoes, razao pela qual esta droga foi suplantada por outras sintéticas mais
eficientes, como quinacrina, cloroquina, e primaquina. E freqiiente o uso de coquetéis
(misturas) de varios destes farmacos, pois ha parasitas resistentes a qualquer um deles por si
0. A resisténcia torna a cura dificil e cara [COINTEAUX, 2003; O’NEILL, 1998].

Cloroquina (CQ) tem sido o principal farmaco utilizado na profilaxia e tratamento da
malaria nas ultimas décadas, apesar do surgimento de cepas resistentes, especialmente a partir
de Plasmodium falciparum [MOSQUEIRA, 2010]. Mais recentemente este farmaco tem sido
empregado no tratamento de doengas imunologicas, por exemplo, artrite reumatodide
[MOSQUEIRA, 2010]. Embora CQ tenha sido utilizada por muitos anos, 0 seu mecanismo
de acdo ainda nao foi esclarecido. CQ ¢ um farmaco quiral e ¢ administrado como uma
mistura racémica. Os principais metabolitos da CQ “in vivo” sao desetilcloroquina (DCQ) e
bis-desetilcloroquina (BDCQ) (Figura 21), ambos farmacologicamente ativos e produtos de
desalquilagdo na amina tercidria da cadeia lateral alquila do farmaco [BONATO, 2005].

E de se supor que o metabolismo destas drogas seja complexo, uma vez que estes
compostos possuem varios grupos reativos em sua estrutura (Figura 21). Estudos recentes do

papel de diversas sub-familias do citocromo P450 na produgao de metabolitos oxidados destas
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drogas vém sendo realizados. Estes apontam os metabolitos como responsaveis pela sua
toxicidade em animais e¢ humanos [FOLEY, 1998]. Como estes metabolitos ndao sao
comerciais, existe um grande apelo para o desenvolvimento de métodos alternativos para
obtencdo destes compostos.

A oxidagdo da cloroquina por PhIO, H,O, e mecpba também foi estudada
anteriormente em nosso grupo, utilizando como catalisadores ferro(IIl) porfirinas meso-fenil
substituidas e a FePPIX [SANTOS, 2005]. O principal produto obtido em todos os sistemas
estudados foi a DCQ. Este ¢ também o principal produto “in vivo” da oxidagdo deste farmaco
catalisada por CYP. Os resultados destes estudos também evidenciaram a importancia da

interagdo eletrostatica metaloporfirina/fArmaco para o sucesso da catalise.
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Figura 21: Estruturas da CQ, DCQ, BDCQ e HCQ.

Carbamazepina

A carbamazepina, (CBZ, 5-carbamoil-5H-dibenzapina, Carbatrol® e Tegretol®,
Figura 22), tem sido um dos firmacos mais freqlientemente prescrito para o tratamento da
epilepsia, sendo consumido na Inglaterra em quantidades superiores a 40 toneladas ao ano
[VOGNA, 2004]. Entretanto, o uso deste farmaco esta associado com uma variedade de

reacdes adversas que incluem problemas cutianeos, imunologicos, renais e hepatoldgicos.
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Embora o mecanismo destas reacoes seja desconhecido, acredita-se que resultem da formagao
de metabolitos reativos [PEARCE, 2002]. Intermediarios reativos, tais como 6xido arenos,
quinonas e 2-hidroxi-iminoestilbeno tém sido propostos como as espécies responsaveis pela
toxicidade e efeitos adversos observados, embora a prova definitiva seja dificil de ser obtida,
pois os microssomos humanos convertem a CBZ em metabolitos capazes de ligar em

proteinas [PEARCE, 2002].

o~ WHp

Figura 22: Estrutura da carbazepina (CBZ).

A CBZ ¢ quase completamente metabolisada no figado, através de trés processos
metabolicos principais (Figura 23) com pelo menos 30 metabdlitos identificados na urina
humana e de ratos, na forma livre e conjugados [BRETON, 2005]. A via metabolica principal
¢ a oxidagdo por enzimas do sistema do citocromo P-450 para formar a carbamazepina 10,11-
epoxido (CBZ-EP), a qual ¢ também dotada de propriedades anticonvulsivantes (Figura 23)
[BRETON, 2005]. A hidrolise da CBZ-EP para carbamazepina trans-diol (CBZ-OH) ¢
catalisada pela enzima epdxido hidrolase. Estudos “in vitro” com microssomos de figado
humano também mostram a formacdo do 9-hidroximetil-10 carbomoil acridan como um

menor metabdlito da via principal [MYLLYNEN, 1998].
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Figura 23: Metabolismo da carbamazepina “in vivo” [BRETON, 2005].

Apesar das intensas pesquisas com este anticonvulsivante, muitas questdes ainda
permanecem, tais como a elucidacdo dos mecanismos que tentam explicar a formagdo de novos
metabolitos, identificacdo de intermedidrios reativos e em quais fases do processo de detoxificacdo
e/ou transformacao do composto ha participacdao do P450. Além disso, o uso de CBZ neste estudo ¢
interessante para uma avaliacdo comparativa dos varios sistemas cataliticos empregados.

A investiga¢do do mecanismo catalitico de oxida¢do da CBZ em solucdo aquosa ja foi
realizada utilizando metaloporfirinas carregadas como catalisadores. Esta reagdo resultou em
altas conversoes (99 %) e rendimentos (75-80 %) de epoxido apds 1 h de reagdo com o uso de
KHSOs como oxidante [BERNADOU, 2004]. Outro estudo com este farmaco utilizou a
metaloporfirina Mn(III)TMPyP e mcpba, convertendo a CBZ para o CBZ-EP com

rendimentos de 93 % [GROVES, 1997].
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A atividade catalitica de metaloporfirinas e complexos salen (catalisador de Jacobsen)
na oxidagdo da CBZ, utilizando H,O,, TBOOH, m-cpba e PhIO como doadores de oxigénio
foi investigada anteriormente em nosso grupo [MAC LEOD, 2007; 2008; FARIA, 2008.].
Nestas reacdes foi produzido apenas o 10,11-epoxido-carbamazepina (CBZ-EP), que
corresponde ao principal metabdlito obtido no metabolismo “in vivo” catalisado pelo P450,
indicando que os sistemas cataliticos utilizados sdo excelentes modelos biomiméticos desta
enzima. Observou-se que a formacgdo de CBZ-EP ¢ dependente do oxidante e do pH do meio,
principalmente nas reagdes com perdxido de hidrogénio, resultando em mecanismos de
clivagem homolitica ou heterolitica conforme o pH da reagdo. Os oxidantes m-cpba e
TBOOH mostraram que a natureza dos substituintes ligados ao grupo —OOH do perdxido

exerce grande efeito na oxidacdao da CBZ.

Primidona

A primidona (PRM, 5-ctilexaidro-4,6-dioxo-5-fenilpirimidina, Figura 24) é um barbittrico
usado desde o inicio dos anos 50 e tem se mostrado eficaz no tratamento das convulsdes parciais e
tonico-clonicas, embora este medicamento apresente acao sedativa. A PRM ¢ metabolisada pelo
citocromo P-450 em fenobarbital (FENO) e feniletilmalonamida (PEMA) (Figura 24) [FERRANTI,
1998]. Os metabdlitos (FENO e PEMA) possuem agdes farmacologicas semelhantes a substancia
original, assim, os metabolitos ativos fazem com que o efeito terapéutico permane¢a mesmo quando
a PRM ja tenha sido metabolisada. A investigagdo dos metabolitos é de grande importancia, visto
que em muitos casos o farmaco empregado ¢ o FENO ao invés da PRM [GARERI, 1999; MASRI,
1998]. Contrariamente ao efeito terapéutico, existem evidéncias toxicologicas atribuidas aos
metabolitos deste anticonvulsivante. Estudos utilizando o FENO mostraram potencialidade
carcinogénica em roedores [MCCLAIN, 1995] e atividade mutagénica do metabdlito PEMA na

Salmonella [ZEIGER, 1988].
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Figura 24: Metabolismo da primidona [LAFONT, 1990].

A oxidagdo deste farmaco também ja foi investigada anteriormente utilizando
metaloporfirinas e complexos salen (catalisador de Jacobsen) como catalisadores e os
oxidantes H,O,, TBOOH, m-cpba e PhIO [MAC LEOD, 2008]. Na oxida¢ao da PRM foram
obtidos dois metabdlitos encontrados no sistema “in vivo™: feniletilmalonamida e fenobarbital,
além de trés outros produtos (2-fenilbutiramida, y-fenil-y-butirolactona). A formacgdo destes
compostos foi altamente dependente do oxidante, co-catalisador, pH e oxigénio, o que
possibilitou a proposta de um esquema de oxidacdo com os possiveis intermediarios
envolvidos.

Como conclusdo principal de todos estes estudos anteriores pode-se dizer que
metaloporfirinas e complexos salen sdo excelentes modelos biomiméticos do P450 na
oxidacdo de farmacos e métodos que envolvam estes catalisadores podem ser uma estratégia

adequada para obtengao dos metabolitos destes farmacos.
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1. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade catalitica de complexos
salen, neutros e i6nicos, em meio homogéneo ou imobilizados em diferentes materiais, como
possiveis modelos das enzimas citocromo P450 na oxidacdo dos farmacos cloroquina,
isoniazida, carbamazepina e primidona, por varios oxidantes, visando a posterior aplicagao
destes sistemas como uma via alternativa verde para obteng¢do dos metabdlitos destes
farmacos.

Foram também objetivos deste trabalho sintetizar e caracterizar os complexos salen
(com ferro e manganés), neutros e ionicos, imobilizados em matrizes funcionalizadas ou nao,
tais como silica, montmorrilonita e quitosana, e utiliza-los na oxidagdo de substratos padrdes
de nosso laboratério (estireno, cicloocteno, cicloexano e pentano) para se avaliar o potencial
catalitico destes sistemas utilizando varios doadores de oxigénio, como o iodosilbenzeno

(PhIO), H,0, e terc-butil hidroperoxido (TBOOH).
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1. PARTE EXEPRIMENTAL

III.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de procedéncia Merck, Acros, Aldrich, Reagen,
Vetec ou Synth e grau de pureza P.A. Nos experimentos envolvendo CLAE foram utilizados
solventes com grau de pureza CLAE.
- Os metabolitos da cloroquina foram gentilmente fornecidos pela Profa. Pierina S. Bonato, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto/USP.
- Diciclohexilcarbodiimida (DCCI) foi purificada por destilagdo a pressao reduzida.
- A agua utilizada nos experimentos foi purificada pelo sistema Milli-Q, Millipore.

- Gases hélio, nitrogénio, hidrogénio e argonio foram adquiridos da White Martins.

I11.2. Equipamentos e dispositivos utilizados

- Espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear: Os espectros de RMN 'H ¢ RMN "°C
foram obtidos em um Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Brucker DRX-400
(400 MHz) do Departamento de Quimica desta faculdade.

- Cromatografo a Gés Varian Star 3400Cx, acoplado ao computador Mythus 486dx/66 e
impressora Epson Lx-300; Star Chromatography Workstation para tratamento de dados.
Coluna megabor de 30 m de comprimento por 0,53 mm de didmetros interno e filme de 1.

- Espectrofotometro HP 8452A Diode Array acoplado ao microcomputador HP Vectra Es/12,
impressora Think Jet HP e ploter 7475A HP.

- Destilador de 4gua Milli-Q — Barnstead.

- Cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, com detector Diode Array SPD-M
10A VP acoplado ao forno de coluna CTO-10A VP e controlador de sistema SCL-10A VP.

Coluna Lichrospher 100RP — 18 Sum (125x4mm).
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- Rotavapor Biichi RE 114.

- Agitador por ultrassom (sonicador) Minisom Thornton, Impec Eletronica.

- Balanga Analitica Mettler Toledo AG245.

- Agitador por ultrassom Minisom Thornton, Impec Eletronica.

- Microscopio Eletronico de Varredura ZEISS (modelo LEO-440). As amostras, armazenadas
em dessecador com silica gel, foram colocadas sobre fita adesiva de carbono no porta amostra
de aluminio e recobertas com ouro, com espessura de recobrimento de 20 nm. A corrente do
feixe utilizado foi de 500 pA e a poténcia do feixe de 20 kV.

- Equipamento CE instrumentos modelo EA 1110 (analise elementar de teores de carbono,
hidrogénio e nitrogénio), utilizando hélio como gas de arraste acoplado a um computador
equipado com o programa eager 200.

- Difratdmetro de raio-X (XDR) Siemens D5005 usando monocromador de grafite e linhas de
emissio de Cu KR, temperatura ambiente e rotina de 2° — 50°.

- Espectrometro infravermelho Nicolet 5ZDX com transformada de Fourier (FT-IR) gravado

de 2000 a 400 cm™.

II1.3. Métodos.

I11.3.1. Sintese dos aldeidos

II1.3.1.a. Sintese do 5-sulfonato-salicilaldeido de s6dio (aldeido negativo).

N-Fenil-salicilaldimina
O procedimento de Bigelow e Eatouch foi usado para a sintese deste composto
[ANDO, 1978; BIGELOW, 1967]. Anilina (1,87 g, 20 mmol) foi adicionada lentamente ao

salicilaldeido (2,46 g, 20 mmol) sob agitacio magnética. Em seguida, a agitagdo foi
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interrompida e a rea¢ao foi deixada em repouso por 45 min, formando duas camadas. A
mistura foi entdo despejada em um baldo contendo 40 mL de etanol e congelada a -4 °C.
Ocorreu a formagao de cristais de coloragdao branca, os quais foram filtrados e lavados com
etanol gelado (2 x 20 mL), e deixou-se secar ao ar. Obteve-se 2,5 g do composto que foi
caracterizado por RMN 'H, analise elementar de C, H e N. O rendimento desta reagdo foi de

75 %.

5-acido sulfonico-N-Fenil-salicilaldimina

Para a sintese deste composto o procedimento de Berry foi usado [BERRY, 1982].
Acido sulfurico concentrado (10 mL, 0,1 mol) foi adicionado muito lentamente ao s6lido N-
Fenilsalicilaldimina (3,15 g, 16 mmol). Houve a formagdo de uma solugdo marrom que foi
aquecida a 90-95 °C, sob agitacdo magnética por 2 h, depois foi deixada em repouso até
atingir a temperatura ambiente. A seguir a solucdo foi despejada em uma mistura de agua e
gelo (150 mL). Um precipitado amarelo brilhante foi formado o qual foi isolado por filtragcao
como cristais amarelos, lavados com agua gelada (5 mL), seguido por etanol gelado (5 mL).
Este composto foi caracterizado por RMN 'H, IV e analise elementar de C, H ¢ N. O

rendimento desta reacdo foi de 82 %.

5-sulfonato-salicilaldeido de sodio

Para a sintese deste composto o procedimento de Botsivali foi usado [BOTSIVALI,
1985]. 5-Acido sulfonico-N-fenilsalicilaldimina (3,5 g, 13 mmol) foi adicionado a uma
solugdo de carbonato de soédio anidro (1,8 g, 13 mmol) em agua (50 mL). Ap6s aquecimento
até a temperatura de refluxo, ar foi borbulhado na solugdo por 4 h, ¢ o volume foi mantido
com adigdes de agua. A solucdo marrom escura resultante foi deixada parada até atingir a

temperatura ambiente e, em seguida, o pH foi ajustado a 4 por adi¢ao de acido acético glacial.

40



PARTE EXPERIMENTAL

O volume da mistura foi reduzido a 20 mL sob pressdo reduzida e cristais amarelo foram
formados. A purificagdo por recristalizacdo foi realizada por dissolugdo dos cristais em agua,
adicionando etanol (250 mL) até a solugdo se tornar turva e entdo congelada a -4 ° C. O 5-
sulfonato-salicilaldeido de sédio foi isolado como cristais amarelos, obtendo-se um
rendimento de 72 %. Este salicilaldeido foi caracterizado por RMN 'H ¢ RMN °C, IV e

analise elementar de C, H e N.

I11.3.1.b. Sintese do 5-(cloreto de trifenilfosfinametil)-salicilaldeido (aldeido positivo).

5-clorometil-salicilaldeido
Nesta etapa foi obtido o 5-clorometil-salicilaldeido através da clorometilagdo do

salicilaldeido de acordo com a reagdao [TANG, 2006]:

CHO CHO

HCHO

R ——
HCI (conc)
OH OH

Salicilaldeido 5-clorometil-salicilaldeido

Em um baldo de duas bocas de 125 mL foram adicionados seqiiencialmente: 5,0 mL
de salicilaldeido (47 mmol), 3,6 mL de formaldeido concentrado (37 %, 48 mmol) e 48 mL de
acido cloridrico concentrado. A solugao resultante foi agitada por 24 h e foi obtido um so6lido
roseo, o qual foi isolado por filtragdo e dissolvido em éter etilico (50 mL). Adicionou-se entiao
sulfato de sodio anidro para remogao da adgua residual. A mistura foi filtrada para remog¢ao do
sulfato de sodio e rotaevaporou-se o éter, obtendo-se cristais roseos finamente divididos.

Dissolveu-se o so6lido em 180 mL de n-hexano aquecido (36-37 °C). Esta solucao foi resfriada
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em banho de gelo para recristalizagdo e filtrou-se o s6lido branco, obtendo-se 25 mg, o qual

foi caracterizado por RMN 'H. O rendimento desta reagio foi de 45 %.

5-(trifenilfosfinametil)-salicilaldeido
O cloreto de 5-(trifenilfosfinametil)-salicilaldeido foi sintetizado reagindo-se o 5-

clorometil-salicilaldeido com trifenilfosfina seguindo o método de Tang et. al. [TANG, 2006]:

Cr

CHO CHO
Cl
N R tolueno R
OH OH

Em um baldo de duas bocas de 50 mL, 15 mL de tolueno foram aquecidos a 70 °C. A
seguir adicionou-se 1,05 g (6,1 mmol) de 5-clorometil-salicilaldeido e 1,92 g (7,3 mmol) de
trifenilfosfina. Manteve-se a mistura em refluxo por 24 h e filtrou-se, sob pressao reduzida, o
precipitado branco obtido, o qual foi analisado por RMN 'H. O rendimento desta reagéo foi de

57 %.
I11.3.2. Sintese dos ligantes salen: SO3-salen, Ph3P-salen e Cl-salen

As sinteses dos ligantes salen foram feitas pela reacdo geral semelhante a mostrada na

Figura 25, conforme método ja conhecido na literatura [GILHEANY, 2005].
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CHO Q
OH NH,
+ etanol / temp. refluxo
4 h / agitacé@o constante R OH HO R
R NH,

2 mmol 1 mmol

R = H, Cl, Na'SO,, CH,P*CI'Ph,

Figura 25: Esquema da reagdo geral de obtencdo dos ligantes salen.

Em um baldo de duas bocas, adaptado com um condensador, foi adicionado 50 mL de
etanol absoluto. Apo6s borbulhamento de argénio (30 min) foi adicionado 250 puL (2 mmol) de
(R,R)-1,2-diaminocicloexano e 626 mg (4 mmol) de 5-cloro-salicilaldeido ou 1,12 g (5 mmol)
de 5-sulfonato-salicilaldeido de sodio ou 1,10 g (8,8 mmol) de cloreto de 5-
(trifenilfosfinametil)-salicilaldeido, sob agitacdo magnética. A mistura foi aquecida e mantida
a temperatura de refluxo por 2 h e resfriada, a seguir, a temperatura ambiente. A reacao foi
monitorada por cromatografia em camada delgada, utilizando como eluente etanol, e por
espectroscopia  UV/Vis. Os produtos destas reacdes apresentaram-se como solidos
extremamente finos e de coloragdo amarelo intenso. Estes so6lidos foram isolados por
filtragcdo, lavados com etanol, secos ao ar e caracterizados por RMN 1H, analise elementar de

C, He N, espectroscopias UV/Vis e IV.

I11.3.3. Sintese dos complexos ferro e manganés salen

A reagdo de inser¢do de metal nos ligantes usando um sal carregador do metal ¢ feita
geralmente em etanol. A inser¢do de ferro ou manganés nos ligantes (Ph3P-salen, Cl-salen,
SO3-salen) foi realizado segundo o método descrito por Gilheany €. al. [GILHEANY, 2005]

e como descrito a seguir: em um baldo de duas bocas, adaptado com um condensador, foi
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adicionado 50 mL de etanol absoluto. Ap6és 30 min de borbulhamento de argoénio foi
adicionado 0,5 mmol do ligante e, em seguida, 0,5 mmol de acetato de manganés tetra
hidratado, ou cloreto de ferro II. A reagdo ocorreu com agitacio magnética constante a
temperatura de refluxo do etanol. A reacdo foi interrompida por resfriamento do baldo e, em
seguida, este foi deixado por 48 h em freezer a -4 °C. A mistura foi filtrada, o sélido foi
lavado exaustivamente com etanol gelado. Depois o solvente foi rotaevaporado e, em
seguida, o s6lido foi purificado por recristalizacdo em cloroférmio. Em todos os casos os
solidos foram secos a 65 °C por 5 h, em estufa.

O contra-ion, acetato, no caso de manganés, foi trocado por cloreto através da
dissolugdo dos complexos em 50 mL de uma solugio de acido cloridrico 0,1 mol.L”, em
metanol, com agitagdo magnética. Ap6s 30 min a mistura foi filtrada e o sélido foi seco ao ar.
Os complexos foram caracterizados por espectroscopia no UV/Vis e no IV (KBr).

I11.3.4. Funcionalizagdo da silica com 2-(4-clorosulfofenil)etiltriclorossilano (SFS).

Em um baldo de 500 mL foi adicionado 200 mL de tolueno (previamente mantido em
sodio metalico por uma noite) e, em seguida e na seqii€ncia, 15 g de silica gel e 2,5 mL (2,5
mmmol) do silano cloreto de N-trimetilssililpropil-N,N,N-trimetilamonio. Esta mistura foi
deixada sob agitagdo magnética constante, a 100 °C, por uma noite. Depois de resfriada a
misrura, a silica foi filtrada e seca a 100 °C, 1 mm Hg, por 8 h. Posteriormente a silica
contendo grupos —SO,Cl foi suspensa em agua desionizada, obtendo-se a mesma na forma —
SO3;H. Os grupos —SOsH sao acidos fortes e poderiam provocar a desmetalagdo do complexo,
que futuramente seria imobilizado neste material. Assim, estes grupos acidos foram
neutralizados por lavagens (2 vezes, com 20 mL cada) da silica com uma solugdo aquosa de

bicarbonato de sodio (1 mol.L™).
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A quantidade do silano imobilizado na silica foi determinada por analise elementar,
através da porcentagem de enxofre presente na amostra. Esta silica modificada também foi

caracterizada por espectroscopia no IV.

II1.3.5. Ancoragem por ligacao covalente do Mn-Cl-salen na 3-aminopropil silica (APS).

A imobilizagdo do Mn-Cl-salen na APS da Aldrich (cddigo 642274) ocorreu pela
formacdo da ligacdo covalente entre o catalisador e suporte, por substitui¢do nucleofilica do
atomos de cloro do catalisador.

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, com 2 bocas, foram adicionados 5 mg (~
5,0 umol) do complexo Mn-Cl-salen , 500 mg do suporte aminofuncionalizado e 50 mL de
etilenoglicol. A reagdo foi conduzida por borbulhamento continuo de argdénio, temperatura de
120 °C e agitagdo magnética por 10 h. Com o resfriamento do baldo, a reagdo foi interrompida
e a mistura foi filtrada em um funil de Buchner com papel de filtro quantitativo (“Whatman”,
n° 41). O solido foi submetido a extragdo por 24 h com ACN e posteriormente com MeOH em
sistema Soxhlet, para se retirar o complexo nao ancorado.

A determinagdo da quantidade de catalisador ligado ao suporte foi feita indiretamente pela
quantidade de complexo extraido nas lavagens do sélido e nos extratos do Soxhlet, calculada pela
absorvancia do méaximo da banda de absor¢do no espectro UV/Vis de uma solucdo preparada

com esses extratos e filtrados combinados e por andlise elementar do catalisador so6lido.

I11.3.6. Imobilizagdo dos complexos salen i6nicos, Ph3P-Me-salen e SO3-Me-salen, em silica

carregadas positivamente ou negativamente, onde Me = Fe ou Mn.

O método de imobilizagao ¢ baseado nas interagdes eletrostaticas entre os complexos

salen 10nicos e os suportes contendo na sua superficie cargas opostas ao complexo. Em um
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frasco com tampa, contendo 1 g de suporte (cloreto de N-trimetoxissililpropil- N, N, N-
trimetilamonio  silica, TAS, ou 2-(4-clorosulfofenil)etiltriclorossilano, SFS) foram
adicionados 10 mg de complexo idnico carregado, SO3-Me-salen ¢ Ph3P-Me-salen,
respectivamente, onde Me = Fe ou Mn, dissolvidos em 5 mL de ACN. A suspensdo foi
agitada por 1 hora a temperatura ambiente. O sélido foi isolado por filtracdo e lavado em
Soxhlet por uma noite utilizando ACN como solvente. A quantidade de catalisador suportado
nas matrizes foi determinada por espectroscopia UV/Vis, analise elementar de C, H, N e S e

espectroscopia no I'V.

I11.3.7. Imobilizacao de metaloporfirinas em suportes solidos

Reacéo de ancoragem da Mn(TCPP)CI na quitosana.

A imobilizagdo do cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(4-carboxifenil)porfirina manganés
(IIT) (Figura 26), Mn(TCPP)Cl, na quitosana foi realizada através de ligacdo covalente,
segundo método descrito por Lee et al [LEE, 1998]. Em um baldo de 250 mL, 500 mg de
quitosana foram dissolvidos em 50 mL de solu¢cdo 1 % de acido acético em agua e, em
seguida, foi adicionada a essa mistura 100 mL de isopropanol. Apds 15 min foi adicionada 7
mg de Mn(TCPP)CI previamente solubilizada em 10 mL de isopropanol. Em seguida, 15 mg
de diciclohexilcarbodiimida (DCCI) recém-destilada foi adicionada ao meio. Apos 48 h a
reacdo foi neutralizada com uma solu¢ao de hidroxido de amoénio 1 %. O precipitado formado
foi filtrado e lavado exaustivamente com solu¢do de hidroxido de amodnia 2 % e cloreto de
sodio 2 %, agua destilada e metanol e, em seguida, seco a temperatura ambiente sob pressao
reduzida. A quantidade de catalisador ancorado foi determinado indiretamente por
espectroscopia UV/Vis, pela medida da absorbancia da banda Soret da MnTCPP presente no

liquido da filtracdo e das lavagens.
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Figura 26: Estrutura do cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(4-carboxifenil)porfirina manganés
(IIT) Mn(TCPP)CI1.

Reac&o de ancoragem do catalisador de Jacobsen (Mn-Jb-salen) em Montmorillonita K10

O Mn-Jb-salen (Figura 9) foi imobilizado em montmorilonita K10 através do
procedimento desenvolvido por Barros et al [ BARROS, 2008]. A argila montmorillonita K10
foi tratada previamente como descrito na literatuta [MANSUY, 1996]. Mn-Jb-salen (5,0 mg;
7,87 umol) foi adicionado a suspensdo da K10 (2 g da argila sédica) em 50 mL de agua
desionizada, sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente. Apos 24 h o so6lido resultante
foi filtrado, lavado com 4gua desionizada (20 mL) e extraido em Soxhlet com ACN por 24 h.
O solido foi seco a 80 °C por 8 h. A quantidade de Mn-Jb-salen ancorado no suporte
(“loading™) foi determinada indiretamente através da espectroscopia UV/Vis, medindo a
quantidade de Mn-Jb-salen que ndo foi ancorado nos extratos de lavagens obtidos das

filtracdes. Este catalisador solido também foi caracterizado por difracdo de raios-X e BET.

I11.3.8. Atividade catalitica dos varios complexos na oxidacao do cicloocteno e estireno

As reacdes de oxidacdo do cicloocteno e estireno na presenca de todos os catalisadores

sintetizados e caracterizados neste projeto (metaloporfirinas e complexos salen) foram
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realizadas a temperatura ambiente e sob agitagao magnética, em meio de ACN. Em um frasco
reacional de 3 mL, com tampa rosqueada contendo septo de silicone/teflon, foram misturados
2,5 x 107 mol do catalisador, 2,5 x 10° mol de oxidante (PhIO, H,0,, m-CPBA ou TBOOH)
e 5,0 x 10 mol de susbtrato, completando-se o volume com ACN para exatos 1500 pL.
Dessa maneira utilizou-se a proporcao catalisador:oxidante:substrato de 1:100:2000. Os
produtos de reacdo foram analisados por cromatografia gasosa, pelo método de adi¢do de
padrdo interno (bromobenzeno), com injecdes de aliquotas de 0,5 mL das solugdes das
reacdes em tempos pré-determinados, até rendimentos constantes e apds 24 h.

Foram realizadas 3 reacdes controles: na auséncia de catalisador, na auséncia do

oxidante e na auséncia de oxidante e do catalisador.

I11.3.9. Oxidagao de Farmacos

As reagoes de oxidacdo dos farmacos foram realizadas a temperatura ambiente, sob
agitacdo magnética. Em um frasco reacional de 3 mL, com tampa rosqueada contendo septo
de silicone/teflon, foram misturados o catalisador, oxidante (PhIO, H,O,, mCPBA ou
TBOOH) e farmaco (CBZ, PRM, CQ e INH), completando-se o volume com solvente para
exatos 1500 puL. As quantidades exatas de catalisador, oxidante e firmaco estdo mostrados na
Tabela 1. O tempo de reacdo foi de 3 h, para reagdes em meio homogéneo e de 24 h para
reacdes em meio heterogéneo, apds o qual se retirava uma aliquota da mistura de reagdo,

realizava-se a extragdo e analisava-se por CLAE.
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Tabela 1: Quantidade especificas (catalisador, oxidantes e substrato) para cada reagdo de
oxidag¢do do farmacos CBZ, PRM, INH e CQ.

Farmaco/solvente Quantidade em mol na reacao
Catalisador Oxidante Substrato
CBZ/ACN 2,5.107 2,5.107 50.10"
PRM/ACN 2,5.107 2,5.107 50.10"
INH/aquoso 3,6.107 3,6.107 3,6.107
CQ/aquoso 2,5.107 2,5.107 2,5.107

I11.3.9.a. Analise da cloroquina e seus metabolitos

A andlise da cloroquina e de seus metabdlitos por CLAE foi baseada em método
descrito na literatura [HOUZE, 1992; BONATO, 2005]. Foi utilizado uma coluna C18 da
Merck, de 125 x 4 mm e como fase mével solucdo aquosa de heptanossulfonato de sodio
0,012 mol.L'l, trietilamina 0,012 mol.L!' e 4cido fosforico/acetonitrila na proporcao 7:3
(separagdo isocratica), fluxo a 1,2 mL/min e temperatura da coluna 35 °C. A solugdo aquosa
de heptanossulfonato de sodio foi preparada solubilizando primeiramente 2,5 g do sal em
agua desionizada em um baldo volumétrico de 1 L, em seguida foi adicionado 1850 uL de
trietilamina e o volume foi completado para um litro com agua desionizada. O pH foi entdo
ajustado a 3,4 adicionando-se acido ortofosforico concentrado. Todos os solventes foram
filtrados antes de serem utilizados na analise por CLAE.

Para padronizagdo do método de analise foram preparadas solugdes de CQ com
concentragdo equivalente a 10, 30, 50, 80 ¢ 120 % de rendimento, em tampao fosfato pH 6,4,

em baldes de 5 mL. Aliquotas de 200 uL de cada solugdo eram diluidas com 1800 mL da fase

moével. Apods sonicagdo por 5 min, aliquotas de 20 UL eram injetadas no cromatografo e as
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areas dos picos determinadas. O fator de resposta do detector foi calculado a partir da
inclinagdo das retas nos graficos da relacio de areas (produto) versus concentragao
(produto/padrao).

Para analise da CQ e seus metabolitos aliquotas de 200 UL eram recolhidas da mistura
da reacdo e diluidas com 1800 pL da fase movel. Apds 5 minutos em um sonicador, era

injetada no CLAE, com detec¢@o em 343 nm.

I11.3.9.b. Analise da isoniazida e seus metabolitos

Para o desenvolvimento do método de analise dos produtos da reagdo de oxidacao da
INH foi utilizado uma coluna C18, 125 x 4 mm, como fase estacionaria, fase mével 5 mM
CH3;COONHy : MeOH (1:1), de forma isocratica, com fluxo de 0,7 mL/min, a temperatura de
35 °C, com detecgdo UV/Vis a 264 nm. Este método foi desenvolvido anteriormente pelo Dr.
André Aparecido Guedes [GUEDES, 2006].

A INH e seus metabolitos foram recuperadas do meio da reagdo da seguinte maneira:
aliquotas de 200 puL foram retiradas da reacdo e submetidas ao processo de secagem em
corrente de ar e posteriormente solubilizacdo na fase mével (solugdo 5 mM de CH;COONH4
em metanol). Apos 15 min de agitagdo magnética as solucdes foram filtradas e injetadas no

CLAE.

I11.3.9.c. Analise da carbamazepina

A andlise da carbamazepina e de seus metabolitos por CLAE foi baseada em método
desenvolvido pela Dra Tatiana C. O. Mac Leod [MAC LEOD, 2008]. Foi utilizado uma

coluna C18, solugdo tampao fosfato (pH 7,0 - 0,1 mol.L-1), ACN e MeOH, 60:23:17 (v/v/v)
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em fluxo de 1 mL/min, como fase movel, e deteccio UV em 210 nm, em temperatura
ambiente (T = 25 °C). A recuperagdo da CBZ ¢ o metabdlito CBZ-EP do meio reacional
consistiu na retirada de uma aliquota de 50 uL da mistura de reagdo, adicdo de 500 uL de
hexano e posterior adigdo de 500 uL da fase movel utilizada (tampdo fosfato 60 %:ACN 23
%:MeOH 17 %). Deixou-se agitar por 15 min e retirou-se a fase superior (hexano). Filtrou-se

a fase inferior composta pela fase mével, CBZ e metabolitos e completou-se para volume

final de 1 mL.

I11.3.9.d. Anélise da primidona

A andlise da PRM e seus metabolitos por CLAE foi baseada em método desenvolvido
pela Dra Tatiana C. O. Mac Leod [MAC LEOD, 2008]. Foi utilizado uma coluna C18
(Merck) de 125x4 mm e fase mével agua Milli-Q e ACN em eluicdo gradiente, fluxo a 1
mL/min e detecgdo UV em 210 nm, na temperatura 30 °C. A eluicdo gradiente deste método

estd descrito na Figura 27.

MEtovlo de Andlise dos Metabadltos da Prividome

Compasto farmpo @z
# Tetrperatura 30 °C yatengdb
#Tetrpo de Ardlise= 27 min fhin)
Feril etittnalotatm da .06
164 22 rmin .
Hy0: ACN Primidora 1436
LR Fengbatbital 215
154 16 min Vi min | oooarta
HaO: &4CH HaO: ACH
a5 1% R
lals 254 27 min
: H,0: ACH
(93: 71

Figura 27: Esquema de separagdo dos metabolitos da primidona por CLAE.
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PARTE EXPERIMENTAL

O procedimento empregado para recuperacdo da PRM e seus metabodlitos do meio
reacional foi baseado na secagem de uma aliquota da mistura reacional e posterior dissolu¢ao
em solventes os quais ndo solubilizam os catalisadores. Foi retirada uma aliquota de 500 uL
da mistura reacional e esta aliquota foi exposta a uma corrente continua de ar para a remog¢ao
do solvente da reacdo. Em seguida a primidona e os possiveis produtos de oxidacdo foram
ressolubilizados em 500 UL de uma solug¢do contendo 90 % de agua Milli-Q e 10 % de ACN.
Para garantir a completa solubilizagdo da primidona e seus metabolitos, o frasco foi
submetido a agitacdo magnética por 15 min. Posteriormente a solugdo foi filtrada, utilizando
um dispositivo pléastico que contém um filtro de 0,45 um. Este dispositivo é acoplado na

microseringa para que ndo ocorra perda dos analitos durante a filtragem.
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V. RESULTADOSE DISCUSSAO

CAPITULOI

SINTESE E CARACTERIZACAO DOS CATALISADORES

Os complexos salen escolhidos para estes estudos foram aqueles mostrados na Figura
28, contendo substituintes simples como o cloro (Cl-salen), que possibilita sua imobiliza¢ao
por ligagdo covalente com a aminopropilssilica (APS) ou substituintes i0nicos como a
metiltrifenilfosfina (Ph3P-salen) e hidrogenossulfonil (SO3-salen), que possibilitam sua
imobilizacdo por interacdo eletrostatica nas silicas funcionalizadas com substituintes idnicos
de carga oposta, respectivamente a p-sulfonatofenilssilica (SFS) e trimetilamoniopropilssilica
(TAS). Também o catalisador de Jacobsen (Mn-Jb-salen, Figura 9) foi estudado, por ser um
complexo comercial, de baixo custo e com eficiéncia catalitica comprovada em estudos
anteriores em nosso laboratorio com varios substratos [MAC LEOD, 2007, 2008]

Para preparacdo dos catalisadores foi necessario sintetizar previamente os ligantes Cl-
salen, Ph3P-salen e SO3-salen, assim como os complexos correspondentes com ferro e manganés
e a silica SFS. Os demais suportes utilizados, a APS e TAS, foram obtidos comercialmente.

Neste capitulo sdo discutidas as sinteses e caracterizagdes destes materiais.

1. Sintese e caracterizacdo dos ligantes salen

Os complexos salen 1-3 (Figura 28A) foram obtidos pela reagdo geral de condensacao
dos aldeidos 1-3 (Figura 28B) com o 1,6-di-aminocicloexano. O 5-cloro-salicilaldeido foi
obtido comercialmente. Os demais aldeidos, 5-sulfonato-saliciladeido de sodio e 5-(cloreto de

trifenilfosfinametil)-salicilaldeido foram sintetizados neste trabalho.
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——N N—— HO
N
AR
R O (o] R
Cl ou CH,CO0
e
Q) R =4 (2 -Ph3p
Me = Fe ou Mn (3)-S03

Figura 28: Estruturas do complexo salen (A) ¢ dos salicilaldeidos (B).

1.1. Sintese do 5-sulfonato-saliciladeido de s6dio (3, Figura 29)

A sintese deste salicilaldeido [BIGELOW, 1967] envolve inicialmente a protecdo do
grupo aldeido com anilina, para evitar sua oxidagdo, seguida da reacdo de sulfonagdo e
posterior hidrolise alcalina para regeneragao do aldeido, de acordo com o esquema da Figura

29, no qual estdo mostrados, entre parénteses, os rendimentos obtidos em cada etapa.

9 1
2 1
H
agltagao magnética
+  HyN
45 min.
OH
salicilaldeido anilina
N-Fenilsalicilaldimina 1 (75 %)
H,S0, 1
2 1

refluxo/ 2 h

aglta(;ao magnética Na,COy,
corrente continua de Ar
4 2 (82 %)

3(72%) sSosNa
SOsNa

Figura 29: Esquema para a preparagdo do 5-sulfonato-saliciladeido de sddio (rendimento em
parénteses)
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A Figura 30 mostra o espectro de RMN de 'H do 5-sulfonato-salicilaldeido de sodio e na
Tabela 2 estdo compilados os sinais observados neste espectro € no espectro do composto
intermediario 1, a N-fenilsalicilaldimina (ndo mostrado), com as correspondentes atribuigoes.
Estes dados comprovam que tanto o intermedidrio 2 como o produto final desejado foram obtidos
com sucesso.

Os compostos intermediarios 1 e 2 (Figura 29) foram caracterizados por analise

elementar de C, H, N (Tabela 3) confirmando suas estruturas e pureza.

Tabela 2: Atribui¢des dos sinais observados no espectro de RMN 'H da Figura 30 e do
composto 1 da Figura 31, em 500 MHz.

Atribui¢des H O (ppm); Multiplicidade; J (Hz)
1 3
1 7,3; m -
2 7,4; dd -
3 8,64; s -
4 7,44; dd 8,15;d; 2,02
5 6,96; dt -
6 7,45; dt 7,95; dd; 8,68 € 2,02
7 7,05; dd 7,11; d; 8,68
8 13,3; s -
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JJLU U

8 7 6
lIL\
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Figura 30: Espectro de RMN 'H do 5-sulfonato- salicilaldeido de sodio, em CDCls, 400

MHz, T = 300 K.

O 5-sulfonato-salicilaldeido foi também caracterizado por analise elementar de C, H,
N e S (Tabela 3) e espectroscopia no infravermelho, apresentando as absor¢des caracteristicas

em 3072 cm” (Ve ageico)s 2895 ecm™ (Veoy), 1650 cm’! (V c=0) € 1219 cm’! (Vso3Na), OS quais

comprovam também a estrutura do salicilaldeido (Figura 31).
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Figura 31: Espectro IV do 5-sulfonato- salicilaldeido de sédio, em KBr.

Tabela 3: Analise elementar de C, H, N, S dos compostos 5-sulfonato-saliciladeido de sddio
(composto 3) e 5-(cloreto de trifenilfosfinametil)-salicilaldeido (composto 2).

composto N (%) C (%) H (%)
T E T E T E
3 (Figura 31) 0 | 005|375/ 368 25
2 (Figura 34) 0 0 | 723 72 |48 | 5

T =teorico/ E = experimental

1.2. Sintese do 5-(cloreto de trifenilfosfinametil)-salicilaldeido (2, Figura 32)

A sintese do ligante salen positivamente carregado requer também a funcionalizacio
prévia do salicilaldeido. Inicialmente reagiu-se o salicilaldeido com formaldeido em meio de
acido cloridrico concentrado, a fim de promover a adigao eletrofilica de um grupo clorometil

(etapa A, Figura 32), seguida da reacdo com trifenilfosfina, obtendo-se o 5-clorometil-
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salicilaldeido, de acordo com a etapa B do esquema da Figura 32), no qual estdo mostrados,

entre parénteses, os rendimentos obtidos em cada etapa [TANG, 2006].

A 5 6 1 B ) 1
CHO ) CHO ®) ph. Cl > 6 CHO
HCHO tolueno Nt
HCI (conc) 4
o g on PPh, pn’ Ph 4 Z o
salicilaldeido 2

5-clorometil-salicilaldeido (45 %) 5-(cloreto de trifenilfosfinametil)
(1) -salicilaldeido (57 %)

)

Figura 32: Esquema da sintese do 5-(cloreto de trifenilfosfinametil)-salicilaldeido, conforme
TANG, 2006. Entre parénteses estdo mostrados os rendimentos de cada etapa.

Embora baixo, o rendimento do 5-clorometil-salicilaldeido (45 %) esta de acordo com
a literatura [TANG, 2006] (da ordem de 50 %), o que ¢ atribuido a ocorréncia de reagdes
paralelas de polimerizagao. Na etapa B obteve-se um rendimento consideravelmente inferior
(57 %) ao descrito na literatura (cerca de 90 %) [TANG, 2006]. O menor rendimento ¢
atribuido a baixa porcentagem de recuperacdo do solido na etapa de filtragem, devido ao
pequeno tamanho dos cristais formados. Mesmo utilizando filtros com poros de pequeno
diametro parte do produto ndo pode ser recuperado na filtragao.

Tanto o composto 1 intermedidrio como o aldeido final (composto 2, Figura 32) foram
caracterizados por RMN 'H (Tabela 4, Figura 33). Os sinais observados comprovam a

estruturas destes compostos, conforme atribuigao mostrada na Tabela 4.
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Figura 33: Espectro de 'H RMN em cloroférmio deuterado do 5-clorometil-salicilaldeido.

400 MHz, T =300 K.

Tabela 4: Atribui¢des dos sinais observados no espectro de RMN 'H do composto 5-
clorometil-salicilaldeido (Figura 32, composto 1) e S5-(trifenilfosfinametil)-salicilaldeido

(Figura 33, composto 2), em 500 MHz.

AtribuicdesH o (ppm); Multiplicidade; J (H2)
1) (2)
1 9,83;s -
2 11,0;s -
3 6,94; d; 8,68 6,83;d
4 7,49; dd; 8,68 € 2,23 7,16;dd
5 4,52; s 4,75:d
6 7,52;d; 2,23 7,19;d
PPh - 7,66; m

s= singleto, d=dubleto, dd=duplo dubleto, m=multipleto
TMS como referéncia
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O cloreto de 5-(trifenilfosfinametil)-salicilaldeido foi também caracterizado por
analise elementar (Tabela 4, composto 2), com resultados dentro do esperado considerando
sua estrutura, e por espectroscopia no infravermelho, apresentando as bandas principais
caracteristicas dos grupos funcionais em (cm'l): Veeo = 1675; Vo= 1441; Ve aeiao= 2875; Vppr=
1487 ¢ 1111, as quais também comprovam o sucesso da sintese. O espectro IV deste composto

estd mostrado na Figura 34.
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Figura 34: Espectro IV do 5-sulfonato- salicilaldeido de sodio, em KBr.

1.3. Sintese dos ligantes salen.

As sinteses dos ligantes foram realizadas utilizando o método geral ja bem
estabelecido na literatura [GILHEANY, 2005], envolvendo a condensagdo dos saliciladeidos
substituidos (5-PPh;Cl, 5-cloro e 5-NaSOs) com 1,2-diaminocicloexano (Figura 35), em uma
razdo de 2:1. Todos os produtos precipitaram como um sélido amarelo brilhante e com

rendimento entre 80 € 95 %.
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2
R tapa (A) —N N 3
AN €
\CE\O o 4 + 2H,0
+ —
H2N NH, refluxo/éh
OH R OH HO R
4 mmol 2 mmol 7
6 5
R = Cl; SO,Na; CH,PPh.CI
etapa (B)
——N N—=
\Me
R o ¢} R

Me = Fe(lll) ou Mn(lll) ~ Cl ou CH,COO

Figura 35: Reagao de sintese dos complexos salen conforme [GILHEANY, 2005].

Os ligantes Cl-salen, PPh3-salen e SO3-salen foram caracterizados por analise
elementar de C, N, H e S, espectroscopia no infravermelho e espectrometria de RMN 'H.

A andlise elementar dos ligantes (Tabela 5) mostrou percentual experimental bem
proximo do percentual tedrico calculado considerando as estruturas dos compostos desejados

(associados a 1 molécula de tolueno, solvente utilizado na sintese) e comprovam a pureza dos

mesmos.

Tabela 5: Analise elementar de C, N e H dos ligantes Cl-salen, SO3-salen e Ph3P-salen.

Ligante N (%) C (%) H (%)

T E T E T E

Cl-salen 7,15 7,1 16140 61,0 | 5,12 | 5,1
SO3-salen 5,32 52 45,63 | 44,7 | 3,80 | 4,2
Ph3P-salen 2,93 2,5 73,80 679 | 293 | 52

T=tedrico; E=experimental

61



RESULTADOSE DISCUSSAO

As atribuicdes das principais bandas de absor¢do observadas nos espectros destes
ligantes na regido do infravermelho estdo na Tabela 6. Os espectros relacionados a estas
atribuicdes estdo mostrados na Figura 36. Estas absor¢des sdo caracteristicas dos modos

vibracionais dos grupos funcionais destes compostos, € comprovam a estrutura dos mesmos.

if

Cl-salen

Q\OI ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
o |
S
® [Ph3-salen™"
e
%))
S
= SO3-salen
1635~ 13907

I ' I ' ! j T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

ntmero de onda (cm™)

Figura 36: Espectro IV do 5-sulfonato- salicilaldeido de sddio, em KBr.

Tabela 6: Atribuigdes das bandas de absorgdo dos ligantes salen sintetizados na regido do
infravermelho, em KBr.

Slen-R Atribuicdes (cm™)
-C=N -C=C- | -C-O- | C-N | Ar-Cl | SO;Na P-Ph
Cl-salen 1634 1369 1280 | 1185 | 1096 | - -
PPh3-salen | 1635 1286 1159 | 1111 | - - 1437
SO3-salen | 1632 1390 1290 | 1106 | - 1175 -

As Figuras 37-39 mostram os espectros de RMN 'H dos ligantes sintetizados. As
atribuicdes dos sinais observados nestes espectros estdo compiladas na Tabela 7. Estes dados

comprovam que os ligantes desejados foram obtidos com sucesso.

62



~

RESULTADOSE DISCUSSAO

BOTTET ————
TBETET —

-l . ( J,/J

-
_—
5=
=

]

b

5

Figura 37: Espectro de RMN 'H do Cl-salen, em CDCls, 400 MHz, T

el
)
o

300 K.

U.“__f L

| .‘mul

300 K.

Figura 38: Espectro de RMN "H do PPh3-salen, em CDCl;, 400 MHz, T
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Figura 39: Espectro de RMN "H do SO3-salen, em CDCl;, 400 MHz, T = 300 K.

Tabela 7: Atribuicdes dos sinais observados no espectro de RMN 'H dos ligantes salen, em 500 MHz.

Ligantes salen | Atribuigdes H | & (ppm) Multiplicidade J (Hz)
1 1,4-2,0 m
2 33 m
3 8,18 S
4 7,12 d 2,48
Cl-salen 5 7,2 dd 8,71;2,48

6 6,84 d 8,71
7 13,2 s
1 1,5-2,0 m
2 3,1 m
3 9,68 s
4 7,45 d

Ph3P 5 7,18 dd
6 6,84 d
7
1 1,45-2,1 m
2 3,14 m
3 9,9 s

503 4 7,85 d 2,5
5 7,72 dd 8,34;2,5
6 6,72 d 8,34
7
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2. Sintese dos complexos salen.

Os complexos salen (Fe-R-salen e Mn-R-salen, onde R = CI, PPh3 e SO3) foram
obtidos através da reacdo do ligante R-salen com um excesso do sal carregador do metal,
FeCl, . 4H,0 ou Mn(CH3COOQ), . 4H,0, em meio de etanol, conforme etapa B da Figura 35
[GILHEANY, 2005.]. Os complexos foram isolados por filtracdo e purificados por lavagens
sucessivas com etanol e/ou por recristalizagdo em cloroférmio (no caso do Mn-Cl-salen),
obtendo-se os sélidos de cor verde escuro para Mn-SO3-salen (90 % de rendimento),
vermelho claro para Fe-SO3-salen (87 % de rendimento), vermelho escuro para Fe-Cl-salen,
Mn-Cl-salen, Fe-Ph3P-salen ¢ Mn-Ph3P-salen (85 %, 92 %, 82 % e 78 % de rendimento,
respectivamente).

Apesar de se utilizar os sais de metal (II) na rea¢do, os complexos obtidos sdo
rapidamente oxidados ao ar, obtendo-se ao final da purificacdo os cloretos de Fe(IlI)-R-salen
ou acetatos de Mn(III)-R-salen [GILHEANY, 2005].

Para manter o ion cloreto como contra-ion em todos os complexos, os acetatos de Mn-
R-salen solidos foram dissolvidos em &cido cloridrico, sendo posteriormente isolados na
forma de cloreto. O sucesso das reagdes de inser¢do de metal foi comprovado nas
caracterizagdes dos complexos por andlise elementar de C, N, H; espectroscopia no UV/vis e
espectroscopia no infravermelho.

Nos espectros UV/Vis de complexos metalicos, as principais bandas de absor¢do
registradas sdo atribuidas basicamente a 3 tipos de transi¢des eletronicas [SHRIVER, 2003].
As absorg¢oes na regido do ultravioleta, de alta energia, estdo relacionadas com as transi¢des
internas dos ligantes, IL (n = m ¢ m = ©*). As bandas que aparecem na regido do ultravioleta
proximo-visivel estdo relacionadas as transigdes de transferéncia de carga, TC, do ligante para

o metal, TCLM (rn = d ®) ou do metal para o ligante, TCML (d = = w*). Este tipo de
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transi¢do ¢ normalmente observado em complexos com ligantes que possuem orbitais 7*
semipreenchidos, especialmente ligantes aromaticos. O outro tipo de transi¢do observada na
regido do visivel ¢ a transicdo d-d, de menor intensidade, caracteristica de metais com
camadas d nao totalmente preenchidas.

Para os ligantes do tipo bases de Schiff, as transigdes IL © = 1*, referentes aos grupos
cromoéfors C=N, C=C, sdo registradas na literatura [TURNER, 1997] na regido entre 195 —
315 nm, indicando transi¢des completamente permitidas pelas regras de selecdo (Laporte e
spin). Nos complexos, estas bandas podem sofrer deslocamentos devido a presenca do ion
metalico, indicando o grupo coordenante.

As bandas referentes as transigoes TCLM (1t = d 1) aparecem na regido de 320 — 450
nm. Estas bandas também sdo permitidas pelas regras de selecdo e se caracterizam por
intensas absorgdes na regido do visivel e UV proximo [SHRIVER, 2003].

A Figura 40 mostra os espectros tipicos do ligante Cl-salen e dos complexo Fe-Cl-
salen e Mn-Cl-salen e a Tabela 8 mostra os comprimentos de onda das principais bandas de

absor¢do dos complexos no UV/vis.
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Figura 40: Espectro eletronico UV/Vis do ligante Cl-salen e dos complexos Fe-Cl-salen ¢
Mn-Cl-salen, em metanol.
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Como pode ser observado os espectros da Figura 40, as bandas IL (internas dos
ligantes) aparecem na regido do UV entre 200 — 300 nm e as transicdes TCLM aparecem a
partir de 300 nm, com maximos em 316 nm e 308 nm para Fe-Cl-salen ¢ Mn-Cl-salen,
respectivamente. A diferenga entre o espectro UV/Vis do ligante e dos complexos indica a
presenga do metal. Os demais complexos possuem bandas de absor¢do na regido das
transicoes TCLM em 310 nm e 305 nm, para Fe-Ph3P-salen e Mn-Ph3P-salen,
respectivamente. Para os Fe-SO3-salen e Mn-SO3-salen foram 314 nm e 308 nm
respectivamente.

Os espectros na regido do infravermelho comprovam a inser¢do do metal, com uma
forte absor¢do em 3260 cm™' nos espectros do Cl-salen, Fe-Cl-salen ¢ Mn-Cl-salen (Figura
41), a qual pode estar associada ao modo vibracional do O-H, v o.). Apds a complexagao
esta banda desaparece (Figura 41), indicando a ocorréncia da coordenag¢do do oxigénio ao
manganés. Os outros complexos Me-Ph3P-salen e Me-SO3-salen (Me = Fe ou Mn) seguiram

este mesmo padrao, e as principais atribui¢des estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8: Atribuicdes das bandas de absor¢do observadas nos espectros na regido do
infravermelho para os complexos sintetizados, em KBr.

Salen-R Atribui¢des (cm™)
-C=N -C=C- | -C-O- | C-N | Ar-Cl | SO;Na Me-O | P-Ph
Fe-Cl | 1580 1387 | 1257 1179 | 1031 - 521 -
Mn-Cl | 1559 1387 | 1305 1098 | 1111 - 455 -
Fe-Ph3P | 1650 1315 1245 1170 | - - 550 1400
Mn- 1617 1296 | 1139 111 - - 524 1427
Ph3P
Fe-SO3 | 1631 1394 | 1290 1130 | - 1175 560 -
Mn-SO3 | 1631 1399 | 1290 1107 | - 1175 600 -
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Figura 41: Espectro IV do Cl-salen, Fe-Cl-salen ¢ Mn-Cl-salen, em KBr.

3. Imobilizagao dos complexos salen nos suportes

3.1. Funcionalizagdo da silica com 2-(4-clorossulfonofenil)etiltriclorossilano

A funcionalizagdo desta silica foi realizada com a finalidade de suportar os complexos
cationicos, Me-Ph3P-salen (Me = Fe ou Mn), por interagdo eletrostatica com o grupo
sulfonato do suporte.

A silica  (Merck, 80-230 mesh) foi  funcionalizada com = 2-(4-
clorossulfonofenil)etiltriclorossilano, segundo método descrito por Leal et al, esquematizado na
Figura 42 [SACCO, 1995]. A silica contendo grupos —SO,Cl foi suspensa em agua desionizada,
obtendo-se a mesma na forma —SOs;H. Os grupos —SOs;H sdo acidos fortes e poderiam provocar a
desmetalacdo dos complexos no momento de sua imobilizagdo. Assim, estes grupos acidos foram

neutralizados por lavagem da silica com uma solugdo aquosa de bicarbonato de sodio.
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A andlise elementar de C, N, H e S foi usada como método da quantificagdo dos
grupos sulfonicos na silica. Através da porcentagem de enxofre (4,04 %) determinou-se que

1,38 mmol de grupo sulfonico estd presente por grama de silica.

OH
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Figura 42: Funcionalizagdo da silica com 2-(4-clorosulfonofenil)etiltriclorossilano, [SACCO,
1995].

O espectro de IV (Figura 43) deste material mostrou bandas caracteristicas da silica e
do sal sulfonico (cm'l) [SILVERSTEIN, 1994]: vs.o.c = 1100 ; vsig= 798; Vsi.o= 972; Vsosna=—
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Figura 43: Espectro IV da silica modificada 2-(4-clorossulfonofenil)etiltriclorossilano (SFS),
em KBr.
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3.2. Imobilizagao dos complexos Me-SO3-salen no suporte catidonico (TAS) e Me-Ph3P-salen

no suporte anidnico (SFS) (Me=Fe ou Mn).

A imobilizagdo destes complexos nas matrizes solidas foi realizada através de um método
simples e facil que se baseia na interagdo eletrostatica entre cargas opostas do catalisador e do
suporte, conforme esquema da Figura 44 [MAYORAL, 2009], por agitacdo de uma suspensao da
silica com o complexo, em ACN, em uma propor¢ao de 1 g do suporte para cerca de 10 mg de
complexo. Ao final da reacdo o solido ¢ isolado por filtragdo, lavado exaustivamente com ACN e,
em seguida, submetido a extracdo no Soxhlet, para eliminagdo do complexo que ficou retido
apenas por adsor¢do no solido. A determinagdo da quantidade de complexo imobilizado
(“loading™) ¢ feita indiretamente, quantificando-se por espectroscopia no UV/vis o complexo

presente nos solventes de lavagem e no extrato do Sohxlet.

cdtions trocaveis

(;*%‘ @ 0 [L*'lfl‘]@‘ =)

¥ LMK — % + CX

Figura 44: Esquema exemplificando a imobilizagdo baseando-se na interagdo eletrostatica
entre cargas opostas do catalisador e do suporte [MAYORAL, 2009].

Para a imobilizagdo dos complexos Me-SO3-salen foi utilizada uma silica cationica
comercial, cloreto de N-trimetoxissililpropil-N,N,N-trimetilamonio silica (TAS) (Aldrich, codigo
364258 “loading” NH, = 9 %). Obteve-se solidos de cor marrom. A determinagio da quantidade de

catalisador ligado ao suporte foi feita através da absorvancia da banda caracteristica dos complexos

Me-SO3-salen em 310 e 305 nm respectivamente para Me=Fe ou Mn, sendo igual a 15,7 pmols/g

de suporte para o complexo Fe-SO3-salen/TAS e 41,8 umols/g de suporte para o Mn-SO3-

salen/TAS.
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Os catalisadores soOlidos Me-SO3-salen/TAS foram também caracterizados por
microscopia eletronica de varredura, mostradas nas Figuras 45. Observa-se que estes materiais
apresentam aspectos similares, indicando que a insercdo dos catalisadores nao alterou a

morfologia e nem as propriedades estruturais do material.

EHT=2000kV  Mag= 1.00KX

TAS

Il

EHT = 20.00 kV Mag = 10,00 KX H EHT = 20.00 kV Mag = 10,00 KX

Fe-SO3-salen/TAS Mn-SO3-salen/TAS

Figura 45: Microscopia eletronica de varredura do suporte TAS e dos catalisadores
imobilizados, Fe-SO3-salen/TAS e Mn-SO3-salen/TAS.

Para a imobilizacdo dos complexos Me-Ph3P-salen foi utilizada a silica anionica SFS,
preparada conforme discutido anteriormente. Os s6lidos obtidos também apresentaram cor marrom.
A determinacdo da quantidade de catalisador ligado ao suporte foi feita de maneira semelhante a
discutida anteriormente para os complexos anionicos, obtendo-se “loadings” de 38,7 umols/g de

suporte para o complexo Fe-Ph3P-salen/SFS e 45,2 umols/g de suporte para o Mn-Ph3P-salen/SFS.
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A area superficial destes materiais, determinadas por BET, foram 314 e 308 para Fe-Ph3P-
salen/SFS e Mn-Ph3P-salen/SFS respectivamente. Nas Figuras 46 estdo mostradas as micrografias
destes materiais, os quais apresentam aspectos similares e que a inser¢do dos catalisadores nao

provocou alteragdes na morfologia ou propriedades estruturais do sélido de partida.

SFS

EHT = 20.00 kV Mag = 10,00 KX H EHT = 20.00 kV Mag = 10,00 KX

Fe-Ph3-salen/SFS Mn-Ph3-salen/SFS

Figura 46: Microscopia eletronica de varredura do suporte SFS e dos catalisadores
imobilizados, Fe-Ph3P-salen/SFS e Mn-Ph3P-salen/SFS.

3.3. Imobilizagado do catalisador de Jacobsen em montmorilonita

Nos ultimos anos tem havido um crescimento no uso de argilas como suportes para

transformagodes organicas [VACCARI, 1999; MAYORAL, 2009; PINNAVAIA, 2010]. As
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principais razdes para esse interesse sdo a ampla variedade de argilas disponiveis e a
facilidade com que esses materiais podem ser modificados. Além disso, argilas sdo materiais
baratos, ndo corrosivos e reciclaveis.

As argilas montmorilonita, como a K10, pertencem ao grupo das esmectitas e
apresentam estrutura lamelar formada pela intercalacdo de uma camada octaédrica (Al,O3; ou
MgO) entre duas camadas tetraédricas (SiO,).

Materiais argilosos possuem a propriedade de trocar ions situados nos espagos
interlamelares. Montmorilonita K10 pode ter fons AI’" substituidos por ions Mg*" dentro dos
sitios octaédricos, resultando em lamelas com cargas negativas residuais que podem ser
neutralizadas por intercalacdo de grupos cationicos, tais como metaloporfirinas, complexos

salen cationicos (Figura 47) ou outros tipos de compostos idnicos [BEDIOUI, 1995].
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Figura 47: Esquema de um complexo Mn-salen intercalado entre as camadas da
montmorilonita, adaptado da ref. [BEDIOUI, 1995]. M"" = complexo Mn-salen
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Em funcao desta propriedade, preparou-se um catalisador solido através da troca dos
contra-ions presentes na matriz da montmorilonita pelo catalisador de Jacobsen, Mn-Jb-salen,
como ilustrado na Figura 48. Para se ter uma troca catidnica quantitativa entre as camadas da
montmorilonita é preciso primeiro que os fons K™ da K10 sejam trocados por ions Na" (Na'-

K10) e, posteriormente, pelo complexo Mn-Jb-salen.

- 1+ —
L 1 [ 1 s 1)
=N_ N= - — =, ,
Mn
/ \ . .
o o© Montmorilonita-K10

Mn-Jb-salen

Figura 48: Esquema da imobilizagdo do catalisador Mn-Jb-salen na K10.

A determinagdo da quantidade de catalisador ligado ao suporte foi realizada como
discutido para os catalisadores anteriores. Todo o complexo Mn-Jb-salen adicionado foi
imobilizado no s6lido, o que foi confirmado pela auséncia de complexo nos extratos de
lavagem do material em Soxhlet. Assim, o “loading” calculado foi correspondente a
quantidade total de complexo utilizado na reagdo, sendo de 4,3 umol de Mn-Jb-salen por
grama de montmorilonita. A Figura 49 mostra o espectro UV/vis do material obtido.
Observa-se as principais bandas de absor¢do do complexo em 244, 322 e 426 nm. Estas
bandas envolvendo transi¢cdes ligante/metal estio deslocadas em relacdo ao complexo em
solugdo, como um efeito do suporte, como geralmente observado para catalisadores
imobilizados [BEDIOUI, 1995]. No entanto, a presenca destas absorgdes indicam que o

complexo manteve sua estrutura intacta apos imobilizacao.
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Figura 49: Espectro UV/Vis do Mn-Jb-salen em CCly ¢ Mn-Jb-salen/K10 em suspensdo de
CCls.

A técnica de difracdo de raio-X de po ¢ utilizada em estudos de sistemas intercalados e
encapsulados para verificar a ocorréncia de alteragdo nas distancias interlamelares dos
solidos. Utilizou-se esta técnica para investigar como o complexo Mn-Jb-salen foi
imobilizado na montmorilonita, ou seja, ancorado na superficie, entre lamelas ou ainda nos

defeitos deste so6lido (Figura 50).

- espécie ancorada na superficie
espécie ancorada / P P

como ponte @) L.
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Figura 50: Representagdo esquematica de diferentes sitios para a incorpora¢do de complexos
em argilas s6lidas [BEDIOUI, 1995].

Os difratogramas de raios X referentes ao Mn-Jb-salen/K10 e a Na'-K10 precursora
foram obtidos registrando os valores de 20 no intervalo de 5 ©® a 50 ° (Figura 51). As andlises

dos difratogramas revelam que o Mn-Jb-salen/K10 possui estrutura similar ao material
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precursor, a Na'-K 10, indicando que o complexo ndo esta intercalado entre as camadas desta
argila, encontrando-se provavelmente imobilizado nos defeitos e/ou na superficie da argila,
como observado por Bedioui et al. [BEDIOUI, 1995] e outros [MACHADO, 2002] para

sistemas semelhantes, apesar

—— K10
—— Mn-Jb-salen/K10

Intensidade relativa

Figura51: Difratogramas de raios X da montmorilonita K10 ¢ do Mn-Jb-salen imobilizado.

Nao houve alteragdo significativa na area superficial da montmorilonita apds
imobilizacdo do catalisador, como determinado por BET de ambos materiais, sendo estas

areas de 252 ¢ 250 m’g”' respectivamente para Na-K10 e Mn-Jb-salen/K 10.

Para verificar a integridade da argila apos a imobilizagdo do catalisador foi realizada a

analise destes s6lidos por microscopia eletronica de varredura (Figura 52).
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EHT = 20.00 kV Mag = 10.00 K X [ EHT = 20.00 kV Mag = 10.00 K X

K10 Mn-Jb-salen/K10

Figura 52: Microscopia eletronica de varredura da K-10 ¢ Mn-Jb-salen/K10.

Pode ser observado que estes materiais apresentam aspectos similares, mostrando que

a insercao do catalisador ndo alterou a morfologia ou a estrutura lamelar do material.
3.4. Imobilizacdo do complexo Mn-Cl-salen na aminopropilssilica (APS)

A imobilizacdo do complexo Mn-Cl-salen na 3-aminopropilssilica (Aldrich, codigo
642274, 5,0 mmol de NH,/g) ocorreu pela formacao da ligagdo covalente entre o carbono
ligado ao substituinte cloro do complexo e o grupo amino do suporte, conforme método
desenvolvido por Mansuy [MANSUY, 1996; ASSIS, 1998] (Figura 53). Apds extracdo no
Soxhlet para remover o complexo que ndo reagiu com o suporte, obteve-se um soélido
marrom, contendo 40,5 umol de Mn-Cl-salen/g de APS, como determinado a partir dos
resultados de andlise elementar de C (6,415 %), N (1,315 %) e H (1,578 %). O catalisador

solido foi caracterizado por espectroscopia no UV/Vis e no infravemelho.

NH. + Cl ‘@—C Etilenoglicol
. 2 ! 8hT=120°C . NH I+ HCl,
APS

Mn-Cl-salen Mn-Cl-salen/APS

Figura 53: Esquema da imobilizagdo, por ligacdo covalente, do complexo Mn-Cl-salen em
APS.
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A Figura 54 mostra o espectro UV/vis do Mn-Cl-salen/APS. Embora pouco intensa,
devido aos efeitos de espalhamento do solido, as principais bandas de absor¢ao do complexo

aparecem em 308 nm, sendo possivel concluir que 0 mesmo manteve sua estrutura no suporte.

2,5
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Figura 54: Espectro UV/Vis do Mn-Cl-salen em DCM e Mn-Cl-salen/APS em suspensdo de
DCM.

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura da APS precursora e
do Mn-Cl-salen/APS (Figuras 55) mostram aspectos similares indicando que os materiais sao

estruturalmente semelhantes.
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20, 10pm
[ EHT=2000kV  Mag= 1.00KX = EHT=2000Kkv  Mag= 1.00KX

APS Mn-Cl-salen/APS

Figura 55: Microscopia eletronica de varredura da APS e Mn-Cl-salen/APS.

4. Imobilizacdo de uma metaloporfirina, (MnTCPP)CI em quitosana

Metaloporfirinas tém sido utilizadas com sucesso como catalisadores de oxidagdo de
hidrocarbonetos e farmacos, € comportam-se como bons modelos das enzimas citocromo
P450 para estes substratos [MEUNIER, 1992;MANSUY, 1996; BARROS, 2008; GUEDES,
2006;FARIA, 2009; ASSIS, 2010]. Complexos salen sdo andlogos as metaloporfirinas e, por
este motivo, comegaram a ser estudados em nosso grupo também como modelos do P450 na
oxidacdo de farmacos. Assim, visando comparar os resultados deste trabalho com aqueles
obtidos anteriormente com as metaloporfirinas, e também explorar outra classe de
catalisadores heterogéneos, foi também realizada a imobilizagdo de uma metaloporfirina, a
mangands porfirina tetra-carboxifenil-substituida, MnTCPP’, em quitosana. Esta
metaloporfirina foi escolhida por possuir os substituintes —COOH que possibilitam a
imobilizacdo na quitosana usando duas estratégias: 1) apoOs ativagdo para formar o cloreto de
acila pode reagir covalentemente com os grupos amino da quitosana, formando uma liga¢ao
do tipo amida e ii) formar par i6nico com os grupos amina da quitosana, porfirina-COO"

/NH;"-quitosana, por simples agitacdo no solvente adequado.
q p p g q
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Quitosana (Figura 56) ¢ o derivado N-deacetilado da quitina, proteina componente do
exoesqueleto de crustaceos, insetos, etc. Quitina e quitosana possuem propriedades muito
interessantes para sua aplicacdo como suporte. Entre elas destacam-se sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e ndo-toxicidade, podendo ser utilizados como importantes componentes

de cosméticos, peles artificiais, medicamentos, etc [KUMAR, 2000].

CH,0OH [ CH,OH — ] CH;OH
o) I_O LO OH
OH Q OH OH
NH, | NH, _ |n NH,
Chitosan

Figura 56: Estrutura da Quitosana

A reagdo de imobilizacdo da (MnTCPP)CI na quitosana seguiu o método descrito por
Lee et al. [LEE, 1998], o qual envolve o acoplamento dos grupos carboxi da
manganésporfirina com os grupos amino da quitosana via um agente de acoplamento, a
dicicloexil carbodiimida, DCCI. Inicialmente a quitosana foi solubilizada em &cido acético
glacial 1% para facilitar a reagdo com o agente de acoplamento e com a metaloporfirina. Apos
a completa solubilizagdo do suporte a (MnTCPP)CI sdlida foi adicionada, seguida da DCCI.
Ap0s 48 h a reagao foi interrompida e neutralizada com NH4OH. O s6lido obtido foi filtrado e
lavado exaustivamente com uma solugdo de NH4OH seguida de NaCl. A lavagem com
hidroxido de amonio visa a remocdo do catalisador retido na quitosana apenas por
coordenacdo dos nitrogénios da quitosana com o metal da manganés porfirina. A lavagem
com cloreto de sodio elimina eventuais pares i6nicos formados entre a manganés porfirina e a

quitosana, garantindo assim que apenas o catalisador imobilizado por ligacdo covalente
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ficasse retido no suporte. Em seguida, o solido foi lavado com agua destilada para eliminar o
excesso de NH4OH e NaCl presentes devido as lavagens anteriores.

Foram obtidos 300 mg de um soélido de cor verde escuro, o que corresponde a um
rendimento de 60 %. A determinacdo da quantidade de manganés porfirina imobilizada foi
feita indiretamente por espectroscopia no UV/vis, pela absorvancia da banda Soret, em 346
nm, da manganés porfirina presente nos filtrados das lavagens, sendo de 4,5 umol de
(MnTCPP)CI por grama de quitosana.

Nao foi possivel a caracterizagdo da (MnTCPP)Cl/quitosana por espectroscopia
UV/Vis devido a instabilidade da suspensao em CCl ou em nujol.

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura da quitosana
precursora ¢ do (MnTCPP)Cl/quitosana (Figuras 57) confirmam que o catalisador ndo altera

as caracteristicas estruturais da quitosana.

EHT = 20.00 kV Mag = 10.00 KX H EHT = 20.00 kV Mag= 10.00 KX

Quitosana (MnTCPP)Cl/quitosana

Figura 57: Microscopia eletronica de varredura da quitosana e da (MnTCPP)Cl/quitosana.
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CAPITULO 11

OXIDACAO DE HIDROCARBONETOS CATALISADA POR COMPLEXOS SALEN

Diversos compostos organicos tém sido utilizados como substratos nas oxidagdes
catalisadas por complexos metalicos, tanto em meio homogéneo como heterogéneo [MAC
LEOD, 2007, FARIA 2009; ASSIS, 1998, 2010]. Utilizando-se substratos de diferentes estruturas
pode-se, através da analise dos produtos, obter informagdes sobre a reatividade, seletividade e até
sobre o estado de oxidacao e estruturas do intermediario cataliticamente ativo.

Cicloocteno e estireno foram escolhidos como substratos para avaliar o potencial
catalitico dos diversos sistemas preparados, por serem compostos ja investigados
anteriormente em outros estudos realizados pelo grupo, possibilitando comparagdo dos
resultados. Muitos resultados envolvendo estes substratos estdo disponiveis na literatura,
ampliando a comparacdo com sistemas envolvendo outros complexos e oxidantes.

Os oxidantes investigados foram PhIO, m-cpba, H,O, e TBOOH. Iodozilbenzeno, apesar de
toxico e outras desvantagens do ponto de vista de aplicagdo, como dificuldade de preparagdo, foi
selecionado por ser um oxidante de apenas um 4atomo de oxigénio, o qual geralmente leva a
formacgao de espécies cataliticas de alta valéncia quando associado as metaloporfirinas e complexos
salen [ASSIS, 2010; DONG, 2010;JACOBSEN, 2003], favorecendo a formagdo de produtos e a
compreensao dos mecanismos de reagdo. Peroxido de hidrogénio € um oxidante limpo, que fornece
agua como produto de reagdo, e o mais favoravel do ponto de vista de aplicacdo dado as outras
vantagens que oferece: barato, facil obtencdo e manuseio, ndo toxico. Os outros peroxidos foram
também selecionados por serem oxidantes amplamente utilizados, tanto em estudos cataliticos como
em processos industriais de oxidagdo [DONG, 2010].

Os produtos das reagdes de oxidagdo do cicloocteno e estireno foram analisados por
cromatografia a gas, pelo método da adi¢ao de padrao interno (bromobenzeno), utilizando os
métodos previamente estabelecidos para outros sistemas cataliticos. Os rendimentos dos

produtos foram calculados com base no consumo do oxidante.
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Para todas as condigdes investigadas foram realizadas reagdes controle (“branco’): 1)
na auséncia de catalisador, ii) na auséncia de oxidante, iii) utilizando os suportes sem

catalisador. Em nenhuma dessas reagdes foi observado produto.

1. Oxidac¢ao do Cicloocteno

A eficiéncia e estabilidade dos catalisadores foram inicialmente investigadas nas
reacdes de epoxidagdo do (Z)-cicloocteno. Este substrato tem sido escolhido como padrdo em
nosso laboratorio para analisar novos sistemas cataliticos, devido a facilidade e simplicidade
do método de deteccdo dos produtos, geralmente apenas o epoxido (Figura 58) [DORO, 2000;

SCHIAVON, 2001;FARIA, 2004, 2009; VRUBEL, 2009].

O o— 0

Figura 58: Epoxidagdo do (Z)-cicloocteno pelo PhIO catalisada por metalopofirinas ou
complexos salen [FARIA, 2004, 2009]

Os resultados cataliticos para os varios sistemas estudados (% de ciclooctenoxido)
estdo mostrados na Tabela 9.

Como pode ser observado na Tabela 9, com excegdo das reagdes com o TBOOH, todos os
sistemas foram capazes de epoxidar o cicloocteno, com rendimentos bastante satisfatorios.

Analisando-se as porcentagens de epdxido produzido pode-se chegar a algumas
conclusdes quanto ao efeito do metal, suporte, oxidante e substituinte no salen sobre a

atividade catalitica destes sistemas.
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Com excec¢ao dos sistemas envolvendo o Mn-SO3-salen, para todos os demais
complexos o catalisador imobilizado foi mais eficiente na epoxidagdo do cicloocteno quando
comparado com o mesmo em meio homogéneo (reagdes, 4 ¢ 5 ou 8 ¢ 9, por ex., Tabela 9).
Estes resultados comprovam o efeito do suporte em proteger o catalisador de ser destruido
e/ou de formar dimeros cataliticamente inativos, como ocorre geralmente com os complexos

salen em meio fortemente oxidante [FARIA, 2004].

Tabela 9: Rendimento dos produtos da oxidagdo do cicloocteno por PhlO, m-cpba, TBOOH
e H,0,, em meio de ACN , na presencga dos catalisadores.

N° Reacdo | Catalisador Epdxido (%)
oxidantes
PhIO | mepba | TBOOH H,0,

1 Mn-Jb-salen 15% 31* <5%* 15%
2 Mn-Jb-salen/K 10 47%* 55% 5* 10*
3 Fe- Cl-salen 31 57 nd 25
4 Mn- Cl-salen 15-23* | 12-19* | nd-nd* 10-15%*
5 Mn- Cl-salen /APS 23%* 56%* nd* <5*
6 Mn- Ph3P-salen 22 18 nd 15
7 Mn-Ph3P-salen /SFS 54 25 12 7

8 Fe-SO3-salen 15 34 <5 17
9 Fe-SO3-salen/TAS 45 38 <5 nd
10 Mn-SO3-salen 17 20 nd <5
11 Mn-SO3-salen/TAS 10 15 <5 nd

Condi¢do da reacdo: 1:100:2000, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 107 mol de
catalisador, reagdes em temperatura ambiente, agitacdo magnética constante; 24 h de
reagdo.*adigdo de co-catalisador, imidazol, na propor¢ao [catalisador]:[imidazol] de 1:10

Comparando-se as atividades cataliticas dos varios complexos em meio homogéneo
observa-se que, de maneira geral, complexos Fe-salen sdo mais eficientes que os complexos Mn-
salen, para todos os oxidantes (reagcdes 3 ¢ 4 ou 8 ¢ 10 por ex., Tabela 9). Esses resultados
evidenciam que os complexos Mn-salen tém maior tendéncia em formar os dimeros inativos,
provavelmente formando os compostos estaveis salen-Mn''-Mn''-salen, como descritos na

literatura [JACOBSEN, 2009].
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Comparando-se os rendimentos de ciclooctenoxido obtido com os complexos
manganés salen em meio homogéneo observa-se que, excetuando-se o catalisador de
Jacobsen, a atividade destes complexos ndo ¢ significativamente influenciada pelo substituinte
do ligante salen (reagdes 4, 6 ¢ 10, Tabela 9). Esta tendéncia era esperada, uma vez que os
substituintes nestes ligantes encontram-se em posicao para no anel fenila e, portanto, bastante
distantes do centro metalico responsavel pela catalise. No caso do catalisador de Jacobsen os
substituintes t-butila, volumosos, encontram-se em 0rto no anel fenila em relacdo ao centro
metalico e, portanto, exercem um efeito direto sobre o centro catalitico, impedindo também a
dimerizacao do catalisador e levando a maiores rendimentos de produtos oxidados.

Iodozilbenzeno e acido m-cloroperoxibenzdico sdo os oxidantes mais eficientes com
estes sistemas. lodozilbenzeno geralmente leva a formacdo do intermedidrio catalitico
Mn"(O)-salen, mais eficiente e seletivo em transferir o oxigénio para o substrato [MAC
LEOD, 2008]. Quando se utiliza hidroperoxidos e peracidos € possivel a ocorréncia de dois
mecanismos para a ativacao do oxigénio: um mecanismo envolve a clivagem homolitica da
ligagdo O-O, com formagio de RO+ e de intermediarios pouco reativos, Mn'"(O)salen, como
espécie ativa, resultando em baixos rendimentos de produtos; o outro envolve a clivagem
heterolitica da ligacdo O-O, com formagio da espécie ativa Mn"(O)salen, que é responsavel
pela ativagdo do oxigénio, resultando em maiores rendimentos de produtos oxidados. A
clivagem heterolitica da ligagdo O-O ¢é favorecida pela protonagdo do O terminal [NAM,
1999, 2000] e pela polarizacao desta ligacao, condi¢do favorecida pelo substituinte acila do
M-cpba, retirador de elétrons.

Contrariamente, o alquil-hidroperéxido, TBOOH, ao coordenar ao metal central do
salen, tende a sofrer cisdo homolitica da ligagdo O-O, formando radicais RO* ¢ intermediarios

. 1 . . . , .
pouco reativos, como o (salen)Mn'"-OH, conduzindo a baixos rendimentos de epoxido.
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Peroxido de hidrogénio ¢ o oxidante mais atraente do ponto de vista de aplicagao,
pelas vantagens j& discutidas anteriormente. Entretanto, a atividade catalitica ¢ limitada
devido a tendéncia do H»O, sofrer desmutacdo catalisada, similarmente ao que ocorre na
presenga da enzima catalase. Com H0,, o uso de complexos metalicos, como
metaloporfirinas, suportados tem levado a um problema adicional devido ao favorecimento da
decomposi¢do do peroxido pelo suporte inorganico, principalmente a silica, devido ao seu
carater mais acido [DORO, 2000, FARIA, 2004].

O sistema Mn-Jb-salen/K10 foi selecionado para estudos de reciclagem por ter
apresentado bons rendimentos de epoxido, sendo ativo com perdxido de hidrogénio e
envolver um catalisador comercial, facilmente preparado e barato. Nao se observou
degradagdo do catalisador nas 4 reagdes de reciclagem, embora o rendimento de epdxido
tenha diminuido consideravelmente nas ultimas reagdes (Figura 59). Esta perda de atividade
provavelmente ocorre devido a retengdo dos produtos das primeiras reagdes no interior do

solido, o que impede a aproximacao do oxidante e substrato ao sitio catalitico.
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Figura 59: Reagdo de reciclagem do Mn-Jb-salen/K10, na oxidagdo do cicloocteno por m-
cpba, PhIO, TBOOH e PhIO.
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Ligantes nitrogenados, tais como imidazol, piridina, t-butilpiridina e trimetilamina N-
oxido atuam como co-catalisadores em sistemas envolvendo manganés porfirinas e manganés
salen, devido a habilidade que esses ligantes nitrogenados possuem de coordenarem ao Mn na
posicdo trans a ligagio metal-oxo do intermediario catalitico, Mn"(O)salen, estabilizando o
alto estado de oxidacao do ion metalico (Figura 60). Esse intermedidrio é o responsavel pelas
oxidacdes estéreo-seletivas eficientes. A presenca do ligante também previne a reducdo do
intermediario Mn"(O)salen ao intermediario Mn'"(O)salen, espécie responsavel por reagdes
do tipo radicalares, ndo seletivas e pouco eficientes [BATTIONI, 1988; DORO, 2000]. Estes
co-catalisadores nitrogenados também atuam como catalisador acido-base, favorecendo a
cisdo heterolitica da ligagdo perdxido, com a formacdo do intermediario metal-oxo de alta
valéncia [BATTIONI, 1988]. Este efeito pode ser observado no aumento dos rendimentos de

epoxido para as reagdes realizadas na presenca de imidazol (Tabela 9).

n HZOZ (2)
Mn(salen, > Mn(salen)

‘\

< CH;CO,

\ 4

[o (4 _0OCOCHs] ()
I < O |
Mn(salen) Mn(salen) }

Figura 60: Mecanismo de epoxidagdo com H,0, catalisada por Mn-salen na presenga de co-
catalisadores [MAC LEOD, 2008].

A

2. Oxidagao do Estireno

Outro substrato selecionado para investigar o potencial catalitico dos varios sistemas
preparados foi o estireno, por ser freqlientemente estudado em sistemas envolvendo

complexos salen, possibilitando compara¢do com muitos dados da literatura.
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Os principais produtos formados na oxidagdo do estireno catalisada por complexos
salen sdo estireno 6xido, benzaldeido e fenilacetaldeido, conforme Figura 61 [GUEDES,

2006, MAC LEOD, 2008, FARIA 2009].

o}
= ol CHO CHO
+ © Mn-salen + ©+ é+ ©

Figura 61: Produtos de oxidagdo geralmente obtidos nas rea¢des de oxidagao do estireno
(neste exemplo por PhlIO) catalisada por complexos salen [MAC LEOD, 2007].

Os resultados da oxidagao do estireno pelos oxidantes m-cpba, PhiO, TBOOH e H,0,,
na presenca dos catalisadores preparados neste trabalho estdo mostrados na Tabela 10.

Como pode ser observado na Tabela 10, todos os sistemas foram eficientes para
epoxidar o estireno, de maneira geral com rendimentos comparéaveis a outros sistemas da
literatura [MAC LEOD, 2008; GUEDES, 2006]. Também para este substrato o catalisador
de Jacobsen imobilizado na montmorilonita foi mais eficiente quando comparado ao
mesmo em meio homogéneo, para a maioria dos oxidantes estudados (Tabela 10, reacdes
1 e 2), embora a seletividade para epdxido tenha sido menor no sistema heterogéneo. Isso
ocorre provavelmente devido a retengdo de oxigénio molecular entre as lamelas da argila,
o que favorece a reagdo radicalar que leva a produ¢do de benzaldeido [MAC LEOD,

2008].
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Tabela 10: Rendimento de produtos da oxidagdo do estireno por PhlO, mecpba, TBOOH e
H,0, na presenca dos catalisadores, em meio de ACN.

Rendimento (%) 1-epoxido; 2- benzaldeido

oxidantes
N° Catalisador PhlO m-cpba TBOOH H.0,
Reacao 1 2 1 2 1 2 1 2
1 MnlJb-salen 30 <5 21 nd 12 nd 15 nd
2 Mn-salen-Jb-K 10 35 14 38 10 25 10 10 nd
3 Fe- Cl-salen 20 18 15 10 10 8 12 nd
4 Mn- Cl-salen 33 nd 47 <5 8 <5 10 nd
5 Mn- Cl-salen /APS 25 <5 20 nd nd nd <5 nd
6 Mn-Ph3P-Salen 15 6 10 10 <5 <5 18 nd
7 Mn-Ph3P-salen/SFS 35 5 18 nd 12 <5 nd nd
8 Fe-SO3-salen 38 10 40 15 -- -- 10 nd
9 Fe-SO3-salen/TAS 40 nd 25 nd -- -- nd nd
10 Mn-SO3-salen 45 10 42 15 14 <5 20 6
11 Mn-SO3-salen/TAS 40 30 25 <5 - - 15 nd

Condicio da reacdo: 1:100:2000, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 10”7 mol de catalisador, reacdes em
temperatura ambiente, agitagdo magnética constante; 24h de reagdo

Mn"(O)-salen como espécie catalitica. A formacdo do benzaldeido geralmente é atribuida a

A formacgdo do epoxido ocorre pelo mecanismo classico envolvendo o intermedidrio

uma rota diferente daquela da formacdo do estireno 6xido e fenilacetaldeido [GROVES,

1980]. O benzaldeido surge de uma lenta oxidagdo aerdbica, a qual requer a presenga de

ambos, o catalisador Mn-salen e o oxidante. O mecanismo corresponde, portanto, a uma auto-

oxidagdo, possivelmente com o envolvimento do intermediario reativo com o oxigénio

molecular (neste caso do ar), que inicia um processo em cadeia de radical livre. Assim, hé

uma competicdo entre a auto-oxidacdo, com a formagao de benzaldeido, e a formagao do

epoxido [GROVES, 1980].
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CAPITULO 111

OXIDACAO DE FARMACOS CATALISADA POR COMPLEXOS SALEN

1. Oxidagdo da isoniazida (INH)

Isoniazida (INH) ¢ um farmaco importante e extensamente usado no tratamento da
tuberculose. Apesar de a INH ser bastante reconhecida e estar sendo utilizada desde a sua
descoberta por Chorine, no inicio da década de 1950, o seu mecanismo de ativagdo e forma de
acao estao sob constante investigacdo [MEUNIER, 2001].

Os produtos do metabolismo da isoniazida “in vivo” e também observados em estudos
anteriores empregando sistemas cataliticos envolvendo metaloporfirinas [GUEDES, 2006],
sdo: acido isonicotinico (4cido), isonicotinamida (amida), acido isocotinico N-6xido (N-
oxido) e 4-piridinacarboxaldeido (aldeido) (1-4 respectivamente, Figura 20).

Neste trabalho os produtos das reacdes de oxidacdo deste substrato, catalisada pelos
complexos salen sintetizados foram identificados por CLAE, utilizando o método
desenvolvido anteriormente no grupo [GUEDES, 2006], com pequenas modificagdes

As reacdes de oxidagdo da INH foram realizadas na propor¢do de 1:100:100 de
catalisador:oxidante:substrato (3,65 x 107 mol do catalisador), definida nos estudos anteriores
com este farmaco como sendo ideal para alta conversio de INH em produtos [GUEDES,
2006]. Os mesmos oxidantes usados na oxidacdo dos hidrocarbonetos foram também
empregados na oxidagdo da INH, PhIO, H,O,, mcpba e TBOOH, sendo o PhIO o primeiro a
ser investigado por ser oxidante de apenas um atomo de oxigénio, facilitando o entendimento
do mecanismo de reacdo. Os resultados cataliticos da oxida¢do da INH pelo PhIO sdo

mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11: Resultados cataliticos na oxidagdo da INH por PhIO, na presenga dos complexos
salen, em meio aquoso, apos 2 h de reagao.

Produtos de oxidacédo da INH (%)
N° reacdo catalisador acido aldeido N-6xido amida
1 Mn-Jb-salen* 8 nd nd nd
2 Mn-Jb-salen/K10 25 10 5 10
3 Mn-Cl-salen* 8 nd nd 5
4 Mn-Cl-salen/APS* | 5 nd nd nd
5 Fe-Cl-salen* 10 5 nd 5
6 Mn-Ph3P-salen 18 5 nd nd
7 Mn-Ph3P-salen/SFS | 5 nd nd nd
8 FePh3P-salen 15 10 nd 5
9 Fe-Ph3P-salen/SFS | nd nd nd nd
10 Mn-SO3-salen 58 18 nd 20
11 Mn-SO3-salen/TAS | 20 5 nd 5
12 Fe-SO3-salen 10 3 nd 5
13 Fe-SO3-salen/TAS | 10 nd nd nd

Condigao da reagdo: 1:100:100, catalisador:

oxidante: substrato, sendo 2,5 x 10”7 mol de catalisador, reagdes em

temperatura ambiente, agitacdo magnética constante; 24h de reacdo. Em meio de ACN.

Os resultados da Tabela 11 mostram que, assim como para o sistema “in vivo”

[MEUNIER, 2002] e para os sistemas envolvendo metaloporfirinas [GUEDES, 2006], acido
isonicotinico € o produto principal nas reagdes catalisadas pelos complexos salen. O mesmo
foi observado nos estudos de oxidagao deste farmaco com a catalase-peroxidase em atmosfera
de 0,, obtendo 4cido isonicotinico, isonicotinamida e 4-piridinacarboxaldeido, sendo o

acido isonicotinico o produto formado preferencialmente, e os demais obtidos em menores
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quantidades [BROWN, 2001; MEUNIER, 2002]. Meunier e colaboradores realizaram
também a oxidagdo in vitro deste mesmo farmaco utilizando Mn''-pirofosfato, ¢ também
constataram a formacao preferencial do acido isonicotinico [MEUNIER, 2001, 2002].

Silicas funcionalizadas ndo se mostraram bons suportes para complexos salen nas
reacdes de oxidagdo da INH por PhIO (reagdes 4, 7, 9, 11 e 12, Tabela 11). Provavelmente a
maior polaridade e acidez destes suportes desfavorecam a interacdo do substrato, oxidante
e/ou algum intermediario da rea¢do com o catalisador. No caso da montmorilonita, um
suporte mais hidrofobico, os rendimentos de produtos foram superiores aqueles obtidos com o
catalisador de Jacobsen em meio homogéneo (50 e 13 % respectivamente, reagdes 1 e 2,
Tabela 11).

Observa-se na Tabela 11 que os complexos i6nicos, M-Ph3P-salen ¢ M-SO3-salen
(M=Fe e Mn) sao catalisadores mais eficientes que os complexos neutros, sendo que para o
Mn-SO3-salen o rendimento total foi 96 %, embora seja menos seletivo. Estes resultados sao
muito interessantes, pois mostram uma tendéncia ja observada anteriormente com este
farmaco [GUEDES, 2006; MEUNIER, 2002] e também com a cloroquina [SANTOS, 2005],
nos estudos cataliticos envolvendo as metaloporfirinas, para os quais os maiores rendimentos
foram obtidos com metaloporfirinas anionicas, como a FeTCPP. Estas metaloporfirinas
possuem substituintes carboxi na periferia do anel porfirinico, e estes substituintes podem
interagir com o farmaco, favorecendo a sua oxidagdo. Esta interagdo foi comprovada nestes
casos, por titulagdo monitorada por espectroscopia no UV/vis [SANTOS, 2005; GUEDES,
2006]. O mesmo tipo de interagdo pode estar ocorrendo com os complexos salen anidnicos ¢ a
INH, explicando os maiores rendimentos nestes casos.

Os catalisadores Mn-Jb-salen/K10, Mn-SO3-salen ¢ Mn-SO3-salen/TAS foram os

mais eficientes na oxidagdo da INH por PhIO (reagdes 2, 10 e 11, Tabela 11), e foram, por
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este motivo, selecionados para os estudos cataliticos com os demais oxidantes. Também os
complexos Fe-SO3-salen e Fe-SO3-salen/TAS foram investigados, para comparacao.
Nas Tabelas 12, 13 ¢ 14 estdo mostrados os resultados cataliticos utilizando m-cpba,

TBOOH e H,0,, respectivamente.

Tabela 12: Resultados cataliticos na oxidagdo da INH por m-cpba, na presenga dos
catalisadores, em meio aquoso, 2 h de reacao.

Produtos de oxidacédo da INH (%)
N° reacdo catalisador acido aldeido N-6xido amida
1 Mn-Jb-salen/K 10 14 5 nd 5
2 Mn-SO3-salen 35 25 nd 20
3 Mn-SO3-salen/TAS | 14 7 nd 8
4 Fe-SO3-salen 30 5 nd 12
5 Fe-SO3-salen/TAS | 20 nd nd nd

Condicdo da reacdo: 1:100:100, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 107 mol de catalisador, rea¢des em
temperatura ambiente, agitagdo magnética constante; 24 h de reagao.

Como pode ser observado nas Tabelas 12 a 14, em todas as rea¢des com os diferentes
oxidantes foi produzido o 4cido como principal produto. Assim, estes sistemas mostraram ser
bons modelos biomiméticos do citocromo P450, principalmente quando comparados as
ferroporfirinas [GUEDES, 2006].

Também com estes oxidantes os complexos anidnicos foram mais eficientes como
catalisadores em meio homogéneo que o catalisador de Jacobsen imobilizado na
montmorilonita, reproduzindo as tendéncias observadas para o PhIO, sendo também o Mn-
SO3-salen o que levou aos maiores rendimentos, embora menos seletivo que os demais

(reacdo 3, Tabelas 12). Os sistemas envolvendo os complexos i0nicos apresentam uma
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vantagem adicional, quando comparado a outros sistemas modelos, por serem soluveis em
agua.

Contrario ao observado nas reagdes de oxidagdo do cicloocteno (Tabela 12, capitulo I
da discussdo), o TBOOH foi capaz de oxidar a INH, levando a maiores rendimentos que os
obtidos com o m-cpba. Provavelmente a maior solubilidade deste oxidante em meio aquoso
seja o fator responsavel pela eficiéncia catalitica no caso da oxidacao do farmaco.

Os resultados que se destacam na oxidagdo com m-cpba quando comparados aos do
PhIO sao aqueles obtidos com o Fe-SO3-salen, em meio homogéneo e imobilizado na silica
TAS (reagdes 4 ¢ 5, Tabela 13), indicando que este complexo favorece a cisdo heterolitica da

ligagdo O-O do perodxido, promovendo a oxidacdo da INH.

Tabela 13: Resultados cataliticos na oxidagdo da INH por TBOOH, na presenga dos
catalisadores, em meio aquoso, 2 h de reacao.

Produtos de oxidacédo da INH (%)
N° reacdo catalisador acido aldeido N-oOxido amida
1 Mn-Jb-salen/K10 25 10 5 10
2 Mn-SO3-salen 52 12 nd 25
3 Mn-SO3-salen/TAS | 18 8 nd 10
4 Fe-SO3-salen 35 15 nd 18
5 Fe-SO3-salen/TAS | 15 5 nd nd

Condicio da reacdo: 1:100:100, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 10”7 mol de catalisador, reacdes em
temperatura ambiente, agitagdo magnética constante; 24 h de reagao.
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Tabela 14: Resultados cataliticos na oxida¢do da INH por H,O,, na presenca dos
catalisadores, em meio aquoso, 2 h de reacao.

Produtos de oxidacédo da INH (%)
N° reacdo catalisador acido aldeido N-6xido amida
1 Mn-Jb-salen/K10 12 5 3 5
2 Mn-SO3-salen 18 5 4 15
3 Mn-SO3-salen/TAS | 15 nd nd 18
4 Fe-SO3-salen 10 nd nd nd
5 Fe-SO3-salen/TAS | 10 nd nd nd

Condicdo da reacdo: 1:100:100, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 107 mol de catalisador, reacdes em
temperatura ambiente, agitagdo magnética constante; 24 h de reagéo.

Embora os rendimentos obtidos na oxidacdo da INH pelo peroxido de hidrogénio nao
sejam os maiores comparados aos outros peroxidos organicos (Tabela 14 vs. 12 e 13), os
resultados com este oxidante sdo bastante expressivos, considerando suas vantagens do ponto
de vista de modelos dos sistemas in vivo catalase-peroxidase e também do ponto de vista de
aplicacao.

Os bons rendimentos de produtos oxidados quando os peroxidos sdo usados como
oxidantes quando comparados aos rendimentos com PhIO evidenciam a predominancia de
cisdo heterolitica da ligacdo O-O nestes sistemas, com participacdo das espécies cataliticas
Fe'"(0)-salen e Mn"(0)-salen [NUNES, 2005;VINHADO, 2005].

Apesar de ndo apresentar os melhores rendimentos, o catalisador Mn-Jb-salen/K10
mostrou-se eficiente na oxida¢do da INH. Este sistema apresenta grande vantagem, pois tanto
o complexo salen como a montmorilonita sdo comerciais, baratos, ¢ a imobilizacdo do
complexo ¢ facil e rapida, fazendo deste sistema o que apresenta maior potencial para

aplicacdo na obtencao dos metabolitos da INH.
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2. Oxidagao da carbamazepina (CBZ) e primidona (PRM) utilizando Mn-Jb-salen ¢ Mn-Jb-

salen/K 10 como catalisadores

Estabeleceu-se como condigdo padrao para o estudo inicial do metabolismo da CBZ e
PRM a proporgio molar 1:100:2000 de catalisador:oxidante:substrato, utilizando-se 2,5 x 107
mol do catalisador de Jacobsen, em meio de acetonitrila, solvente escolhido tendo em vista a
solubilidade dos farmacos, metabdlitos e oxidantes.

Os produtos da oxida¢do dos farmacos foram analisados por CLAE, utilizando os
métodos de andlise desenvolvidos anteriormente pela aluna de doutorado do nosso grupo

Tatiana Cristina de Oliveira Mac Leod [MAC LEOD, 2008].
2.1. Oxida¢ao da CBZ

A principal via metabolica da carbamazepina ¢ a oxidagdo por enzimas do sistema
citocromo P450 para formar a carbamazepina 10,11-ep6xido (CBZ-EP), a qual ¢ hidrolisada
para carbamazepina trans-diol (CBZ-DiOH) pela agdo da enzima epdxido hidrolase (Figura

62) [MANDRIOLL 2001].

O HO

i%i% A

o~ NH, 0% ~NH, o NH,

Figura 62: Biotransformagdo da carbamazepina.

O mecanismo de oxidacdo da carbamazepina ja foi investigado utilizando

metaloporfirinas em meio homogéneo [KONSIL, 2002; BERNADOU, 1994]. Estudos com
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complexos salen e metaloporfirinas envolvendo este fArmaco foram relatados recentemente
pelo nosso grupo [MAC LEOD, 2007;FARIA, 2008]. Entretanto, a oxidacdo deste farmaco
com os complexos salen imobilizados na agila montmorillonita K10 ndo haviam sido ainda
estudados.

A formagao de CBZ-EP ou qualquer outro produto ndo foi detectado na auséncia de
catalisador, na auséncia de oxidante ou ainda com a argila sem catalisador imobilizado,
confirmando que o catalisador/oxidante ¢ o responsavel pela produgdo do metabolito CBZ-
EP.

Os resultados cataliticos da Mn-Jb-salen e Mn-Jb-salen/K10 na oxidagdo da CBZ

utilizando varios oxidantes sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15: Resultados cataliticos das reagdes de oxidagdo da carbamazepina por PhlO, H,0,,
m-cpba e TBOOH catalisados por Mn-Jb-salen e Mn-Jb-salen/K10.

Oxidante CBZ-EP (%)
Mn-Jb-salen Mn-Jb-salen/K 10
PhIO 75 60
H,0, 59 61
M-cpba 70 82
TBOOH 10 2

Condicio da reacdo: 1:100:2000, catalisador: oxidante: CBZ, sendo 2,5 x 10 ” mol de catalisador,
reagOes em temperatura ambiente, 2 h de reagdo.

Pode-se observar na Tabela 15 a alta eficiéncia destes sistemas em promover a
epoxidacao da CBZ, com seletividade dos catalisadores Mn-Jb-salen ¢ Mn-Jb-salen/K10 para
a formacdo do epdxido (CBZ-EP) como tUnico produto, principal composto obtido no
metabolismo da carbamazepina pelo P450 in vivo. Resultados semelhantes ja foram
reportados utilizando manganés porfirinas ancoradas neste mesmo suporte, com rendimentos
inferiores de epdxido com o uso de H,O, e superiores utilizando PhIO como oxidante, 9 % e

93 % de rendimento, respectivamente [FARIA, 2008].
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Geralmente os rendimentos de produtos sdo menores nas reagdes quando se utilizada
catalisadores imobilizados: estas sdo limitagdes naturais dos sistemas cataliticos heterogéneos,
devido a lenta difusdo dos reagentes para o sitio catalitico e a baixa solubilidade do oxidante
no meio. Isto é observado para os oxidantes PhIO ¢ TBOOH (75 % para 60 % e 10 % para 6
%, para Mn-Jb-salen e Mn-Jb-salen/K10, respectivamente, Tabela 15). Apesar destas
limita¢des, a Mn-Jb-salen/K 10 apresentou excelente eficiéncia catalitica, superando a Mn-Jb-
salen em solugdo, quando se utilizam os oxidantes H,O, e m-cpba.

Os resultados utilizando perdxido de hidrogénio sdo de grande interesse devido as
diversas vantagens deste oxidante, como baixo custo e gerar agua como unico subproduto da
reacdo, além da maior disponibilidade comparada ao outros oxidantes: PhIO necessita ser
sintetizado e ter sua pureza determinada iodometricamente, além do perigo de explosdo deste
composto, 0 M-cpba gera como produto de reacdo um composto organoclorado. Por estes
motivos, o peroxido de hidrogénio ¢ considerado um oxidante limpo e de grande potencial de

aplica¢dao em reacdes de oxidagdo catalisadas por complexos salen.

OH

Cl

Figura 63: Estrutura do acido meta-cloroperbenzéico (m-cpba)

Os melhores rendimentos foram observados quando se utiliza o m-cpba como
oxidante, 70 % e 82 %, Mn-Jb-salen e Mn-Jb-salen/K10, respectivamente. Os substituintes

cloro removem elétrons do grupo carboxilico do oxidante (Figura 63), estabilizando o anion
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carboxilato e aumentando a acidez. A presenga de protons favorece a clivagem heterolitica da
ligagio O-O, produzindo o intermediario Mn"(O)salen, responsivel pela formagdo do
epoxido correspondente. Na Figura 60 esta representado este mecanismo, mas utilizando
H,0,, que segue a mesma rota para o m-cpba.

O TBOOH nao foi eficiente na epoxidacdo da CBZ. Este oxidante, ao coordenar ao
metal central do salen, tende a sofrer uma cisdo homolitica da ligagao O-O do perdxido, que
leva a formagdo de radicais RO* e de intermediarios pouco reativos, como o (salen)Mn(I'V)-

OH (Figura 60).
2.2. Oxidag¢ao da PRM

A PRM ¢ metabolizada pelo citocromo P-450 (CPY2C9/19) em

feniletilmalonodiamida (PEMA) and fenobarbital (FENO)(Figura 64) [FERRANTI, 1998].

@#Hzmg %Hzcm (2><]C¢HZCH3 %
CONH,

NH, NH, V4

O
PRM FENO PEMA PBA BL

Figura 64: Estrutura da primidona (PRM) e seus metabdlitos in vivo.

A formacdo de PEMA e FENO ou qualquer outro produto ndo foi detectado na
auséncia de catalisador, na auséncia de oxidante ou ainda nas reagdes com a argila K10 sem
catalisador imobilizado, confirmando que o catalisador/oxidante € o responsdvel pelos

produtos observados.
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Os resultados cataliticos da Mn-Jb-salen ¢ Mn-Jb-salen/K10 na oxidacdo da PRM

utilizando varios oxidantes sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16: Resultados cataliticos na oxidagdo da PRM por diferentes oxidantes (PhIO, m-

de

cpba, TBOOH e H,0;), na presenca do Mn-Jb-salen e Mn-Jb-salen/K10, em meio
acetonitrila.
Catalisador | Produto | PhlO (%) | m-cpba (%) | TBOOH (%) | H20, (%)
PEMA tracos 31 23 27
FENO 19 2 9 5
Mn-Jb- PBA nd 12 14 14
salen BL 6 nd nd nd
P1 tracos tracos tracos tracos
PEMA 3 nd 4 nd
FENO 7 18 nd 47
Mn-Jb- PBA nd nd 6 nd
salen/K'10 BL nd 30 nd nd
P1 nd 20 nd nd

Condicdo da reacdo: 1:100:2000, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 10 ” mol de catalisador, reacdes

em temperatura ambiente, apds 2 h de reagdo. PBA = 2-fenilbutiramida: BL = y-fenil-y-butilactona.

Como pode ser observado na Tabela 16, ha uma grande influéncia do oxidante na

formacgao dos produtos de oxidagdao da PRM utilizando os catalisadores Mn-Jb-salen e Mn-Jb-

salen/K10. O PhIO conduz a formacgao preferencial do FENO (19 %) e tracos de PEMA,

sendo o Mn-Jb-salen muito mais eficiente que o Mn-Jb-salen/K10. Os oxidantes m-cpba,

TBOOH e H,O, geraram o metabdlito PEMA com até 31 % de rendimento, pequenas

quantidades de FENO e outros produtos previamente identificados como 2-fenilbutiramida

(PBA) e y-fenil-y-butilactona (BL) [MAC LEOD, 2008].
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Nas reacdes com Mn-Jb-salen/K10, quando se utiliza os oxidantes m-cpba ¢ H,0,,
ocorreu uma inversdo dos rendimentos, gerando FENO com até 47 % de rendimento com
peroxido de hidrogénio e PEMA nao foi identificado. O resultado com o perdxido de
hidrogéneo é de grande importancia porque: (i) mostrou ser um sistema melhor que seu
correspondente catalisador em meio homogéneo (5 % e 47 % de FENO, Mn-Jb-salen e Mn-
Jb-salen/K 10, respectivamente). Este sistema pode ser reciclado e reutilizado através de uma
simples filtragdo e lavagem da argila com o catalisador imobilizado; (i) este sistema mostrou-
se altamente seletivo para a formacdo do FENO, assim, apontando como um grande potencial
para sintese desse metabolito; (iii) pelo fato do perdxido de hidrogénio ser um reagente
barato, solivel em agua e nao-toxico, gerando apenas dgua como subproduto.

A formagdo de FENO pode ser explicada através da oxidagdo do grupo metileno
situado entre dois atomos de nitrogénio. Esta oxidacdo ocorre via um intermedidrio de alcool
secundario no metabolismo in vivo. Este mesmo intermedidrio pode favorecer a clivagem do
anel pirimidinico, com descaboxilagdo oxidativa do carbono localizado entre os nitrogénios,

formando o metabdlito PEMA (Figura 65).

CH2CH3 CH2CH3 CH2CH3
o= O cvypacoine  Os O alcohol o=
— dehydrogenase
HN._NH HNYNH t HN\n/NH
OH o)
PRM
FENO
CH,CH
o C% 3 . CHC§CH3 . CH2CH3
hydrolysis  O= hydrolysis O= )
HN NH — —
H>:o 2 NH; NH; OH OH
PEMA

Figura 65: Metabolismo da PRM in vivo.
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Além dos metabolitos FENO e PEMA, verificou-se também a formacgao de trés
produtos na oxidagdao da PRM. Dois destes produtos de oxidagdo foram isolados, analisados ¢
caracterizados por espectroscopia de massa (GC-MS) anteriormente pela aluna Tatiana
Cristina de Oliveira Mac Leod, em sua tese de doutorado [MAC LEOD, 20088]. Estes
produtos foras identificados como sendo: 2-fenilbutiramida (PBA), y-fenil-y-butilactona (BL).
Estes dois compostos ja haviam sido identificados anteriormente por Foltz et al. como um
menor metabolito da PRM em sistemas bioldgicos [FOLTZ, 1972]. O produto BL também ja
foi detectado anteriormente em pacientes que apresentavam toxidade com a PRM [MAC
LEOD, 2008].

A formacdo do PBA ¢ por via radicalar, como resultado da quebra homolitica da
ligagdo O-O, que leva a formacdo da espécie Mn'"(OH)salen, gerando radicais RO, que ¢
propagada pelo oxigénio presente no meio, de acordo com o mecanismo proposto por Mac
Leod et al. [MAC LEOD, 2008] (Figura 66). Para Mn-Jb-salen/K10 e H,O, como oxidante, o
unico produto formado foi o FENO, evidenciando uma clivagem heterolitica da ligagcdo O-O,
formando a espécie Mn"(O)salen, responsével pela obtengdo deste produto. Este resultado
mostrou que o suporte fornece um ambiente propicio para a clivagem heterolitica O-O,
diferentemente quando o catalisador Mn-Jb-salen estd em meio homogéneo, no qual gera

reagOes radicalares.

Mn(lll)salen + PhlO

l PR oxidagao
Clivagem heterolitica * (pH>7)
g Mn'(O)salen — FENO ——= (BL)
Fig. 71
a o0

&
Mn(lll)salen + ROOH
b [O]
J—> PEMA — » (PBA)
Mn"(OH)salen *PRM . -CONH,
Clivagem homolitica + RO

- CONH,

Figura 66: Esquema proposto para a oxidagdo da primidona catalisada pelo Mn-Jb-salen.
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O produto FENO ainda pode sofrer 3-hidroxila¢do na cadeia etila, seguida da alcoolise

do anel pirimidinatriona, formando o BL. Isto foi evidenciado para os sistemas Mn-Jb-salen

/PhIO e Mn-Jb-salen/K10/m-cpba.

3. Oxidacao da cloroquina (CQ) catalisada por metaloporfirinas e complexos salen

A cloroquina ¢ considerada um dos melhores farmacos anti-malaria, tanto no
tratamento quanto na profilaxia, devido a sua alta atividade terapéutica, baixa toxicidade e
custo [EGAN, 2004]. Os principais metabolitos da CQ sdo a desetilcloroquina (DCQ) e a bis-
desetilcloroquina (BDCQ), ambos farmacologicamente ativos. A oxidagdo da cloroquina no
sistema bioldgico ocorre por reacdo de N-desalquilagdo da amina tercidria presente na cadeia

lateral (Figura 67) [O’NEILL, 1998; FOLEY, 1998].

%

Cl N

Figura 67: estrutura da cloroquina.

O mecanismo da oxida¢do da CQ ¢é muito semelhante aquele observado para as reagoes de
hidroxilagdo de alcanos por doadores de oxigé€nio simples, como PhIO ou hidroperoxidos,
utilizando metaloporfirinas como catalisadores [MEUNIER, 1992]. Primeiramente forma-se a
espécie catalitica de alta valéncia, ferro' -oxo porfirina radical m-cation, Fe' (O)P*. Dois
mecanismos sdo propostos para a etapa seguinte, por Karki e colaboradores, como mostrado na
Figura 68 [KARKI, 1995]. O primeiro mecanismo (A) propde que a etapa inicial da N-

desalquilagdo envolve a transferéncia de um elétron do nitrogénio da amina substituida para o
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intermediario reativo Fe' (O)P**. O segundo (B) propde que, na etapa inicial, ocorre a abstragdo
de um hidrogénio do carbono alfa ao nitrogénio da amina substituida. Em ambos os casos, apds a
etapa inicial o carbono alfa ¢ hidroxilado e, em seguida, a ligagdo carbono-nitrogénio ¢ quebrada.
Estudos tém apontado fortes evidéncias de que a etapa inicial da N-desalquilagdo ocorre segundo

o mecanismo B [KARKI, 1995; BHAKTA, 2002].

N A A
/N" CH; + O=Fe(IV)-P? s /N-'CHJ + O=Fe(IV)-P

Bt~H- -y

\\C’ - \ll
N-CHy + HO-Fe(IV)-P ——=  N-CH,0H + Fe(lll)-P

N
N-H + H,C=0
/

Figura 68: Mecanismo de N-desalquilagdo catalisada pelo P-450 [KARKI, 1995].

Em um trabalho anterior de nosso grupo foi estudada a atividade catalitica de uma
série de metaloporfirinas, neutras e idnicas, na oxida¢do da cloroquina por varios oxidantes
[SANTOS, 2005]. As ferro(Ill) porfirinas anidnicas mostraram-se catalisadores muito
eficientes, com rendimentos de at¢ 30 % de DCQ. Em solugdo aquosa estes catalisadores
foram seletivos para a desalquilagdo oxidativa da CQ, enquanto que até cinco produtos foram
observados em meio de metanol [SANTOS, 2005]. Estes resultados foram interpretados em
funcdo da interagdo das porfirinas com a cloroquina, a qual favorece a formagao dos produtos.

Visando complementar o estudo da oxidagdo da cloroquina catalisada pelas
metaloporfirinas, no atual trabalho foram investigados, além dos sistemas cataliticos com
complexos salen, também as metaloporfirinas MnTCPP e FeTCPP imobilizadas em quitosana
e a FeTMPyP imobilizada em motmorilonita K10 [BARROS, 2008]. A FeTCPP imobilizada

foi preparada e caracterizada anteriormente [SANTOS, 2005].
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As reagOes foram realizadas utilizando uma relacao de catalisador : oxidante : CQ de 2,5 x
107: 2,5 x 10°: 2,5 x 10” (1:100:100). As reagdes foram realizadas em meio aquoso (tampéo
fosfato 0,025 mol L, pH 6,4) e em meio de MeOH, para comparagdo com os estudos
desenvolvidos anteriormente [SANTOS, 2005]. Os produtos da oxidagdo da CQ foram analisados

por CLAE, utilizando o método de analise estabelecido previamente [SANTOS, 2005].

3.1. Oxidagdo da CQ na presenga de metaloporfirinas

A formacdo de DCQ ou qualquer outro produto ndo foi detectado na auséncia de
catalisador, na auséncia de oxidante ou ainda com a K10 ou quitosana sem catalisador.

Apenas DCQ foi obtida para todos os sistemas metaloporfirinicos.

Os resultados cataliticos da FeTCPP/quitosana, MnTCPP/quitosana ¢ FeTMPyP/K 10

na oxidacdo da CQ, utilizando varios oxidantes, sdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17: Rendimentos da oxidagdao da CQ por PhlO, m-cpba, TBOOH ¢ H,0,, utilizando
metaloporfirinas, ap6s 4 h de reagdo em tampao fosfato e em MeOH (*).

Rendimento de DCQ (%)
N°reacdo | catalisador oxidantes
PhlO m-cpba TBOOH H.0,

1 FeTCPP 1525%) |4 3 6

2 FeTCPP/Quitosana | 15 (23%) 7 5 4

3 MnTCPP Nd (5%) 5 nd nd

4 MnTCPP/Quitosana | 5 (7%) 3 nd Nd

5 FeTMPyP/K10 Nd (nd*) nd nd nd

Condicio da reacdo: 1:100:100, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 10" mol de catalisador, reagdes em
temperatura ambiente, agitagdo magnética constante; 2 h de reagdo. Em MeOH e aquoso. Nd = ndo detectado
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Observa-se na Tabela 17 que PhIO foi o tunico oxidante que levou a formacao
significativa de DCQ e, ainda assim, somente para a ferroporfirina FeTCPP, comprovando
que as interagdes eletrostaticas FeTCPP/CQ sdo importantes para aumentar a concentragao
de substrato nas proximidades da espécie ativa, favorecendo a catalise, como observado
anteriormente por Santos et al. [SANTOS, 2005]. A interagdo eletrostatica é favorecida em
metanol, solvente que promove maiores rendimentos de DCQ (Tabela 17). Este efeito pode
ser explicado ao se considerar que a molécula de CQ, em meio aquoso, se encontra sobre o
centro metalico da ferro(Ill) porfirina. Este posicionamento, observado para o complexo
CQ:FePPIX [LEED, 2002], dificulta a aproximacdo do oxidante ao centro metalico,
diminuindo a probabilidade de transferéncia do oxigénio do oxidante para o catalisador.
Assim, o oxidante ¢ consumido em reagdes paralelas, como desproporcionamento, para o
PhIO, ou desmutagdo, no caso de peroxidos, o que diminuiria o rendimento da reacdo em
meio aquoso.

A auséncia de atividade catalitica da FeTMPyP/K10 pode ser atribuida a repulsio
eletrostatica entre o substrato carregado positivamente e o intermediario reativo formado por

este catalisador, também com carga positiva.

3.2. Oxidagdo da CQ utilizando complexos salen

Os metabdlitos da cloroquina ndo estdo disponiveis comercialmente, sendo fornecidos
apenas por companhias farmacéuticas, sob um controle muito rigido. Esta dificuldade na
obtencdo destes padrdes, que impediu a obtengdo de curvas de calibragdo para estes
compostos, foi o grande incentivo para que se buscassem sistemas cataliticos que fossem bons
modelos biomiméticos do citocromo P450 para a oxidagdo da cloroquina ¢ pudessem, assim,

levar a um método eficiente para a sintese dos metabolitos deste farmaco. Assim, a série de
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catalisadores preparados neste trabalho foi investigada na oxidacdo da CQ por varios

oxidantes. Os resultados desses estudos estdo na Tabela 18.

Tabela 18: Rendimentos da oxidagdo da CQ por PhlIO, m-cpba, TBOOH e H,0,, na presenca
de complexos salen, em meio homogéneo e heterogéneo, apds 2 h de reagdo em tampao
fosfato, pH 6,4.

Rendimento de DCQ (%)
N°reacdo | catalisador oxidantes
PhlO m-cpba TBOOH H.0,

1 Mn-Jb-salen nd nd nd 4
2 Mn-Jb-salen/K10 25 13 4 10
5 Mn-Cl-salen 7 nd nd nd
7 Mnsalen-CI/APTS nd nd nd nd
6 Fe-Cl-salen 10 nd nd nd
8 Mn-Ph3P-salen nd nd nd nd
10 Mn-Ph3P-salen/SFS | nd nd nd nd
9 Fe-Ph3P-salen nd nd nd nd
10 Fe-Ph3P-salen/SFS | nd nd nd nd
12 Mn-SO3-salen 5 nd nd 3
14 Mn-SO3-salen/TAS | nd nd nd nd
13 Fe-SO3-salen 10 3 nd 5
15 Fe-SO3-salen/TAS nd nd nd nd

Condicdo da reacdo: 1:100:100, catalisador: oxidante: substrato, sendo 2,5 x 107 mol de catalisador, rea¢des em
temperatura ambiente, agitagdo magnética constante; 2 h de reag@o.

Como observado para as metaloporfirinas, a maioria dos complexos salen foram

inativos para a oxidagdo da cloroquina, com todos os oxidantes testados. Apenas o sistema
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Mn-Jb-salen/K 10 apresentou atividade significativa na producao de DCQ, com rendimeto de
10 % para a reacdo com perdxido de hidrogénio, o que pode ser considerado um bom
resultado.

Uma vez mais os resultados mostraram que o sistema Mn-Jb-salen/K10 associado ao
peréxido de hidrogénio é o mais vidvel do ponto de vista de aplicacdo para obtencdo de

metabolitos de farmacos e serd, por este motivo, utilizado em um teste com esta finalidade.

108



CONSIDERACOESFINAIS

V. CONSIDERACOESFINAIS

Um bom sistema catalitico para a oxidagdo de farmacos e produgdo de seus
metabolitos deve envolver o peroxido de hidrogénio, devido as caracteristicas inerentes deste
oxidante, e um catalisador barato e que possa ser reutilizado e, portanto, um catalisador
solido. Por isso o grande interesse no estudo de complexos salen imobilizados, objetivo de
nossos estudos. Os resultados obtidos permitem fazer algumas consideragdes sobre estes
sistemas:

1) Complexos salen sdo bons modelos funcionais das enzimas P450 para a oxidagdo
de farmacos, levando geralmente a producdo de um ou mais metabodlitos observados como
produtos principais nos sistemas in vivo. Embora as metaloporfirinas continuem a ser os
modelos mais fiéis destas enzimas, devido a similaridade de estrutura com o sitio catalitico
das mesmas, os complexos salen podem ser alternativas interessantes do ponto de vista de
aplicacdo, dado a facilidade de sintese destes complexos e menor custo na sua obtengao.

ii) Complexos anionicos foram, de maneira geral, mais eficientes como catalisadores
da oxidacdo dos farmacos que os complexos neutros. Esta tendéncia confirma aquela ja
observada anteriormente com diferentes metaloporfirinas e farmacos, comprovando que a
interagdo catalisador/ farmaco ¢ importante para promover a oxidagdo do mesmo, com maior
seletividade. No meio bioldgico os aminoacidos da cadeia protéica assumem este papel, de
maneira a direcionar o substrato para o sitio ativo da enzima e promover a oxidagdo com alta
seletividade.

iii) Apesar das limitagdes inerentes aos sistemas heterogéneos, a atividade catalitica
dos complexos imobilizados pode ser potencializada pelo suporte, principalmente utilizando

H,0, como oxidante, além de permitir facil separacdo do meio reacional e reutilizagao.
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iv) O catalisador de Jacobsen imobilizado na montmorilonita, Mn-Jb-salen/K10,
associado ao peroxido de hidrogénio apresentou, de maneira geral, bons rendimentos
cataliticos para os varios farmacos estudados. Estes resultados mostram o grande potencial de
aplicacdo deste sistema para a obtencdo de metabodlitos e fornecer amostras para testes
farmacoldgicos e toxicoldgicos, visando elucidacdo de metabolismo de farmacos, e como
alternativa aos estudos enzimaticos. Também podera auxiliar na proposi¢do de novas rotas
para a obten¢do de novos farmacos, pois muitas vezes os metabolitos gerados podem ser mais
ativos que os seus respectivos precursores. Este sistema sera usado em testes em maior escala

para produg@o dos metabolitos da cloroquina.
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