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Resumo

Neste trabalho estudaram-se metodologias sintétieasunidades estruturais com
potencial actividade farmacoldgica, seguindo-ses digs distintas.

Na primeira via estudou-se a reaccdo de Prins eatreiclopentadieno e o
para-formaldeido, tendo sido realizado, pela prianeez, um rastreio de catalisadores
com o objectivo de aumentar a selectividade destecfo. Neste estudo foi descoberto
que a reaccgao catalisada por La@iligina novos produtos Prin® e 71aou 71b. O
isolamento destes novos produtos ndo foi possiéesrrendo a técnicas de isolamento
tipicas nem a derivatiza¢des dos produtos, terdiorecessario recorrer a combinacao
das técnicas nanofiltracdo e cromatografia parbtengdo da mistura dos produtos em
grau de pureza satisfatorio. Os produtos Prinsgmientes desta reac¢do sao unidades
carbociclicas que serdo acopladas com bases de desoxirribonucleico para
sintetizar nucledsidos carbociclicos (antivirais).

A segunda via de trabalho baseou-se na reaccé@Rm{OAC), e (L)-PhAla em agua a
80°C, originando RIfOAC).((L)-PhAla), cujas actividades cataliticas e biologicas sao
conhecidas. Demonstrou-se a influéncia de divefao®res: temperatura, radiacao
microondas, presenca de uma base inorganica enpeesge um grupo doador
electrénico no anel aromatico dg-PhAla. Verificou-se ainda que esta reaccao oaigin
varios produtos, destacando-se dois maioritariossipelmente isbmeros geométricos,
que serdo isolados por HPLC semi-preparativo eagdis em reaccdes de catélise de
decomposicao de compostos diazo e em estudosidielaaé biologica. Neste trabalho
desenvolveu-se uma metodologia de andlise de caaspds di-rédio(ll) por HPLC que
permite o desenvolvimento de estudos cinéticogdecHes de permuta de ligandos.

Palavras-chave: Reaccdo de Prins, La{lnanofiltracdo, nucledsidos carbociclicos,
rodio, HPLC, actividade farmacoldgica.



Abstract

In this work were studied two synthetic methodoésgof building blocks with potential
pharmacological activity.

The first method was the study of Prins reactionwben cyclopentadiene and
para-formaldehyde. For the first time, a catalgseésning was done in order to improve
the reaction selectivity. Thus, the reaction catadly by LaC] yields the new Prins
products/0and7laor 71b. These products were not easily isolated by useainiques
and products” derivatizations did not allowed thefgration as well. The combination
of nanofiltration followed by chromatography allodvéhe isolation of the products
mixture in satisfactory purity grade. The Prinscurcts are carbocyclic moieties which
will be coupled with bases of deoxyribonucleic aaidorder to obtain carbocyclic
nucleosides (antivirals).

The second method was based on the reaction betRie¢®Ac), and ()-PhAla in
water at 80°C, which yields RI®Ac),((L)-PhAla), a known complex by its catalytic
and anticancer activity. The influence of sevemttdérs was studied, such as the
temperature, microwave radiation, the presenceai@ganic base and the presence of
an electron donating group in the aromatic ringpleénylalanine. This reaction yields
many products, from which the two major are propdasebe geometric isomers. These
products will be isolated by semi-preparative HP&a@@l applied in catalysis of diazo
compounds decomposition and biological activitydsts. In this work, a methodology
for the analysis of dirhodium compounds by HPLC wveeveloped, which allows
kinetic studies of ligand exchange reactions.

Keywords: Prins reaction, LaG| nanofiltration, carbocyclic nucleosides, rhodium,
HPLC, pharmacological activity.
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1. Prefécio

A presente tese de mestrado visa a obtencdo des moetodologias de sintese de
unidades estruturais com potencial actividade faoldgica. Para tal, seguiram-se duas
direccdes, com temas distintos, sendo o primetituiado “Reaccédo de Prins entre o
ciclopentadieno e o para-formaldeidd (capitulo I) e o segundo Sintese de
complexos de di-Rédio (II) com potencial actividadenticancerigend (capitulo II).
Estas tematicas foram desenvolvidas paralelamentpel® facto de requererem
abordagens quimicas distintas, proporcionaram anQhb de uma formacédo
complementar em quimica sintética. A potencialvadde antiviral e anticancerigena
dos compostos em estudo justifica o esforgco desadeopara a obtencdo de vias
sintéticas mais eficientes.

A reaccdo de Prins entre o ciclopentadieno e o-fpan@aldeido constitui uma
metodologia vantajosa para a obtencdo de unidaelégadas do ciclopenteno, com
substituintes hidroxilo ou hidroximetilenos, ou @spectivos formatos, em posicoes
chave. Estas moléculas s&o blocos construtoremtese de nucledsidos carbociclicos.
Desta forma, esta reac¢do reune requisitos econéninteressantes, ndo sé pelo facto
dos reagentes serem pouco dispendiosos como tamél@meconomia atémica desta
transformacao.

A sintese de complexos de di-rodio(ll) com potdnaiividade anticancerigena tem
merecido especial atencdo desde a descoberta \Gal@lactividade daisplatina na
inibicdo de células déscherichiacoli (1960, Rosenber).

Por outro lado, complexos com o centro metalico IRH€ém demonstrado ser
catalisadores de diversas transformacdes quimicas anivel de exceléncia, cujos
resultados justificam a sua utilizacéo face a desicatalisadores menos dispendiosos.

No grupo de trabalho no qual esta tese se insergefroberto um novo catalisador
Rh(OAC)((L)-PhAla) que demonstrou elevada actividade catalitica ser¢gdo C-H
de compostos diazo, obtendo-se bom rendimentovaddeenantioselectividade; por
outro lado, este complexo demonstrou actividaddogica, tendo-se observado a
reducdo da proliferacdo de linhas celulares doncdm Utero KIT-29) de forma mais
eficiente do que aisplatina Desta forma, o trabalho prévio do grupo impulsiom
continuacdo deste trabalho com vista a obtencadonte metodologia de sintese e
isolamento de complexos de Rh(ll) com diferentegaétidos, por troca de ligandos
do Rhp(OAC), em agua.



2. Capitulo | - Reaccéo de Prins entre o ciclopentadi® e o para-formaldeido
2.1.Introducéo

2.1.1.0bjectivos

Os principais objectivos deste trabalho foram:

a) O estudo da reaccao de Prins entre o ciclopen@éienformaldeido;

b) O estudo da actividade catalitica de diversos &cide Lewis nesta reaccéo
(screening;

c) A obtencdo de uma metodologia sintética mais efieipara a sintese de unidades
carbociclicas, utilizando como catalisador o aai#o Lewis que apresentou melhor
selectividade na etapa anterior;

d) O desenvolvimento de um método de purificacdo doslytos formados para a
respectiva identificagéo.

As unidades carbociclicas provenientes da reacedBriuhs catalisada pelo &cido de
Lewis serdo, no futuro, acopladas com diversasshdse\DN, nhomeadamente guanina
e adenina e a actividade antiviral dos nucledstdosociclicos obtidos sera testada em
linhas de células portadoras do virus da SIDA.

2.1.1.Reaccéo de Prins entre o ciclopentadieno e o pararialdeido

A condensacdo de aldeidos com alcenos catalisadeciolo € conhecida como reaccéo
de Prind - Esquema 1- e constitui uma via importante para a formacéadigacoes
C-C, sendo utilizada como estratégia chave em sastéotais de diversos produtos
naturais.

Ry Hr\)‘i Ri OH
T L
H
R, Ry

Esquema 1- Esquema genérico da reaccgdo de E’rins

A estrutura dos reagentes e as condicbes reacgjoonamo a concentracdo dos
reagentes, temperatura reaccional e natureza eemoacido do acido de Bronsted
assumem um papel fulcral no desenvolvimento dac&eacdnfluenciando o tipo de
produtos formados (1,3-didis, 1,3-dioxanos ou akomsaturados), rendimentos,
selectividade e estereoquinfica



Apesar de ndo ser uma metodologia satisfatérisogminto de vista da selectividade, a
reaccdo de Prins foi utilizada para a funcionafivage olefinas A variedade de
produtos secundarios formados, nomeadamente acetéisres, deve-se a extrema
reactividade do grupo hidroximetileno introduzido.

A reaccdo de Prins entre o ciclopentadieno e o-foansaldeido- Esquema 2 -foi
descrita pela primeira vez em 1974 por Bajoetlkal® e, desde entdo, tem assumido
especial relevo na sintese da unidade 4-(formitxidlopent-2-en-1-il-metilo formato
1.

Os autores estudaram a reactividade de 3 dienos (butadiesopréno e
ciclopentadieno) com formaldeido em acido formicom vista a formacdo de
diformatos. A olefina que proporcionou melhoresultaslos foi o ciclopentadieno,
cujos formatos foram obtidos com um rendimento S#&'6de uma mistura 50:50 dos
isbmeroscis e trans isolados {) que, apos hidrolise originaram a respectiva mastle
diois 2.

H
O NaOH (aq.)

H EtOH OH
O T e
HCO,H

2

\

Esquema 2- Esquema da reaccgao de Prins entre o ciclopemiadi o para-formaldeido catalisada pelo &cido
.3
férmico

Esta mistura de diois foi analisada pét RMN, tendo sido possivel identificar os
isbmeroscis etrans - Figura 1. A elevada diferenca de desvio quimico entre ofps
Hq e Hs do G “Jsy 33=13 Hz e as constantes de acoplaméhtg e>J, 3 (ambas 2,5 Hz)
assim comod x €3l (ambas 7 Hz) permitiram a identificacéo do isémesoEstas
constantes de acoplamento também permitem confirmmgsroduto 1,4-diol em
detrimento do 1,2-diol. A obtencdo deste racematoainda confirmada através da
hidrogenac&o da mistura, seguida de oxidhacao

\/
m/

\ /

C5_C1

Figura 1 - Estrutura numerada do 4-(hidroximetil)ciclopenteal2

! valor de rendimento apresentado pelos autores)dguaalculado pelos dados da parte experimental
obteve-se o valor dg=47%.



Este grupd postulou acerca do papel do &cido férmico enquaoleente da reaccao,
sendo este um acido de Bronsted suficientemernte ffara activar o formaldeido e para
formar o catido hidroximetileno em quantidade coaghente activa. A0 mesmo tempo,
este acido nao é suficientemente forte para a paQém do sistema dieno. Este acido
assume ainda especial importancia dada a sua dapacide acilar o grupo
hidroximetileno introduzido e, por fim, pela sugaeidade de actuar como nucleofilo e
neutralizar o carbocatiao intermediario.

2.1.2.0ptimizacdo e alternativas a reaccdo de Prins entre ciclopentadieno e o

para-formaldeido

Em 1981, Hans Paulsen e Uwe Nadescreveram a sintese dos isémedss:6 -
Esquema 3 -tendo como objectivo a sintese de carbociclicédogns de furanose.
Assim sendo, 0 grupo apostou na optimizacado dazdieade Prins em acido acético,
assim como no desenvolvimento de novas vias siagtpara a obtencdo dos
régio-isomeros em questao.

No processo de optimizacdo da reaccdo de Pring emdversdo dos acetatos nos
respectivos didis, os isomer8s4:5:6 foram obtidos numa propor¢do de 38:37:13:12
(analise por cromatografia gasosa). A separacaadidescis3 e 4 dos didistrans5 e 6

foi possivel recorrendo a cromatografia.

HO HO

OH OH «OH -
O O O
5

3 4
Didis cis Didis trans

Esquema 3 Estrutura dos isémeros di@s4, 5 e 6 obtidos pela optimizagdo da reaccéo de Prins goisEn e
Maap*

Os quatro isdbmero8, 4, 5 e 6 foram sintetizados a partir da hidroxilagdo adilva
epoxidos8 e 10 com fenilseleneto Esquemas 4 e 5De forma alternativa, os isomeros
4 e 6 foram sintetizados a partir do composflp que permite uma facil introducéo dos
grupos funcionais hidroxilo e hidroximetileno adeule ciclopentenoEsquema 6



a) b) OH 4 OH

7 8 3 5

Esquema 4- Sintese dos isémer8% 5 através da hidroxilag&o alilica do alc@dl

a) CICgH,CO:H
b) 1) PhSe(obtido via reducdo do (PhSe&pm NaBH); 2) oxidagdo com D,

HO HO
HO HO E
\@ a) k@ b) HO HO@
_— E—— +
9 10 4 6

Esquema 5 Sintese dos isémerdse 6 através da hidroxilag&o alilica do alcbl

a) CICgH,COH
b) 1) PhSe(obtido via redugéo do (PhS&pm NaBH); 2) oxidagdo com D,

HO HO

~N
4 6

Esquema 6- Sintese dos |someré$6 a partir de11*

a) 1) (CHOH), H'; 2) LiAIH,; 3) metilagéo
b) 1) Desproteccéo do cetal {8, H"); 2)Br,, (CH,OH),; 2) MeONa, DMSO
¢) 1) MesSil; 2) LiAIH,

Em 1991 a Glaxo patentebw produto 3 cis-4-hidroximetil-2-ciclopenten-1-ol,
utilizando um procedimento muito similar ao de Bejoet al>. A optimizacdo do
procedimento experimental indica ndo s6 uma temtatescale-up como também uma
optimizacdo do processo de purificagéo.

Também em 1991, Saville-Stones al? sintetizaram os diacetatds, 14, 15 e 16
recorrendo a metodologia da reac¢éo de Piitsjtuema 7
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Esquema 7- Estrutura dos acetat8, 14, 15 e 16 - produtos da reacgéo de Pfins

Dada a dificuldade na separacdo destes isome@sipo apostou na derivatizagdo da
misturacis-diol 3 e 4 (separada da mistuteans-diol por cromatografia em coluna, de
acordo com Paulsen e Mah através da monosililacdo e acetilacédo, dandcemrigo
acetato alilicdl7 (Esquema §. De forma a testarem uma futura estratégia dessrde
nucledsidos carbociclicos, procederam ao acoplantait7 com imidazole, catalisado
por Pd(0), obtendo-sE com rendimento de 51%.

HO
A@,OH + &OH a) /\Q,O b) /\@/N
HO — Oé-/ gz/ Q
3 4 >< N7
Diois cis

Esquema 8- Estratégia de sintese de nucleésidos carbomdtlic

a) 1) BuMe,SiCl (1 eq.), imidazole, THF; 2) acetilagéo
b) Pd(PPh), (0,15 eq.), NEt (1,5 eq.), THF, refluxo, 21 m=51%

A maior dificuldade nesta estratégia reside no dwtie preparacdo dess-diacetatos

13 e 14, devido a necessidade de separacdo cromatogréfisa respectivos
trans-diacetatos, o que impede wnale-updesta sintese. Atendendo a facilidade com
que a reacc¢do de Prins fornece a unidade carlmagioligrupo estudou esta reac¢do em
maior detalhe. Ao conduzirem a reaccdo sob consdlichmis suaves (1 M
ciclopentadieno, 3 M para-formaldeido, 0,4 mM aqgetwlueno sulfonico em acido
aceético, 10°C, 23 horas) e, ap0s acetilacdo daujwe3:5:4:6, obtiveram proporcdes
respectivas de 31:13:47:9 (analise por CG). Ap&tildedo numa coluna dégreux os
autores obtiveram os isomeros acetilados numa prap®6:10:56:8, com rendimento
total de 10%.

Saville-Stoneset al? postularam que o produto maioritario desta reaaigidPrins
modificada22 (14 acetilado) é um produto cinético que, via sohadis-Sy2” origina o
segundo produto maioritars (13 acetilado) Esquema 9



22

sin-Sn2 solvolise

Esquema 9 Hnterconvers&o entre os produtos principais poséufmr Saville-Stonés

O mecanismo postulado de formacéaoctediacetato22 - Esquema 10- contempla a
reaccao electrofila entre o ciclopentadieno e @@sfp9, gerada entre o acido acético e
o para-formaldeido, sob condi¢cbes de catélise aEisl® ataque origina o carbocatido
20, estabilizado por ressonancia que, sob ciclizagd@amolecular da origem ao
carbocatid®1 (espécie estabilizada). A abertura do anel mediattaataque de agua,
seguida de acetilacéo origin@is-acetata22.

o) o 0 0._0O o
H{ Ho*k e Q’ \fo—’ &z/—’ Yé’f
19 20 21 22

Esquema 10- Mecanismo de formacédo da esp&2eroposto por Saville-Stones al?

A selectividade obtida nesta reaccdo de Prins mecadé torna-se de extrema
importancia atendendo ao facto que ambos o0s is@m&sooriginam 0 mesmo
complexo de PaladioEsquema 11 Desta forma, aumenta-se a eficiéncia atomica da
reaccdo e os 2 isomerass (82 % dos produtos formados) s&o incorporados nos
nucledsidos carbociclicos, através do acoplamesttiado por Pd(0).

0

Mo
\\@Pd

Esquema 11- Estrutura resultante do acoplamento dos ace22te23 ao complexo de Paladio



O grupo procedeu aos acoplamentos da misisrdiacetato22 e 23 com imidazole e
com adenina, mediados por Pd(0), com rendimentisfatarios.

No mesmo ano, Roberts e SholSetasenvolveram um método de resolucdo enzimatica
das unidades derivadas do ciclopentadieno. Os cstogi®4-28 - Esquema 12- sao
unidades estruturais extremamente Uteis na pregarde nucledsidos carbociclicos
racémicos ou quirdis A hidrélise do acetat@7 catalisada pela lipaseseudomonas
fluorescensoriginou o alcool (R,49-25 (n=43%, e.e.=95%) e permitiu a recuperacao
do acetato (&4R)-27 (N=42%, e.e.=95%). Recorrendo a uma estratégia attean as
unidades26 e 28 foram alvo de acetilacdo catalisada pela lipBseudomonas
fluorescens originando os respectivos alcoois e acetatos lena@o grau de pureza
enantiomérica e rendimento.

OR ~OR
R0 O RO

24 R|:CPh3, R2:H 28 R]:CPh3, R2:H
25 R|=SiMe,'Bu, R,=H

26 R;=CPhs, R,=Ac

27 R;=SiMe,'Bu, Ry=Ac

Esquema 12 Estrutura das unidades estruturais estudadas im&tica por Robertst al®

Ap6s resolucdo destas unidades, os altgnexederam ao acoplamento das unidades
(+)-26 e (+)28 com bases de ADN e derivados, via reac¢ao de Mitau e obtiveram
nucledsidos carbociclicos enantiomericamente puros.

Em 1994, Hodgsomt al. exploraram uma sintese mais viavel para a corisirde
unidade3l1 sob a forma de racematgguema 13 e estudaram em maior detalhe o
acoplamento mediado por Paladio desta uni@ddeom purinas. Os autores estudaram
ainda a obtencdo de uma sintese enantioselectiveiseégi, tendo como principal
objectivo a sintese dmarbovir.

Para a sintese racémica mais viavel, os adtesemlheram como reagente de partida o
acido ciclopent-3-enecarbocicli@®, atendendo ao facto deste composto ja contemplar
0 grupo hidroximetileno enquanto substituinte daidate ciclopenteno. As
transformacdes efectuadas encontram-se representadasquema 13 tendo sido
possivel obter a unida@d a partir da bromo-lactor com um rendimento de 78%.
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Esquema 13- Estratégia de sintese racémica de nucleésidbedafalicog

a) TMSBr, DMSO, P5EtN, CHCE, refluxo, 12 hn=70-95%
b) [(MeOCH,CH,0),AIH,]Na, THF, -25°C, 2 min
¢) 1) Ac0, sparteinge cat. DMAP, DMF, 25°C, 12 h; 2) AgOAc, refluxo, &r,.=78%)
d) R=Cl: 1) NaH, 2-amino-6-cloropurina, cat. Pd(RRDMF, 60°C, 2 h; 2) MeOH
R=NH,: 1) CsCO;, 2,6-diaminopurina, cat. Pd(P$h DMSO, 60°C, 2 h; 2) MeOH, iO;

A abordagem enantioméricaEsquema 14- baseou-se no rearranjo enantio-selectivo
do epbéxidomeso33 aos alcoois86 e 37, induzido por bases quirais, como por exemplo
sais de di-Litio (R,29-norefedrina. Por sua vez, o epOox@®pode ser obtido por duas
vias distintas: a partir do bromodi®d ou a partir do acidd, que € o percursor o alcool
35.

OH ly,, .n\\OH
L e
34 B W\ y 36

HO/\QO
OH 33
b) d) OH
é v Nowo™~Cr
35 37

Esquema 14 -Abordagem enantioméritpara a sintese & e 37

a) KyCO; MeOH, 25°C, 12 h

b) BU'OOH, cat. VO(acag) CH,Cl,, 25°C, 24 h

¢) BulLi, (1R 29)-norefedrina, gHg-THF, 0-25°C, 12 h)=65%, e.e.=95%
d) BulLi, (1S2R)-norefedrina, gHg-THF, 0-25°C, 12 h)=57%, e.e.=95%

Em 1996, Tanakaet al®® descreveram a sintese de compostos derivados do
ciclopenteno, nomeadamente o triacet@® obtidos a partir de norbornadieno
substituido na posicado,€Esquema 15
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Esquema 15 Abordagem sintética de compostos do 88%

a) HCIO, AcOH,n=73%
b) 1) O;; 2) NaBH,, 3) Ac,O/piridina; n,.=40%

Estes autores mostraram ainda que é possivel obtemoalcooll - Esquema 16-
através da hidrdlise enantioselectiva do triaceB®a@atalisada pela lipageéhizopus
delemar(RDL, 72 horasn=86%, e.e.=95%) e pela lipagseudomonas fluorescens
(PFL, 64 horas)=73%, e.e.=33%).

De forma analoga, partindo do mesmo triacet@®p os autores obtiveram outros
derivados do ciclopentenoEsquema 16- em elevado grau de pureza enantiomérica,
em particula#2 (RDL, 184 hn=95%, e.e.>99%) 43 (RDL, 72 h,n=95%, e.e.=95%),
que serviram como elementos construtivos da unidaglecar nas sinteses dos
nucledsidos carbociclicos (egrbovir (N1<18%) e do (-BCA (n=17%) (cf.Figura 2).

\>/ c|>|\/|0|v|
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41

Esquema 16- Estrutura dos derivados do ciclopentdip4? e 43 obtidos via resolucdo enzimatica do triaceggb

Esta metodologia foi utilizada por Jame La Clair 2006° para a obtenc&o da unidade
38 - um percursor de farmacos anti-malaria.

Atendendo a importancia da sintese enantioméricaiclepentandis, o grupo de
GhosH* aplicou a metatese de fecho de améig closing metathesispara a obtencéo
deste tipo de unidades. E3quema 17representa a estratégia sintética adoptada para a
obtencdo da unidadé’ enantiomericamente pura, utilizando o catalisatoiGrubbs
PhCH:RU(PC3)20|2.

10
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R'=R?=(CHy)s
Esquema 17 Sintese dd7 via metatese de fecho de dhel

a) LDA, acrolein n=83%

b) 1) AcOH/H,0O (4:1); LiAlH,;, EtO n=64%; 2) NalQ, MeOH/H,0O (3:1), 1 h,n=89%; 3) LiAlH,, EtO,
69% @6, R=H)

c) 1) TBSCI, DMAP, imidazole, BN, DCM, rt, 4 h,n=68% @6, R=TBS); 2) (PCy),CI,RUCHPh, GHg, t.
amb., 4 hn=79%

Utilizando a metatese como metodologia de fecharts ciclopenteno, o rendimento
de sintese da unidad& é de 18%, sendo este um possivel percursor dataBCA
60 (cf. Figura 2).

Um ano depois, 0 mesmo grdpdescreveu uma sintese semelhaBsgjiema 18, na
qual é possivel obter ambos os enantiombBs 54 com rendimentos de 21% e 15%
respectivamente.

QOQMG
c) - d)
—_— \O —
51
BRO o o 9 BnO % on
~5- SO =0
—_— —_—
\ \ \
OBn OBn OBn
52 53 54

Esquema 18 Metodologia de sintese dos isémeb8e 54 recorrendo & metatese de fecho do'anel

a) LDA, THF, CH,=CHCH,Br, HMPA, -78°C - t. ambn=84%
b) (PCy),Cl,RUCHPh, GHs, 60°C, 20 hn=96%
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c) 1) NaOEt-EtOH, refluxo, 10 h; GiN,, EtO, n=84%; 2) AcOH, 18h; NalQ) MeOH-H,0O, t. amb., 1 h,
n=71%

d) 1) LiAIH, EtO, 0°C-t. amb., 1 hn=68%; 2) NaH, PhCBr, THF, HMPA, refluxo, 6 hn=75%; 3)
m-CPBA, CHCICH,CI, 0°C- t. amb., 5 m=85%

e) 1) PhSeSePh/NaBH?2) 30% HO,, n=40%

f) 1) p-NO,CsH,COOH, DEAD, PPk CsHg, N=78%; 2) KOH, EtOH-HO, refluxo, 30 minn=91%

Em 2008 Hudoret al’® descreveram a sintese dos iséme&@s55 - Esquema 19-
utilizando uma metodologia derivada da reacc&orihs Bescrita por Bajoredt al® em
1974.

HO
a) OH OH
O Oy
2 55

Esquema 19 Reacgéo de Prins optimizada por Hugbal

a) 1) HCHO, HCGH, TsOH; 2) NaOH aqn=43%

O grupo obteve um rendimento de 43% numa propatedsb:45 dos régio-isdmer@s

e 55. Este resultado representa uma melhoria substdace@ao obtido por Bajoredt
al.? e, através da descricdo da sintese, é possiveificir os factores determinantes
para o maior sucesso deste resultado: a estequiardes reagentes, o uso do acido
p-toluenosulfénico monohidratado em quantidade itetal o menor tempo de reaccao
e a mindcia devork-upatendendo a formacao de ushadgepreta.

Dois anos mais tarde, o0 mesmo grifmpresenta esta metodologia na sintese total do
CP-225,917 - um metabolito de um fungo com potémacitividade biolbgica.
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2.1.3.Actividade biologica

A denominacao ‘nucledésidos carbociclicos’ € utdiagara a descricdo de um grupo de
compostos estruturalmente analogos aos nucleénatosais e sintéticos, nos quais o
oxigénio do anel furanose foi substituido por unpgrmetilend”.

Estes compostos sdo biologicamente relevantes \gst® podem desempenhar
actividades antivirais e antitumorais. Contudo, ecamismo de accdo ainda néo €
completamente conhecido. A estratégia base de abe8eia-se no facto destes
compostos serem pro-farmacos, que sao fosforiladesuencialmente aos
correspondentes trifosfatos pelas cinases celularespécie trifosfatada (nucleétido) é
incorporada na cadeia replicante de ADN viral gedascriptase reversa do virus e,
dada a auséncia do hidroxilo 3" terminal, a repficada cadeia ndo prossegue. Para
além disso, o trifosfato 5" ou o oligonucleétidalpm actuar como inibidor competitivo
da transcriptase rever§a

Portanto, para se obter uma inibicdo eficiente éessario que 0s nucledsidos
carbociclicos sejam reconhecidos como substratagam e sejam convertidos aos
respectivos nucleétidos. O facto de alguns nudedsi carbociclicdé néo
demonstrarem actividade antiviral pode estar refe@o com a falta de capacidade das
cinases fosforilarem esses nucleésidos carbociclipmvavelmente por excesso de
modificagdes estruturais nos locais chave paraanteecimento molecular.

Os nucleésidos carbociclicos sdo quimica e enztaragnte mais estaveis do que 0s
analogos naturais. O facto de terem uma estrutwitorsemelhante a dos analogos
naturais faz com que estes sejam reconhecidos pelasnas intervenientes no
metabolismo dos nucledsidos naturais, como as esnaslulares. Por outro lado,
atendendo a auséncia da ligacdo glicosilica lébtgs tornam-se resistentes a enzimas
que quebram as ligacbes glicosideas nos nucleéslokgicos, como as
fosforilase$®*” 1819

Verificou-se que a introducdo de uma insaturacaame do acucar pode conduzir ao
aumento das propriedades biologicas e até mesnseldetividade (farmaco/alvo) do
nucledsido carbociclico, em comparacdo com o an&aturadd.

Em 1966, Shealy descreveu o carbociclico andlogoadknosina e, mais tarde,
conheceram-se as actividades antibioticas e ardiaismdos carbociclicos nucledsidos
Aristeromycin (1968) eNeplanocin A(1981) - estrutura$6 e 57 da Figura 2°.
Inicialmente, aNeplanocin Afoi isolada a partir da cultura de fungos do solo
Ampullariella regularise € um nucledsido carbociclico com elevada actdedantiviral

e antitumoral - inibidor da hidrolasgadenosilhomocisteihd Em 1983 verificou-se
que a substituicdo do oxigénio na unidade do agdcaum grupo metileno resultou
numa maior resisténcia dos analogos dos nuclebéarléssforilases e hidrolases, o que
proporciona um aumento do tempo de vida do farmmacorganismo. Para além disso,
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esta modificacdo estrutural também aumenta o earéipofilico do farmaco, o que
favorece a absorcdo e penetracdo da membranart&lilaA utilizacdo do grupo
metileno no carbociclo como bioiséstero do oxigénipulsionou a procura de outros
nucledsidos carbociclicos anédlogos com actividadelddica®>. Na Figura 2
encontram-se representadas as estruturas de atgutesosidos carbociclicos com
propriedades terapéutic¢is aristeromycin56, neplanocin A57, carbovir 58, abacavir
59, (-)-BCAG60 e cyclobut A61.

NH, NH, o)
N N N
¢ " A" <ﬁ
NN NT >N N™ N7 NH,
HO . OH 0, 0 58

HN NH,
N N N NH
NH HO NH |
.| N <
<N N/)\NHz N N/) N N/)
HO “,_OH
59 60 61

Figura 2 - Estruturas de alguns nucleésidos carbocicifcos

A procura de uma sintese mais eficiente e, em cpdati de uma sintese
enantio-selectiva desta classe de compostos cardirsgér necessaria, atendendo néo sé
as elevadas doses de farmacos requeridas como narabgrocura constante de
antivirais mais selectivos e eficientes

De forma geral, existem duas vias para a sinteseudidsidos carbociclicos: o
acoplamento da base heterociclica com um anel cailoo apropriadamente
funcionalizado e a construcéo linear do heteramcéi partir do substituinte amina do
carbociclicd®.

O acoplamento directo de uma base conpseudoacucar carbociclico pode ser
efectuado por diversos métodfos

1) Substituicdo de um éster alilico ou carbonato isai@dh por Paladio, que ocorre
com retencao da configuragéo.

2) Acoplamento de Mitsunobu com um ciclo-alcanol, tad@mpartido na inversao
de configuracéo do centro quiral.
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3) Substituicdo nucleofilica de um ido halogeneto upg hidroxilo activado (ex.
triflato), ocorrendo também inverséo de configucaca

4) Abertura de anel de um epoxido.

5) Adicdo de Michael a uma olefina activada por unpgratractor electronico (ex.
carbonilo).

O principal problema desta via de acoplamento égin+selectividade no ataque da
base (nas purinas € possivel através dos azeidé; M N, - cf. Figura 3, estrutura$2
e63) e a necessidade de efectuar proteccées de dedelwsigrupos funcionafs

Por sua vez, na construcdo da base heterociclpata de um aminocicloalcano, o
grupo amino passa a ser gdé uma purina ou o;Nle uma pirimidinaRigura 3)*°

NH, O O
NZs X N
N1 NH
o ] s< f )
Ne~ Ng,/)2 )\NHz ° N/g ) ”12*0
62 63 66
purinas pll’lmldlnaS

Figura 3 - Estrutura das bases de ADN: purinas ade@fh@guanind3 e pirimidinas citosin&4, uracilo65 e
timina 66.

Em 2002, Santanet al?* sintetizaram os nucleésidos carbociclicos analdgasurinas
67a67f (Figura 4) e compararam as suas estruturas com o 2’,3’-giddenosinet8
recorrendo a calculos computacionais com o métddd A a ensaios farmacologicos
em diversas linhas celulares, de forma a avaliaacéigsidades antiviral e antitumoral
destes compostos.

R1

NH
HO Ry | Py
N~ N7 NH,

68

67a - n=0, R1=OH, R2=N
67b - n=1, R{=OH, Rp=N

67c¢ -
67d -
67e -
67f -

n=0, R1=NH2, R2=N
n=1, R1=NH2, R2=N
n=0, R1=NH2, R2=CH
n=1, R1=NH2, R2=CH

Figura 4 - Estrutura dos nucleésidos carbocicli6@s67f e do nucledsid68**

A comparacdo das estrutufa$7a-67f com o nucleésid®8 resultante dos célculos
computacionais mostrou que todos os nucledsidosocalicos tém conformacdes
estaveis e semelhante$&a nivel dos parametros de distancias e anguldigagiio
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avaliados. Contudo, nenhum dos compo&6a-67f mostrou actividade antiviral nas
diversas linhas celulares utilizadasPor outro lado, os compostos que contém um
grupo metileno na juncdo da unidade carbociclicdaebase67b, 67d e 67f (n=1)
demonstraram uma actividade antitumoral signifiédnmuito semelhante a &.

Este estudo € indicativo ndo s6 da potencialidagtadclasse de compostos como
também da versatilidade de aplicacdes que se pdutde @om a simples introducao de
um grupo metileno.

Pequenas infecgbes virais podem ser fatais em el@muno-deficientes, pelo que a
procura de nucledsidos carbociclicos mais eficgerte selectivos é de extrema
importancid®. Dentro desta classe, sdo especialmente necessabiolores do virus da

imunodeficiéncia humana (VIH), citomegalovirus (CMVirus do herpes dos tipos |
(HSV-1) e Il (HSV-2), virus varicella-zoster (VZWjrus Epstein-Barr (EBV) e virus

das hepatites B (HBV) e C (HCY)

Normalmente, o virus da hepatite C ndo apresentansas mas, em cerca de 80% dos
pacientes, pode provocar hepatite cronica e, at@mme cirrose hepatica e cancro
hepato-celuldf. Neste contexto, torna-se de extrema importanciexiaténcia de
terapias de tratamento eficientes e selectivasdoseque alguns nucledsidos
carbociclicos demonstraram ser potentes inibiddeeseplicacdo do virus hepatite C,
com niveis de toxicidade aceitaVéis

A SIDA ¢, sem duavida, a doenca viral que mais d@ertem merecido desde a década
de 80. Existem diversas hipéteses acerca da orilgeMIH e da SIDA, sendo a mais
aceite que a origem deste virus tenha sido ema\fEon 1980 o VIH estava presente
em locais distintos no mundo: América do Norte & Buropa, Africa e Austrélia.

O Relatorio das Nag¢des Unidas concretizado em 20M0e Millenium Deviopment
Goals Report- apresenta oito objectivos, sendo o Objectivoovto combate ao
VIH/SIDA, malaria e outras doencgas. Neste relatééo estabelecidos dois objectivos
principais:

1) Até 2015 parar e comecar a reverter a propagacdHiSIDA
2) Alcancar, até 2010, acesso universal ao tratantenidiH /SIDA a todos os
gue necessitam.

O Gréfico 1 representa o numero de pessoas que vive com oovidmero de pessoas
que séo infectadas com o VIH e ainda o niumero déemcausadas pela SIDA, desde
1990 a 2008, no mundo inteiro.
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People newly infected with HIV and deaths due to AIDS (Millions)
People livingwith HIV (Millions)
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Grafico 1 - Gréafico que mostra o nimero de pessoas que vivevibimo nimero de pessoas que séo infectadas com
0 VIH e o nimero de mortes devido & SIDA nos ar@$9120082

As estatistic&$'* indicam que, em 2008, existiam 33,4 milhdes deqees portadoras
do VIH, dos quais 22,4 milhdes residem na Africh-Sariana (67%). N&o héa duvida
gue para evitar a propagacdo da infeccdo é nemesgawstar no conhecimento,
nomeadamente a nivel das vias de transmissao dagadddais de 90% dos 2,1 milhdes
de criancas portadores do VIH foram infectados pomnsmissdo vertical
(Utero/nascimento/amamentacao). Este numero realgacessidade de introducédo de
terapias anti-retrovirais a mulheres gravidas jploras deste virus.

Entre 2003 e 2008 o numero de pessoas que recebanapia anti-retroviral aumentou
dez veze$® (de 400 000 para 4 milhdes) o que correspondeadts 8,8 milhdes de
pessoas que necessitam de tratamento. Nos paises@a®rde desenvolvimento, 9,5
milhdes de pessoas necessitam de terapia antiddsiguais apenas 42 % tem acesso.
Os valores desta estatistica sdo soberanos e genvama necessidade de terapias
anti-retrovirais acessiveis sob 0 ponto de vistenémico.

Os farmacos que interferem com os passos chaveptiaacédo viral podem terminar
com a propagacéo viral, destacandd:se

) Inibidores de fusdo de membrana - inibem a entdwasirus na célula
hospedeira, através do bloqueio da proteina queimadusdao membranar;

1)) Inibidores da transcriptase reversa ndo nuclegsidos

1) Inibidores da transcriptase reversa nucleésidos@as maior relevo para o
trabalho apresentado);

IV)  Inibidores da integrase;

V) Inibidores da protease.
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O tratamentostandard (combinacfes de dose fixa) € composto por doiseasiclos
inibidores da transcriptase reversa e por um nateasido inibidor da transcriptase
reversa ou protease

O principal impedimento para o tratamento destanciweé o custo, sendo que
aproximadamente 65-90% do custo do custo dos f@snanti-retrovirais deriva dos

ingredientes farmacologicamente activos. Atendeadofacto da maior parte dos
portadores serem residentes em paises ndo desdogodvsem poder economico nem
organizacdo do sistema de saude, torna-se de eximaportancia inovar na sintese
destes farmacos de forma a reduzir o custo. Pan@re a combinacéo de dose fixa
“triomune’™”, composta poAZT, 3TC e neviraping da Cipla, representa um custo de

95-140$ (68-100€) por paciente por ano e é aplieatl@aises desenvolvidas

Em 2008, Pinheiret al?* compararam os processos de producéo de diversoadds
antivirais. O nucleésido carbociclico escolhidogpaste estudo faabacavir 59 (cf.
Figura 2) e os autores concluiram que o maior problematsiat para a producéo do
(-)-abacavir reside na producdo das unidades carbociclicagiaAndio se encontram
suficientemente desenvolvidas sinteses enantiotsgle e economicamente viaveis
deste tipo de unidades estruturais. Idealmenteeqmtetn-se processos com maiores
rendimentos, menos passos sintéticos e com cinétizas selectivas, tanto a nivel
régio- como enantio-selectivo.
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2.1.4.Nanofiltracéao

As técnicas de separacdo mais frequentes em quargéaica, como a destilacéo e a
cromatografia, demonstraram ser insuficientes pasmlamento dos produtos obtidos.
Por este motivo, surgiu necessidade de recorrema técnica de isolamento que
permitisse uma melhor separacao entre os prodetenplidos e os laterais.

A nanofiltracdd’ é uma técnica de separacao cujo conceito baske nesiseparacéo de
misturas reaccionais organicas ao nivel molecuda @plicacdo de uma presséo
gradiente sobre a membrankigura 5. A denominacao desta técnica surgiu em 1984,
por Filmteche e, desde entdo, a técnica tem-se ri#rado promissora, Vvisto que se
desenvolveram membranas resistentes a solveni@siarg.

/

__ >
Retentado

& . -rﬁe-n;b-razn-a- - 3

Permeado

Figura 5 - Representagdo esquematica da técnica nanofiltragcao

A eficiéncia da separac&oé determinada essencialmente por duas caractasisia
membrana: a selectividade e o caudal. Existem ghri&metros essenciais na definicao
da eficiéncia de separacdo de uma membrana: ac&jél) R - equacé(l) - e o
molecular weightcut-ofMWCO, o peso molecular de um composto referenco®
fica retido a 90%. Para cada membrana existem swwalistribuicdo de rejeickbem
funcdo do peso molecular, de forma a determinar WQ®. E evidente que os
compostos utilizados sdo compostos de referéncia,epemplo o polietilenoglicol
(PEG) ou o poliestireno (PS), cujos comportamestrfo manifestamente diferentes
dos compostos noutros estudos.
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Cyp—C
R =-+—(1),
Cp
SendoC, a concentracdo do permeadG6,.ea concentracao do retentado na solugéo em
analise.

As caracteristicas das membranasio determinantes para a sua eficiéncia de fitrac

nomeadamente o material constituinte (ex: polimpaisulfona, acetato de celulose)
que determinara as interac¢fes entre os grupofhais da amostra e da membrana,
valores de Pressdo e Temperatura maximos, estal@lidos solventes orgéanicos e o
MWCO.

Esta técnicZ pode ser substancialmente vantajosa enquantmatlier a classica
destilacdo, podendo-se tirar partido da escalaculaslea que se processa e, dependendo
do sistema em analise, pode-se escolher o tamamipord membranar (MWCO) em
funcdo da estratégia a adoptar, i.e., pode-se ¢eocao isolamento da molécula
pretendida no retentado, deixando passar as imgBIr@z vice-versa, consoante esta
seja maior/menor do que as impurezas/produtoslater

Atendendo a maior eficiéncia energética e ao ajtaowento de residuos, esta técnica
preenche os requisitos dgeen chemistryem relacdo a eficiéncia no isolamento de
compostos. As aplicacdes deste método de sepasdgivast#s e o potencial desta
técnica faz-se sentir tanto a nivel laboratoriahaandustrial.
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2.2.Resultados e Discussao

As vias sintéticas descritas para a obtencdo deéades carbociclicas sao variadas,
verificando-se a existéncia de abordagens racémiasantio-selectivas. De entre os
métodos apresentados na introducdo deste trahatifica-se que ainda ndo existe um
método de sintese destas unidades com elevada@nefei A reaccdo de Prins entre o
ciclopentadieno e o formaldeido constitui uma melimgia muito eficiente para a
sintese deste tipo de unidades.

Por outro lado, a aplicacdo de sistemas catalisoogeaccdes quimicas constitui um
dos principios dagreen chemistrye tem demonstrado resultados extraordinarios na
selectividade de determinadas reactbePesta forma, a procura de um sistema
catalitico que torne a reaccao de Prins numa tvemsf;do mais selectiva constitui um
desafio com grande potencialidade.

2.2.1.Identificacdo dos produtos da reaccdo de Prins ergro ciclopentadieno e o
formaldeido

A reaccdo de Prins entre o ciclopentadieno e odtteido descrita por Bajorest al?
foi a reaccdo base deste estudo. Portanto, o panuddjectivo do trabalho foi a
reproducao dos resultados obtidos por este grupbo&id

Numa primeira abordagem repetiu-se a experiéncinanescala 1/10 da descfita
obteve-se uma solugéo preta apds as 60 horasdgioea temperatura ambiente. Apos
work-up obteve-se um oleo laranja como descriEsquema 20

H o}
A SV
H n
O - Lorroe .t O
HCO,H
69

1
Produtos Prins

Esquema 20- Esquema da reacgéo de Prins entre o ciclopentadie para-formaldeido em &cido formico

O isolamento por cromatografia em coluna do 6lestrma-se insuficiente, tendo-se
recolhido 6 fraccdes que foram analisadas‘ddRMN. Duas destas fraccdes (30 mg no
total) indicam a presengca dos produtos Prinse 69, assim como produtos

estruturalmente semelhantes, estando a segundadracn menor grau de pureza. Por
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sua vez, as restantes fraccoes demonstram proéutesse impurezas estruturalmente
semelhantes em minoria e elevada quantidade deriahgp®limérico (proporcdes
diferentes em cada fracc¢éao).

Para além disso, as quantidades isoladas nasg@déisando correspondem a um balanco
de massas plausivel, pelo que se infere que osutedicaram retidos na coluna,
possivelmente alvo de degradacao.

Atendendo a estrutura do produto € possivel quetesha sofrido hidrdlise (contém a
funcionalidade éster) ou outro tipo de decomposfd&avada da olefina) activada pela
Silica. Para além disso, a presenca de materiain@ato em todas as fraccdes
recolhidas dificulta ndo so6 o isolamento das eggémpmo também a andlise por RMN.

Atendendo a que a amostra mais pura ndo se engn&a grau de pureza
suficientemente elevado para uma correcta ideatifio estrutural, a reaccédo foi
repetida em maior escala (1/2 da escala utilizad@accéo de referéndia

A estratégia de isolamento desta segunda reacgdoyppela destilacdo do 6leo laranja
obtido apdéswork-up com a finalidade de separar os produtos Prins dtenmal
polimérico, seguida de cromatografia em coluna.

Na destilagdo com pressao reduzida recolheramasefdaccdes, a primeira recolhida a
110°C (3 g) e a segunda a temperatura de 140°Q)0¢om aparéncia viscosa. Estas
duas fraccbes foram analisadas poiRMN e **C RMN, sendo que a segunda mostrou
a existéncia de picos poliméricos, facto que camjugom a sua elevada viscosidade.
Por sua vez, a primeira fraccdo destilada evidenesstruturas dos produtos Prins,
contudo com elevado grau de impurezas estruturégmseamelhantes e material

polimérico que provoca um alargamento dos picos aoctonsequente diminuicdo de

resolucéo espectral.

A uma amostra desta primeira fraccdo destiladadalizada uma cromatografia em
coluna, tendo-se recolhido 3 frac¢Bes. Por andliseRMN, a primeira fraccao

demonstrou corresponder a uma mistura dos produtns1 e 69, a segunda fraccéo a
esta mistura em grau de pureza inferior e a terdesccdo corresponde a material
polimérico.

Assim, foi possivel observar a formacéo dos pralétansl e 69 tal como descrito e,
sobretudo, ter amostras auténticas para eventealifidacdo estrutural no rastreio de
catalisadores pretendido.
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2.2.2.Screening de diversos catalisadores na reaccao de Prins

Apos identificacdo dos produtos Prins, realizowssescreeningda actividade catalitica
de diversos catalisadores nesta reaccéo. Paraetal;cionaram-se acidos de Lewis
elementares, com ligandos tipicos, assim como ®espécies quimicas disponiveis no
laboratério, tendo em consideracdo a afinidade xagénio (centro que se pretende
activar). Conjugando estes factores, escolheradezasseis catalisadorgsTsOH (B),
ZnCl, (C), FeC} (D), BROEL (E), CaC}2H,0 (F), MgO (G), CuGI2H,O (H), LaCk

(1), Amberlyst(K), Molecular Sieves (L), Cogb6H,O (M), AuCIPPR (N), PdC} (O),
RuCkxH,0 (P), SnGI2H,0 (Q) e AICE (R).

Os ensaios foram realizados em duas sessdes deensa®s cataliticos, incluindo o
branco, utilizando 0,2 equivalentes do catalisgean relacdo ao ciclopentadieno), a
excepcao de AuCIPRI{ 0,02 equivalentes). O caracter exotérmico dacéaa@ cor que
esta adquiriu e o Rle alguns ensaios indicaram reactividades distimgoostas por
esses catalisadores.

Para obter uma andlise quantitativa, as amostrasielmoito ensaios foram analisadas
por cromatografia gasosa (CG), com recurso ao raétledpadréo interno. Para tal,
escolheu-se o dodecano como padréo interno, qifeceerser inerte e com tempo de
retencao distinto dos outros produtogo{ttanz12,35 min). Tendo em consideracédo que
o work-up destas amostras foi realizado de forma qualitagsta analise esta afectada
de um erro superior aos do operador, material gpamentos utilizados.

Os cromatogramas obtidos em cada ensaio encon&raiepsesentados n&sguras
6-23
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Figura 6 - Cromatograma da amostra A - reacgdo sem adi¢adalesador - branco 1
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Figura 7 - Cromatograma da amostra B - reac¢do com 0,2 eqtalesadomp-TsOH
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Figura 8 - Cromatograma da amostra C - reac¢do com 0,2 eqtalsador ZnCJ
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Figura 9 - Cromatograma da amostra D - reac¢do com 0,2 egtdésador FeGl
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Figura 10 - Cromatograma da amostra E - reac¢do com 0,2 eqtalesador BEOEL,
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Figura 11 - Cromatograma da amostra F - reacgdo com 0,2 eqtaléesador CaGRH,0O
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Figura 12 - Cromatograma da amostra G - reac¢éo com 0,2 eqtaéesador MgO
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Figura 13 - Cromatograma da amostra H - reacgdo com 0,2 etdksador CuGi2H,O

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

| >y
o - L} L l L] .T -

0 10 20 30 40 50
t (min)

Figura 14 - Cromatograma da amostra | - reac¢éo com 0,2 ectdksador LaGl
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Figura 15 - Cromatograma da amostra J - reac¢do sem catalisBdanco 2
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Figura 16 - Cromatograma da amostra K - reac¢éo com 0,2 eqtdisadorAmberlyst
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Figura 17 - Cromatograma da amostra L - reac¢do com 0,2 ecatdksador Molecular Sieves
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Figura 18 - Cromatograma da amostra M - reac¢do com 0,2 eqtdksador CoGI6H,O
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Figura 19 - Cromatograma da amostra N - reac¢do com 0,02 exataésador AuCIPPh
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Figura 20 - Cromatograma da amostra O - reac¢éo com 0,2 e@qtaésador PdGl
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Figura 21 - Cromatograma da amostra P - reac¢do com 0,2 eqtalesador RuGixH,O
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Figura 22 - Cromatograma da amostra Q - reac¢do com 0,2 egtalesador SnGRH,O

50000 -
40000 -
30000 -
20000 -
10000 -

0+ - - T L mttdy

0 10 20 30 40 50

t (min)

Figura 23 - Cromatograma da amostra R - reacgdo com 0,2 eqtalsador AlC}

Para a analise dos cromatogramas consideraram-8€ésopicos correspondentes aos
produtos Prins1( e 69 previamente identificados e um terceiro produtmaritario)
assim como quatro picos considerados novos prodotosalgum relevo. Os trés picos
identificados como ‘produtos Prins’ (PP) correspandaos tempos de retencao 28,0,
29,5 e 29,9 minutos, denominados Rl PP2 e PP3 respectivamente. A analise
destes picos foi realizada com amostra auténticaistaira dos produtos Prins obtida na
reproducdo da reaccao base deste estudo. Por guas/eguatro picos adicionais
correspondentes aos ‘novos produtos Prins’ (NPB)fgtam contemplados na analise
sédo identificados pelos tempos de retencdo de BR%, 40,2 e 44,6 minutos,
denominados d8PP1, NPP2 NPP3eNPP4respectivamente.

A recta de calibragdo obtida qu*ﬂ=o,3447r’:”” —0,2572 (coeficiente de
dod dod

correlacdo 0,985), na qualb, e mpp representam a area e a massa dos picos dos
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produtos Prins, respectivamentd g, em,,4 representam a area e a massa do pico do
dodecano gnexo 5.1.1

O Esquema 21representa gcreeningde catalisadores da reaccdo de Prins. A analise
quantitativa dos picos seleccionados efectuadantracse sumariada fabela 1 Esta
analise pressupfe quewbprk-up das amostras foi igual e que os diversos produtos
seleccionados tém respostas idénticas no deteetathdma do CG e, portanto, o
tratamento quantitativo realizado foi idéntico mpwedutos Prins e nos novos produtos
Prins.
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a)

b)

H
(o) HCO,H
O —

0,2 eq. catalisador

Esquema 21 Esquema reaccional doreeningde catalisadores da reacgdo de Prins

Tabela 1 -Percentagem dos diversos produtos obtidos em eatiaA-R?

0, 0, 0,
Entrada Catalisador % NPP1 9% NPP2 % NPP3 % NPP4 % E;Pl % ';PZ % E;P3

tr (min) 11,9 39,5 40,2 44,6 28,0 29,5 29,9
A Branco 17 0,0 0,0 0,00 0,0 12,4 2,6 455
B p-TsOH 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C ZnCh, 1,4 0,9 0,0 2,9 9,4 2,0 35,2
D FeCk 0,0 0,0 0,0 4,9 0,0 0,0 0,0
E BR,OE, 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
F CaCh2H,0 2,2 2.4 0,0 3,3 7.9 1,6 29,9
G MgO 6,8 0,0 2,3 0,0 10,2 2,0 37,6
H CuChL2H,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
I LaCl ;7H,0 0,0 6,5 0,0 11,9 0,0 0,0 3,2
J Branco ¥ 0,0 0,0 0,0 0,0 9,6 1,9 36,8
K Amberlyst 0,0 0,0 0,0 16,8 7,0 1,9 29,2
L Molecular Sieves 3,5 0,0 1,4 0,0 10,0 2,0 39,1
M CoClL6H,0 1,7 2,7 0,0 2,7 6,3 1,3 24,7
N AuCIPPh 1,6 0,7 0,5 1,2 9,4 1,8 36,5
) PdC} 2,0 0,0 0,0 0,0 6,8 1,4 23,7
p RuCkxH,0 0,0 1,7 0,0 5,1 0,0 0,0 0,4
Q SnCh2H,0 1,7 2,6 0,0 5,7 4,9 1,0 18,7
R AlCl, 0,0 1,9 0,0 8,2 0,0 0,0 0,0

Ensaios A-I: ciclopentadieno (264uL), HCHO (0,48HEOH (2 mL), 0,2 eq. de catalisador, 60 h, -10°Gvtba

Ensaios J-R: ciclopentadieno (132pL), HCHO (0,244§)O:H (1 mL), 0,2 eq. de catalisador, excepto entrad@,b2 eq.), 60 h, -00010°C-t. amb.

O ensaio Branco 1 corresponde ao conjunto de enAali@ o ensaio Branco 2 corresponde ao conjuatendaios J-R
Os produtos Prins PP1, PP2 e PP3 foram identificpdo comparacdo com amostra auténtica isoladdsfarendos produtos
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A Tabela 1evidencia a selectividade com que cada centrolicwiafluencia a cinética
desta reaccéo.

Os acidog-TsOH, BROEL e CuCy2H,0 - entradas B, E e H dabela 1- inibiram o
decorrer da reaccdo, ndo se tendo detectado ad@onte nenhum tipo de produto.
Desta classe, o acidp-TsOH merece especial atencdo tendo em conta que
Saville-Stonet al. descreveramuma modificacdo da reaccdo de Prins em condicées
mais amenas (utilizando 0,4 mM pdsOH em AcOH), na qual obtiveram os produtos
Prins1 e 67 numa propor¢ao relativa que se verificou ser sehsi concentracdo do
acidop-TsOH. Este resultado d& enfase as diferentescuigsicas com que a reacgao
de Prins ocorre, consoante o tipo e a concentraigfcidcido de Bronsted que
influenciardo, ndo sé os produtos obtidos, comaagpsoporgao.

Por sua vez, os acidos Fe@ AICl; - entradas D e R daabela 1 - inibiram
completamente a formacao dos produtos Prins ederam um novo tipo de produtos,
embora em baixa proporcdo (5% e 10% respectivanefiecatalisador Fegl
promoveu exclusivamente a formacéo do novo probiitB4 (tr=44,6 min) em 5% e a
catalise via AICJ forneceu 0 mesmo produto em 8% e o produto NAR3J5 min)
em 2%. No prosseguimento deste trabalho surgirantémesias que apontam para a
correspondéncia entre os produse 71a ou 71b - Figura 24 - com 0s compostos
com tempos de retencao de 39,5 (NPP2) e 44,6 nsijhteP4).

Ox 0 o

~N O/\
9 o 9 J 9 7
\
Ly =0 Ly Ly
70 71a 71b

Figura 24 - Estruturas dos novos produtos identificados pastegnte70e 71aou 71b

Os catalisadores Zn£ICaCh2H,0O, MgO, Amberlyst Molecular Sieves, CogbH,0 e
SnCbh2H,0 - entradas C, F, G, K, L, M e Q @abela 1- conduziram a formacgéo dos
produtos Prins e dos produtos secundarios sem i&#oveou selectividade que
justificasse o seguimento do seu estudo. De esteeatasse, a catalise mediada pelo
Amberlyst proporcionou a formacdo dos PP e dos NPP em aepadcentagem,
contudo esta reaccdo apresenta baixa selectivataddendo a formacao substancial de
diversas espécies.

As reacc0Oes catalisadas pelas espécies Augk’PHC) - entradas N e O dBabela 1

- demonstraram uma forte selectividade na formai@® produtos Prins - 47,7% e
31,9% (respectivamente) - em relacdo aos prodemmsdarios, contudo originaram 0s
produtos Prins numa proporcéo inferior a reagtandard(branco 2, 48,3 %).

Por fim, a catalise mediada pelas espécies 4. adRuC{xH,O - entradas | e P da
Tabela 1- conduziu a formacéo maioritaria dos novos prosiiNPP2 e NPP4 (tr=39,5

32



e tr=44,6 minutos). Deste grupo,LaCl; parece ser o catalisador cuja reaccédo deu
maior rendimento e, portanto, foi objecto de estudts detalhado.

2.2.3. Isolamento e identificagdo dos novos produtos Prgnobtidos na reaccéo de
Prins catalisada por LaCk

No estudo da reaccdo de Prins catalisada porsLe€zllizou-se o procedimento como
anteriormente, contudo utilizando 0,07 equivalenieste acido de Lewis. Nwork-up
verificou-se uma maior dificuldade na extraccédo dogos produtos Prins, tendo sido
necessario recorrer a solventes organicos maigesofzara a obtencdo de um 6leo
laranja. A maior dificuldade de extrac¢do pode deeca maior polaridade dos novos
produtos Prins (face aos BRndard ou a coordenagéo destes produtos ao centro de La
do catalisador.

Numa primeira abordagem, o produto foi submetigardficacao por cromatografia em
coluna seguida de cromatografia em placa preparatbtendo-se duas frac¢des - uma
com uma mistura de dois compostos e outra com umpasto cuja identificacéo
estrutural indicou a estrutui@. O facto de ainda existir algum material polimére
pequenas impurezas fez com que nao fosse possiaealdentificacdo do segundo novo
produto Prins. Numa tentativa de obter uma confg@oaestrutural, a amostra mais pura
foi submetida a analise de espectroscopia de missig-se obtido um ido molecular
com massa molar correspondente a molétdiassociado ao Nala matriz (m/z =251),
contudo a existéncia de elevada quantidade de eaima amostra provocou uma linha
de base espectral com muito ruido, dificultandmaise espectral; verifica-se ainda a
existéncia de outros ides moleculares, contudo feéiopossivel estabelecer uma
associacao que permitisse a pretendida confirmestaagtural.

Numa segunda abordagem, uma amostra do Oleo ofuiddestilada com pressao
reduzida e aquecimento banho até 160°C, tendo sg@oas possivel recolher um
residuo de amostra que condensou na zona do tetroorDesta forma, a destilacao
com presséo reduzida demonstrou ndo ser uma témisalamento satisfatéria para os
produtos obtidos na reacc¢édo de Prins catalisadelja€lk.

Assim sendo, apostou-se na derivatizacdo dos medittidos. Para tal, procedeu-se a
hidrolise da mistura reaccional com MeONzsgquema 22
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H

O 0 OH
! o ) HCO,H o\ MeONa
®) MeOH OH
@ - Yo7 =0 - Ho”
0,07 eq. LaCl,
70 72

Esquema 22 Esquema reaccional de hidrélise do novo produteraes70

O triol 72 reagiu com o cloreto de 4-nitro-benzoilesquema 23- para dar a espécie
73, que foi purificada por placa cromatografica, coiat a andlise potH RMN e *C
RMN demonstrou degradacéo do prodiBpdado que néo existiam sinais olefinicos.

NO, O,N
O,N o
_OH 0
% NO
p OH o0~ >ClI . o 77/@ 2
HO o7 0
72 73 0

Esquema 23 Esquema reaccional de derivatizagao do #l

A reaccdo de Prins catalisada pelo Lafoi repetida e procedeu-se a hidrolise do
triéster70 com NaOH, obtendo-se o tri@gR, que posteriormente reagiu com o cloreto
de acetilo para originar o produfd - Esquema 24 cuja analise por CCF mostrou a
formacgao de produto de forma pouco limpa, pelo g@@ se prosseguiu com 0 seu
isolamento.

0.0 _-OH )CJ)\ O
0 0
o ') NaOH OH Cl Y, ')
o ﬁ =0 oon T HO o o, r
N(Et); CH,Cl,
70 72 74

Esquema 24 Esquema reaccional de derivatizagdo do novo praikiferins’0

Uma amostra da repeticdo da reaccao de Prinsszatalpelo LaGlfoi desprotegida via
amindlise do trieste70 com NH;,, obtendo-se o triof2. A amostra deste triol foi
dividida em duas frac¢cdes, de forma a obter daslyios de derivatizacéo distintos -
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Esquema 25 74 por acetilacdo com o anidrido acétic@=epor reac¢cdo com o cloreto
de fenilacetilo.

0]

\’&

O O O
)J\O)J\ . )O\\O/NA@O o
N(Et)s, THF \f

74

Esquema 25 Esquema reaccional da amindlise do produto Riresderivado§4 e 75

A purificacdo por cromatografia em coluna do prodi# demonstrou uma mistura de
compostos estruturalmente semelhantes cuja ide#o foi dificil de concretizar.

Por sua vez, na purificacdo por placa cromatografic derivado/5 isolaram-se 4
fracgBes, tendo sido possivel identificar a exiggédo ataque do MeOH (residuos da
amindlise) ao cloreto de acido e uma fraccdo caraspcaracteristicos do produto mas
cujo isolamento posterior por uma segunda placamatagrafica demonstrou
degradacdo do produto, visto que os espectrosHIeRMN e *C RMN nao
apresentavam protdes olefinicos.

As técnicas de isolamento mais frequentes em qaimiganica - destilacdo e
cromatografia - demonstraram ser ineficientes pasmlamento dos derivad@s, 74 e
75.

2.2.4. Tentativa de optimizacao adicional da reaccao derifs catalisada por LaCk

Procedeu-se ao estudo da fonte de acido prétistano-se o efeito do acido acético
em substituicdo do acido formico. Para além digslizou-se formaldeido aquoso 37%
como fonte de formaldeido. Procedeu-se ainda aal@sia reaccdo na auséncia de
acido de Bronsted com formaldeido aquoso 37% (frpera verificar se a reaccao
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ocorria em agua, apenas via catalise mediada pelo de Lewis. Estes testeFabela
2 - demonstraram resultados negativos, contudo felasidativos para a compreensao
mecanistica da reacc¢ao.

Tabela 2 -Screeningle fonte acida e de formaldeido na reacgéo de Paialisada por Lagl

Entrada  Acido de Bronsted Formaldeido Observacdes
1 Acido formico Formaldeido aquoso 37% Solucéotachsda
2 Acido acético Formaldeido aquoso 37% Solucdoerem
3 Acido acético Para-formaldeido Solucéo castashbare
4 - Formaldeido aquoso 37% Solucgéo Incolor

A analise por cromatografia em camada fina (CCK) @ac¢ded-3 demonstrou a
formacdo de produtos Prins, ao contrario da read¢c@oja andlise por CCF nao
demonstrou a formacao de qualquer tipo de prod\jds work-up verificou-se que a
reaccdo3 apresentava um rendimento substancialmente infeed que apenas as
reaccded e 2 foram isoladas por cromatografia em placa. A aegtiorr'H RMN e **C
RMN indica elevada contaminacdo de polimero queatodificil as respectivas
identificacbes estruturais. Desta forma, as comdigéaccionai& e 2 ndo demonstram
ser uma mais-valia para a selectividade da reaceéfo facilidade de isolamento dos
novos produtos Prins.

2.2.5. Isolamento dos novos produtos Prins com recurso denofiltracéo.

Atendendo ao insucesso no isolamento dos compddo034 e 75, utilizou-se a
nanofiltracdo como técnica de recurso para a pagéo dos novos produtos Prins.

O acetato de etilo foi o solvente escolhido pata é&cnica atendendo a que este
preenche os requisitos necessarios de solubilizzgsicompostos e estabilidade face as
membranas utilizadas.

As principais impurezas que dificultam o isolametts produtos da reaccao de Prins
sdo os polimeros das varias espécies presentepetitadieno e formaldeido - que
podem polimerizar de formas distintas entre monodmedas varias espécies
(diciclopentadieno, polimero resultante da ciclgad [2+2] de mondmeros

ciclopentadieno; para-formaldeido ou trioxano) amda formar polimeros mistos.

Assim sendo, consoante a cinética das diversag@esae polimerizacdo, existirdo
polimeros de natureza distinta e de tamanho deacadeado, consoante a razdo das
constantes cinéticas de iniciacdo e de propag@¥@sia forma, torna-se evidente que
algumas espécies poliméricas formadas terdo coamperitos de adsorcao/desorcéo
com a Silica semelhantes aos dos produtos Prinstépslarde os novos), o que

justifica a ineficiéncia da cromatografia enquatdéonica de isolamento. Por seu turno,

36



a nanofiltracdo baseia-se na diferenca de pesocolatedos compostos a separar.
Atendendo a probabilidade de existirem oligdmema massa molar e comportamento
similar aos dos produtos Prins, a escolha do tamdahmembrana a adoptar n&o foi
imediata. Para além disso, a composicdo da membyamase de extrema importancia
na definicdo do comportamento do poro membranar.

O produto70 (C10H1206) apresenta uma massa molar de 228,20 g/mol, pedosq
escolheram 3 membranas de diferentes MWCO paraesta preliminar: 300, 220 e
200 Dalton.

O procedimento foi anadlogo nos trés ensaios e tatEmonstraram um maior
enriquecimento dos produtos Prins no permeado, endb@nélise d&H RMN e *°C
RMN continuasse a indicar a presenca de polimeztp gue se tornou evidente a
necessidade de recorrer a cromatografia como gdeipurificacdo complementar.

Assim sendo, foram realizadas quatro placas craafioas: 1)crude da reacgéo de

Prins, 2) permeado apés nanofiltracdo com a merab8®@® Da, 3) permeado apos
nanofiltracdo com a membrana 220 Da e 4) permegids aanofiltracdo com a

membrana 200 Da.

Ap6s isolamento procedeu-se a andlise comparatetasl quatro amostras poH
RMN e *C RMN, que sugere um maior grau de pureza das emsogtie sofreram
nanofiltracdo em relacdo acrude da reaccdo. De entre estas, a purificagdo via
membrana 300 Da pareceu ser a amostra em maiodgnaureza, ndo sé em relacdo as
outras amostras que sofreram nanofiltracdo, combéen accrude

Desta forma, utilizou-se a abordagem nanofiltrag@m membrana 300 Da seguida de
placa cromatografica como forma de purificacdoramas produtos Prins.

No seguimento desta nova abordagem, realizou-sesassfo de nanofiltragdo com
perfil de scale-up numa célula de maior volume e fizeram-se sucassigcolhas de
permeados que, ap6s analise¢tldeRMN e**C RMN foram alvo de seleccdo em funcéo
do seu grau de pureza.

A amostra correspondente aos 5 permeados seledomn@esta etapa foi alvo de
cromatografia em 23 placas cromatogréficas, teedabido os produtos em maior grau
de pureza com rendimenfate nanofiltracdo de 88,7% e de cromatografia ¢e%a0A
anélise porH RMN e**C RMN (Figura 25) demonstra a existéncia dos dois produtos
estruturalmente semelhantes, com integracdes samil@ontudo a sua identificacédo
completa ainda nao foi possivel.

2 Os valores apresentados ndo correspondem a rerdsniace ao reagente limitante da reaccéo, mas
sim rendimentos massicos das operacfes de isolamigitadas.
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Figura 25 - EspectrdC RMN dos produtos Prins obtido ap6s nanofiltracémenatografia

Uma fraccdo desta amostra obtida foi submetida a nova placa cromatografica,
obtendo-se uma amostra rica nos 2 produtos em gé@palistinta, cerca de 77:23 dos
produtos70:71aou 71b (n=65%). Esta andlise € apenas possivel fazer ppéries de

3¢ RMN (Figura 26), sendo que o espectlid RMN ainda ndo permite uma correcta
atribuicdo de sinais. O DEPT 13%igura 27 - confirma a existéncia do compostba

ou 71b através da identificacdo do €k aos 2 atomos de oxigénio destas estruturas.
As correlagdes de COSY (homonuclear de protdo) eQBMleveriam ser (teis no
esclarecimento dos isdmer@4a ou 71b, contudo estas analises nédo se verificaram
elucidativas.
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Figura 26 - Espectra*C RMN dos produtos Prins obtido apés nanofiltracéloas sessées de cromatografia
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2.2.6. Consideracdes Mecanisticas

O mecanismo reaccional da reaccao de Prins entrelapentadieno e o formaldeido
em acido férmico encontra-se representado Figura 28. Em meio acido, o
ciclopentadieno reage com o formaldeido activd@qido oxénio) gerando o catido
intermediario 77, espécie estabilizada por ressonancia que sepon®&svel pela
variedade de produtos formados. Esta espécie padgr com a agua, originando os
produtos78 e 79 ou entdo a agua pode actuar como base e elimimarotdo, dando
origem as espécie®0 e 81. Em condicdes de elevada concentracdo de forndaldei
intermediario77 pode reagir com o formaldeido, seguido de umacéee®-endo-trig
(favoravel de acordo com as regras de Balffyirproduzindo o dioxan®2. Os
produtos/8-80 encontram-se na forma de formatos pois o aciduif@r encontra-se em
estequiometria elevada, sendo utilizado como stdyelevando a formacdo destes
produtos.

+_H
9
H 4 |HO HO
O “O—C
—_— T
¥ 77

H20, HCHO, HCOxH

o) o)
/ o

0 \ o)
0 ~_ 0O
0="© + O\@) + \\@ + + ©
78 79 80 81

Figura 28 - Esquema mecanistico da reaccao de Prins entréopantadieno e o para-formaldeido em &cido férmico

82

Atendendo a presenca do polimero de para-formaldeid meio fortemente acido, o
tratamento experimental efectuado para produzspgae monomeérica estara sempre
em equilibrio com a formacéo de oligdmeros conreifees tamanhos de cad8i& que
constituem produtos secundéarios da reaccdo. Pém disso, o formaldeido pode
formar um oligbmero ciclico com trés mondmeros famao o trioxan®4 - Figura 29.
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Figura 29 - Esquema reaccional de formacgédo de oligomeros defpanaldeido

O ciclopentadieno pode reagir com outra moléculaseseaccao Diels-Alder, originar o
produto85 - Figura 30. Por outro lado, atendendo a natureza das orlbrtmseira do
ciclopentadieno, esta espécie pode ser alvo dessuas ciclo-adicdes [2+2],
conduzindo a formacdo do polime8&® - Figura 30. A formacdo desta espécie é
promovida pela Iluz, e nao termicamente, ocorrendma u interac¢cao
suprafacial-suprafacial entre a orbital HOMO* de wmondémero com a LUMO de

outro.
() — D

85
hv
() —— m
n
86

Figura 30 - Esquema reaccional de formacéo de produtos dédos de ciclopentadieno

O papel do acido de Lewis em reaccOes que utiligara-formaldeido devera ser, ndo
S0 de catalisador na reaccdo de Prins, como tammzérformacdo do formaldeido
monomérico. NaFigura 31 encontra-se esquematizada uma proposta de mecanism
para a formacao do novo produto Prife 71a ou 71b, a partir do carbocatiasy.
Neste mecanismo, propde-se que o prodiloderive de duas adigcdes de Prins
consecutivas, seguida de hidrélise e eliminacésegpindo grupo formato introduzido.

O intermediario que explica a formacdo dos 2 prasldlistintos € a espécé®d, cuja
adicdo de uma unidade de formaldeido, seguidaiaknatdo de agua e incorporacao
do grupo formato no grupo hidroxilo livre originawin dos isémero§la ou 71b.
Assim sendo, o intermediariB0 ser4 a espécie responséavel pela formacdo dos 2
produtos desta reaccéo de Prins catalisada pog.LaCl
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Figura 31 - Proposta mecanistica para a formacao dos noedsijms Pring0, 71ae71b

42



2.3.Conclusodes

A reaccdo de Prinsconstitui uma metodologia vantajosa da condensde&ddeidos a
olefinas. O sistema olefinico e o aldeido utilizadg@ste trabalho - ciclopentadieno e
para-formaldeido - sdo reagentes de custo redezildofacil acesso.

A reaccao de Prins entre o ciclopentadieno e o-fipan@aldeido apresenta uma cinética
fortemente influenciada por diversos factores. &lesibalho testou-se, pela primeira
vez, a influéncia da presenca de diversos catalisacho decurso da reaccdo, de onde
se seleccionou €aClz como acido de Lewis que proporciona a formacamales
produtos Prins. O facto de esta reaccdo ndo ocorrer na auséeciandacido de
Bronsted pode indicar um mecanismo cooperativoeentacido formico e o Lagl
Mecanisticamente € necesséria ndo so a activacparddormaldeido para a formacao
de mondémeros desta espécie, como também a actidacfmrmaldeido gerado com
vista a formagdo do ido oxoénio. As condi¢bes remais como o tipo de acido -
Bronstedvs Lewis - e a fonte do formaldeido demonstraram d&erminantes no
desenvolvimento desta reaccao.

O nucleo deste trabalho foi a identificacdo doslptas obtidos pela reaccdo de Prins
entre o ciclopentadieno e o para-formaldeido erdoafdrmico catalisada pelo Lagl
Os métodos tradicionais de destilacdo e cromatiegcedmonstraram-se insuficientes
para obter uma correcta identificacdo estruturalmBl segunda abordagem, a
derivatizacao dos produtos também se mostrou gisaofe para o isolamento dos novos
produtos Prins. Desta forma, as técnicas tradi@araisolamento em quimica organica
mostraram ser, quando utilizadas sozinhas, insufies para a purificagdo dos novos
produtos Prins. Contudo, a combinacdo da nanafdtraseguida de cromatografia
permitiu obter os compostos em grau de purezaaati®. A nanofiltracdo, por si so,
nao constitui uma via de isolamento dos produta@s permite um enriquecimento da
amostra nos produtos, sem o qual a purificacdo séi@ possivel. Embora nao
auto-suficiente, esta técnica moderna aparece comiecurso eficiente, ndo so a nivel
de pureza como também de rendimentos e de recuespgeridos, sendo uma
metodologia dentro dos parametros ambientais eosgadtualmente.

Assim sendo, aruderesultante desta reaccéo de Prins catalisadd_p€ll foi alvo de
nanofiltracdo seguido de cromatografia em placa. dés produtos desta reaccdo de
Prins modificad&0 foi identificado por'H RMN, **C RMN e MS. Quanto ao segundo
produto, existem duas estruturas plausiveis, nddotsido possivel a sua elucidacéo
estrutural face aos isomerpsae 71b.

Neste trabalho foi postulado um mecanismo de foéimagestes produtos Prins,
tendo-se proposto a espé&é como o intermediario responsavel pela formagdo dos
dois produtos Prins. Este intermediario pode sgjimado de duas adicBes de Prins
consecutivas, seguida de hidrolise e eliminacé&segondo grupo formato introduzido.
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De futuro serd necessario obter uma confirmacacesi@sturas propostas, que podera
ser feita através da separagdo dos novos prodtitesgdr HPLC preparativo seguido,
de anélise poiH RMN *C RMN e HPLC-MS de cada produto.

Relativamente a reaccdo existem aspectos que mereser optimizados,
nomeadamente a optimizacdo do processowdek-up visto que é um processo
limitante no rendimento da reaccdo atendendo adcéion de umaludge preta que

dificulta a extrac¢do do produto para a fase oagani

O outro grande passo limitante desta reac¢cdo énamdo de material polimérico. As
diferentes espécies em reaccdo podem produzimoéigis de diferentes tamanhos que
se tornam indissociaveis dos produtos obtidos. &mmguexistir formaldeido em meio
fortemente acido ndo sera possivel obter uma esgéciormaldeido activada sem ter,
simultaneamente, oligdmeros de formaldeido. Assends, torna-se de extrema
importancia a optimizacdo do processo de activadao para-formaldeido em
monomero, por exemplo com recurso a activagcdo poroondas. Alternativamente
pode-se apostar na utilizacao de formaldeido gasmso fonte deste aldeido.

Os produtos obtidos na reaccdo de Prins catalipatta LaC} apresentam centros
quirais, pelo que a aposta na catalise assimaitiizando um catalisador de La com
ligandos quirais ser4 de extrema utilidade para bdengdo de uma sintese
enantioselectiva.

Estas unidades carbociclicas sdo bastante Uteis pobto de vista sintético atendendo
a possibilidade de serem acopladas com bases de, ABbMtituindo nucledsidos
carbociclicos - moléculas com potencial actividaéogica.
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3. Capitulo 1l - Desenvolvimento de Novos Complexos dBRh(ll) com potencial
actividade anticancerigena
3.1.Introducgéo

3.1.1.0Dbjectivos

O grande objectivo deste trabalho foi o de efeamarestudo de rastreio de preparacéo
de diversos complexos de Rh(ll) com diferentes a#atitlos pela troca de ligandos do
complexo RBOAcC), em agua, que serdo utilizados posteriormente dndas de
actividade anti-cancerigena em diversas linhasareku

3.1.2.Complexos de di-rodio(ll)

O rodio € dos metais de transicdo mais utilizadocatélise e, dentro desta classe, € 0
de maior valor econémico. A sua emergente utiliaagécorre da eficiéncia das suas
aplicacdes quimicas, ndo s6 em catalise como tanabgivel de actividade biologica,
cujos resultados superam a desvantagem econdémigalagdo aos outros metais de
transicao.

O reconhecimento de uma ligacdo multipla na esd&=gClg], por F. A. Cotton em
1960 constituiu um marco no desenvolvimento da gairmorganica dos metais de
transicaé®. Esta descoberta abriu as portas & quimica dgbkgamultiplas entre centros
metélicos.

A existéncia de ligacdes entre dois centros melaonstitui uma seccdo da quimica
de metais de transicdo que merece especial aféngéorrendo em elementos do grupo
V (compostos de di-vanadio, di-niobio e di-tantaldp grupo VI (compostos de
di-cromio, di-molibdénio e di-tungsténio e tambémmeros de mobibdénio-tungsténio),
do grupo VII (compostos de di-tecnécio e de diggnilo grupo VIII (compostos de
di-ferro, di-ruténio e de di-6smio), do grupo IXofapostos de di-cobalto, di-iridio e de
di-rédio), assim como em compostos do grupo X (di-niqugbathdio e di-platina). O
presente trabalho centra-se no estudo de espétiésahs de rodio(ll).

Os complexos bimetalicos de di-rodio(ll) possuemautigacdo simples Rh-Rh
caracteristica, quatro ligandos equatoriais emeperdois ligandos axiais. A geometria
adoptada pela esfera de coordenacéo de cada datrédio é octaédrica, que confere a
estrutura tipo lanterna caracteristica desta cldess®mpostds.

De entre estes complexos, os com ligandos equatodarboxilicos do tipo
Rhy(O,CR)L, - Figura 32 - compreendem a maior classe de compostediRtevido

45



a variedade de grupos R e também de ligandos Lpgdem coordenar as posicoes
axiais®,

Figura 32 -Estrutura tipo de complexos de di-rodio com qubgandos carboxilicos RCnhas posi¢des equatoriais
e com dois ligandos L nas posicfes axiais

Normalmente, as duas posi¢cdes axiais sdo ocupadiadigandos labeis, como
moléculas de solvente ou grupos funcionais coortesados ligandos em posicao
equatorial. Quando comparadas com as ligacdes ete,pas ligacbes axiais sGo mais
fracas dado o caréacter labil dos ligandos, que fa@dmente substituidos pelos
substratos ou por outras moléculas de solventendquae reaccbes de catalise.
Contudo, se os ligandos das posi¢Oes axiais sademamrem fortemente ao centro
metdlico, dificilmente permitirdo a coordenacdo dabstratos de catdlise, inibindo o
decurso das reacc¢fes de catalise. Geralmenteaa®es de coordenacdo de ligandos
em posicao axial sdo simples, através da mistuaiplexo com o ligando pretendido
em solucao, podendo requerer, ou ndo, aqueciffento

A estabilidade térmica destes compostos dependestatura quimica, sendo que a
maioria se decompde a temperaturas superiores %€ 2060m contaminacao de rédio
metalicd®.

Os complexos tetra-carboxilicos de di-rodio(ll) ,spor norma, estaveis ao ar e tém
elevada facilidade em formar aductos com ligandosddres electrénicos que
coordenem as posicdes axiais

A energia da LUMO @*) de compostos do tipo RIO.CR)L, é fortemente
determinada pela energia de ligacdo dos ligando®,RRiais, pelo que € possivel
estabelecer uma correlacdo entre a cor destes exospé os atomos doadores destes
ligandos: ligandos doadores pel originam complexos azuis ou verdes, ligandos
doadores pel®N originam complexos vermelhos ou violeta e ligandoadores pel&

ou P originam complexos de cbordeauxou laranjé®.
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3.1.3.Métodos de sintese dos complexos de di-rédio(ll)

De uma forma geral, os compostos de di-rédio sassiflcados de acordo com os
ligandos que coordenam as posicdes equatOriaieralmente estes ligandos s&o
mononegativos, com possibilidade geométrica de sbradem para efectuar a
coordenacdo em ponte. Figura 33 esquematiza as familias de ligandos equatoriais
mais comuns, nomeadamente anides trinucl€drdcom distancias X-Z semelhantes a
distancia Rh-Rh, ligandos carboxilico81.2 e tiocarboxilicos 91.3 ligandos
coordenantes pelos atomads, @) 91.4 (6-X-oxopiridinatos),91.5 (carboxamidatos) e
91.6 ligandos coordenantesN,N) 91.7 (amidinatos), 91.8 (triazenidas), 91.9
(pirazolatos) 91.10 @nilopiridinato$ e também ligandos coordenantes pelos atomos
(SN), (SO) e 9, grupos fosfina, assim como ligandos dianiéni@apora menos
frequente¥. De uma forma geral, as reaccdes de permuta deday sdo efectuadas
com ligandos bidentados.

ll? R R N R

A\ A L)L A LD
X Z (@) 0] S 0] X N~ O R’'N (0] (@)
91.1 91.2 91.3 914 91.5 91.6

R H
A Lot OO

\‘N/Ar
91.7 91.8 91.9 91.10

Figura 33 - Exemplos de ligandos equatoriais tipicos de conuslebe di-rodio(115

Tipicamente, os complexos de di-rodio(ll) com ligas carboxilicos podem ser obtidos
através da reducdo de compostos de Rh(Ill) em i&lcgonbora o mecanismo da
reaccdo nao seja conhecido, prevé-se que o solfalteol) actue como agente
redutof®,

Os compostos do tipo RO.CRuL,, n=1,2 foram primeiramente sintetizados atraves
do refluxo de sais de [Rh§T numa solucéo aquosa de &cido férmico, obtendo-se o
produto Rh(O,CH)4(H.0), de cor verde-escuro.

Outro método preparativo desta classe de compob&seia-se no refluxo de
Rh(OHRH,O com o respectivo acido carbociclico. Contudo es&todo origina a
formacdo de quantidades consideraveis de rédio linogetéoriginando o complexo
pretendido em baixos rendimentos.
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Em 1965, Stephensaat al. sintetizaram diversos complexos de di-rodio cayaridos
carboxilicos utilizando esta metodold§ia Posteriormente fizeram reagir esses
complexos com ligandos doadores electronicos, ndameente piridina (Py),
trifenilfosfina (P(Ph)) e piperidina (Pip), que substituiram as duasémgdbs de agua
nas posic¢des axiais do dimefasquema 26

A X
EtOH, refluxo O/\O L2’ MeOH O/\O
. ’ 1/ 1/ [ |
Rh(OH);H0 - + R)kOH ——  L—RARH-L' T T L2-RARA-L?
ava ares
R= H, Me, CF, Et L'= H,0 L= Py, P(Phg), Pip

Esquema 26- Sintese de complexos do tipo,RBCR),L»

O método sintéticd mais eficiente para a sintese do complexg(@#c), - Esquema
27 - envolve o refluxo de Rhg3H,O numa mistura de acetato de sodio, acido acético e
etanol, sob atmosfera de.N

CHyCOH clb;\q p
EtOH, refluxo, No /th;th

RhC|33H20 + CH3COzNa

Esquema 27- Sintese do complexo RKDAC),

Apoés cerca de uma hora de refluxo verifica-se aanga da solucdo do vermelho
caracteristico do Rh(lll) para verde escuro, ocwloe a precipitacdo do produto
Rhy(OAc), como um solido verd® Este complexo é o percursor mais frequente para a
maioria das estratégias que envolvem a troca dadis equatoriais. O prolongamento
do refluxo provoca a decomposicao a rédio metafitas com condi¢cdes experimentais
optimizadas pode-se obter a maioria destes congosto rendimentos apreciaveis 80-
95%.

Por sua vez, os compostos de Rh(ll) com ligandascaeoxilicod® - Rh(O.CRLn,
R=CF;, CCk, CHChL - e com ligandos aciltiourefdsséo preparados de forma
semelhante, contudo em menores rendimentos.

Em 1986, o grupo de CottShprocedeu a sintese de dois complexos de di-rdgio(l
quirais utilizando uma variante desta metodoloGis.autores sintetizaram o complexo
Rhy(SmandelatoEtOH), em agua, utilizando dimetilformamida como ageetutor

- Esquema 28.Por sua vez, o complexo R{R-a—metoxi-a—fenilacetato) THF), foi
sintetizado numa mistura de agua/etanol, na quataol assume, provavelmente, o
papel de redutor.
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HO o @

acido (S)-mandélico, H,O, DMF l
> o\
Recristalizagao de EtOH

| |
EtOH—Rh/—Rh/—HOEt
are

Esquema 28 Sintese do complexo RB-mandelatofEtOH),

Um meétodo alternativo de sintese dey(®\c); com rendimentos comparaveis € a
reducdo de Rhgpela dimetilformamida na presenca de acetatordetdamoniG®.

A troca de ligandos acetato por outros ligandobadlicos ou carboxamidatos pode
ser realizada através do refluxo do complexe(®Ac); em clorobenzeno com os
respectivos acidos carbociclicos ou amid&squema 28". Usualmente, para tornar a
reaccdo mais eficiente e rentavel utiliza-se uneaegao desoxhletcom carbonato de

sédio para aprisionar o acido acético libertadaada da permuta de ligandos.

R
As 0 A

O/ AN

PhCI, refluxo

SR RO elwe L
J/ | | Na,CO3 J/ | |
X=0OH, NH; extracgdo com Soxhlet

Esquema 29 Sintese de complexos de di-rodio(ll) com ligancaboxilicos ou carboxamidatos

Neste método utiliza-se tipicamente o percursdiggmdo em excesso estequiométrico,
sendo usual atingir a tetra-substituicdo de forrmmpleta e ter as posicOes axiais
ocupadas pelos mesmos ligandos. O procedimentoeddéstalizacdo permitira a
substituicdo destes ligandos axiais por molécutasatvente que, por sua vez, poderdo
ser removidas através do aquecimento suave do esmpm vacub.

De forma alternativa, a partir de ROAc), pode-se preparar o sal tetra-carbonato de
di-rédio de sodit****° que, na presenca de um &cido carboxilico ou armitoa
protegido (no grupo amina) em agua origina o corwlearboxilico RWO,CR),
(Esquema 30. Este método sintético origina os complexos emdireentos que variam
entre os 50 e os 96%
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i R
O’A\o 2 M Na,CO R™ OH OAO
e 223 » Nay[Rhy(CO3)4(Hy0);] - 1/ 17
Rh—Rh H,0 H,0, A /R|h;R|h

Esquema 30 Sintese de complexos de di-rédio com ligandosaedlicosRh,(O,CR),

Por sua vez, a sintese de complexos carboxilicm®, kgandos aminoacidos néo
protegidos requer a utilizacdo do acido Hg&l@rnecendo o complexo pretendido
[Rh(O.CR)](CIO,)s. Neste método, os anides perclorato também peceane
coordenados nas posi¢cdes axiais, sendo a sua tgigsti mais dificil do que a
considerada no método de refluxo em clorobenzeno.

Este método foi utilizado por Pruchnék al*® para a sintese de complexos contendo

como ligandos axiais os aminoacid&-leucina (leu)92 [Rhy(leuk(H20)](ClOy)4 €
(9-prolina (pro)93 [Rhy(prou(H20),](ClO4)4 (Esquema 3).

C|O4_ +H3N|;r\r
/‘\O

4 eq. (S)-leuci
eq. (S)-leucina . (l)/ 2,
HCIO4, H,0, refluxo Rh—Rh
ars
92

Nay[Rh2(CO3)4(H20).]

CIO, *HoN

4 eq. (S)-prolina

HCIO4 H,0, refluxo

Esquema 31- Sintese de complex@2 [Rhy(leu)s(H,0)5](ClO,4)4 € 93 [Rhy(pro)s(H,0),](ClO,)4

Dada a variedade de isomeros possiveis de obtdélPL& preparativo surge como um
método eficiente para o isolamento de isémerosiédib(ll) formados agquando de
reaccoes de permuta de ligandos.

De facto, em 1987 o grupo de Kadish e Beestudou a reaccéo entre of0Mc),; e a
N-fenilacetamida durante 96 horas, observando adgéin de diferentes produtos de
substituicdo ao longo da reaccao do tipe(RAc),(HNOCR).,, sendo R=Ckl CF; e
n=0-3. Pelo ligando de permuta ser da classe canoato, existem doze isdbmeros
geometricos possiveis enquanto produtos de subabtulesta reaccdo, dos quais 0s
autores verificaram a formagédo de sete, que fosamtados por HPLC preparativo e
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caracterizados por espectroscopia de mad6aRMN e espectroscopia de absorcéo
electrénica.

O grupo de Doyle também recorreu a esta técniGgalisar o decurso de reacc¢des de
permuta de ligandos em refluxo de clorobenzendiztitido diferentes condigdes, 0s
autores conseguiram isolar diversos produtos obteho grau de pureza e rendimentos
satisfatorio®®*® Em 2006, o mesmo grupo procedeu ao estudo dessoale permuta
de ligandos na sintese do complexo,(BB®MEPY),, com recurso as técnicas de
Indutively Coupled Plasm@dCP) e espectroscopia de massa (MS) acopladaag,
tendo detectado a formagéo de doze espécies de Réetimediaria®.

Quando os ligandos a introduzir sdo de caractelodgiom, como derivados de

aminodacidos ou péptidos, o isolamento dos compdstosmdos torna-se, muitas vezes,
de dificil execucdo. Em 2008 Szilvagsti al** sintetizaram complexos de di-rédio(ll)
com ligandos derivados de aminoacidos e, aposnisitdo via HPLC preparativo,

caracterizaram as espécies obtidas por espectrasdepdicroismo circular. Por sua
vez, em 2009, Bakt al*? sintetizaram aductos de péptidos com(RKAc), procedendo

a analise da reaccédo e ao isolamento da espégiadarvia HPLC preparativo.
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3.1.4.Catalise mediada pelos complexos de di-rodio(ll)

Em 2005, 85% da massa total de rédio produzidatiiimada em aplicacdes cataliticas,
sendo a maioria desta matéria-prima produzida maaflo Sul. De entre os metais
preciosos em catalise, o rédio é o menos abundamt®ais dispendioso, pelo que a sua
utilizacdo enquanto catalisador tem de ser maidajesa, aos niveis deirnover
number(TON), cinética, rendimentos e selectividadesdasti(régio e estéreo), para que
a sua utilizacdo compense face a de outros mdisdos em catalise, como a platina
ou paladid®

Os complexos de di-rodio(ll) com ligandos tetrabeailicos e tetra-carboxamidatos
constituem duas familias importantes e tém sidacagds em diversas reaccbes de
catalise.

No Esquema 32encontram-se representadas as trés grandes cldssesaccdes
catalisadas pelos referidos complexos - reaccoeeciemposicdo de compostos diazo,
catélise enquanto &cidos de Lewis e catdlise fédox

N,=CHCOR
‘\; N » Decomposicao de compostos diazo
2
RhL4Rh=CHCOR
o]
R H e .
Rh,L, o > Catalise via acido de Lewis
R
RhL4Rh----- O:<
BuO,H H
{ > Catalise redox
BuOr

RhL4Rh-OH

Esquema 32- Classes de reacg¢fes catalisadas por complexos(dpd®m ligandos carboxilicos e
carboxamidato®

De entre as reaccOes de decomposicdo de compaoams Shlientam-se reaccdes de
insercdo C-Ff44*°44ciclopropanacadt*****®ciclopropenaca&8* e transformacées
de iletos.

De entre as reaccdes de catélise via acido de |salisnta-se a arilacdo de aldefles
reaccoes de ciclo-adicdo, nomeadamente Diels-Alder.

Enquanto catalisadores de oxidacao-reducdo, demmloseu baixo potencial de
oxidacao, estes complexos catalisam oxidacGesalbenzilica e de Mannich.
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As caracteristicas chave para a diversidade deagpks destes complexos sdo a
estrutura rigida do tipo lanterna, a facilidadgodamuta de ligandos, a possibilidade de
serem coordenados por bases de Lewis nas posixiaes &0 referido baixo potencial
de oxidacad.

Com vista a aplicacdo de complexos de(Rhem catalise assimétrica, existe uma
enorme variedade de ligandos em ponte estudadogiy@sos grupos, destacando-se
0s grupos d®oyle, Hashimoto e Davies Para além destes grupos principais, 0S grupos
de Core§**° e McKervey' também sdo fortes contributores na preparacécodesn
catalisadores. Como € evidente, a natureza dasdiigaesta directamente relacionada

com a actividade destes complexos enquanto catalisside cada reaccéo.

O grupo deDoyle* sintetizou uma familia de complexos quirais comarigps
carboxamidatos R(BSMEPY), 94, Rh,(4SMEOX), 95 Rh(4SMPPIM), 96 e
R (4SMEAZ), 97 (Figura 34).

Familia de complexos quirais de di-Rédio (II) carboxamidatos - Doyle

Phuo

H
fMe Sl A
o/ N/ CO,Me N / CO Me CO,Me o/ N/
| | |
Rh—Rh Rh—Rh R Rh Rh
are are / | /| e
94 95 96 97

Figura 34 - Complexos quirais R{(bS-MEPY), 94, Rn,(4SMEOX), 95, Rn,(4SMPPIM), 96 e Rh(4SMEAZ), 97
do grupo de Doyle

O grupo deHashimoto sintetizou os complexos RI&PTA), 983 Rh,(SPTPA), 98b,
Rhy(SPTV), 98ce RB(SPTTL), 98d, Rhy(S-BPTV), 995, Rh(SBPTTL), 99b, Rhy(S
-TFPTTL), 100ae RB(S-TCPTTL), 100b - Figura 35. Os complexos de di-rédio(ll)
com estes ligandos carboxilicos quirais foram asticcom bons rendimentos e
aplicados em diversas reaccdes de catafide
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Familia de complexos quirais de di-Rdédio (II) carboxilicos - Hashimoto
X X
o (=)
° e, U
R Bu
z = N z
e H= p—N Y
NRY o0 A O
O ‘\O N O RN O
'/ 1/ [ |/ T/ 1/
Rh—Rh Rh—Rh Rh—Rh
ave ard ara
98a, R=Me 99a, R=Pr 100a, X=F
98b, R=Bn 99b, R='Bu 100b, X=Cl
98¢, R=IPr
98d, R='Bu

Figura 35 - Complexos de di-rédio(ll) com ligandos carboxilicpsrais sintetizados pelo grupo de Hashirffotd

O grupo deDavies sintetizou 0 complexo quiral com ligandsbenzenosulfonamida
derivado da$)-prolina RB(SDOSP), 101 (Figura 36).

e N

Complexo quiral de di-Rdédio (IT) carboxilico - Davies

101, R=nC12H25

Figura 36 - Complexo quiral R}{SDOSP) 101 do grupo de Davies

Estes trés grandes grupos de catalisadores delid{did principais sdo sintetizados
pelo método do refluxo em clorobenzeresquema 29 As suas aplicacdes em catélise
sao vastas, havendo correlacdes estabelecidadanilias de catalisadores e eficiéncia
em cada reaccdo de catalise referida.
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3.1.5.Actividade anticancerigena dos complexos de di-roaifll)

O interesse por farmacos contendo metais foi ingmaslo pela descoberta da
actividade daisplatinana inibicdo de células descherichiaColi em 1968". Os testes
biolégicos e de toxicidade foram realizados durantdécada de 70 e, em 1978, a
entidade Food and Drug Administration (FDA) aprovawitilizacdo deste farmaco
como agente anticancerigeno de cancros na bex@gacal, ovarios e testiculos. O
mecanismo de accdo dsplatinaainda ndo é completamente conhecido, sabendo-se
que o centro de Pt(ll) forma interaccoess com as posicdoes N7 das guaninas,
proporcionando alteragcées conformacionais destasesBa A formacéo destas
cross-links que se formam em cada cadeia e entre as duassadehélice do ADN,
promove a inibicdo da transcricdo e da replicagdddN, originando a interrupcao da
cadeia com a consequente morte celfilar

Actualmente existem no mercado trés farmacos queérp a platina, a referida
cisplatinal02 acarboplatinal03 e aoxaplatinal04- Figura 37.

(e} (e}
H,
cl, NH le) NH le) N
L, S0 NPk “ ¥
Pt /Pt\ /Pt\
CI/ \NH3 0 NH5 (0) N
H2
(e} (¢}
102 103

104

Figura 37 - Estrutura daisplatinal02, carboplatinal03 e oxaplatinal04

Enquanto farmaco, @splatinaapresenta limitacdes devido a resisténcia apraderte
algumas células tumorais, tanto natural como amiguapés determinada frequéncia de
dosagens, assim como pelos efeitos secundarioesi@darmaco origina, visto que se
coordena as proteinas do plasma, conduzindo aidegie dos tecidos dos rins e do
sistema nervoso, dificuldades em audicdo, nauseasitos 2

Com o aumento da esperanca média de vida vemcpEgcano, o aumento de mortes
devidas a doengas infecciosas e cancerigenas. festa, verifica-se o aumento do
mercado de farmacos anticancerigenos, de entraias, @s baseados em metais de
transicdo. Por outro lado, a procura constantégsoracos mais eficientes e, sobretudo,
mais selectivos, impulsionou a procura de farmaco®s principios activos séo
complexos de metais de transicdo, ndo sO de platmao também de ruténio
(actualmente ja existem alguns em fase Il de sedtricos) e de rédio.

Na década de 70, o grupo de Bear e Kimb&llestudou o metabolismo de complexos
de di-rédio(ll) com ligandos carboxilicos, inclumdo Rh(OAc),;, em ratos com
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tumores do tipdchrlich ascitesP388 Sarcoma 18@ leucemia L121@ o mecanismo
de accdo deste composto em célulag1Q Os estudos efectuados indicaram que a
actividade antitumoral desta classe de compostdmseia maioritariamente na morte
das células cancerigenas e, de forma menor, nigdaoildo crescimento tumoral. Por
outro lado, os autores defenderam que o complexdesempunha em rdédio e nos
ligandos carboxilicos, estando o metal fortemegtb as células tumorais. Os estudos
citotoxicos comparativos entre quatro complexos digodio(ll) com ligandos
carboxilicos efectuados em culturas de célllag10 corroboraram os resultados
obtidosin vivo nos ratos, observando-se actividade decrescestespgcies diméricas
de Rh(ll) contendo ligandos butirato, propionatcetato e metoxiacetato. Os autores
estudaram ainda a capacidade desta classe de dompdsrmar aductos
termodinamicamente estaveis com bases dos nudsot@ aminoacidos, tendo
concluido que apenas as espécies adenosina, riastidietionina e cisteina tinham
capacidade de formar os referidos aductos.

O grupo de Dunbar®*°"®%?tem dedicado particular atencdo a compreensdo do
mecanismo de actuacdo de complexos com metais rogagentes anticancerigenos,
em particular dimeros de rénib0§), ruténio 06) e rédio (07) - Figura 38.

A A A
o 0 /<R o 0 R 0 OKR
H,0—Re F\"é OH, / | /R’u“\ L—th‘—/Rh“ L
Br r ) e) CI\\ 0 0)
Br Br R>/(5 YO R>/é O
R R
105 106 107

Figura 38 - Estruturas dos dimeros de di-R€%), di-Ru (L06) e di-Rh (07) com actividade anticancerigena

De entre estes, os mais estudados s&do os compdstodi-rodio(ll) do tipo
Rhy(O.CR)L,, com R=Me, Et, Prop e L=solvente. Os autores dsinaram que estes
complexos se ligam a bases de nucleétidos, tendateaizado os respectivos aductos.
Através de ensaian vitro, os autores explicam a evidéncia de inibicdo phcagdo do
ADN por estes complexos de forma analoga ao mevandacisplating por ligacao
directa & polimerase T7-RNA. Estes autores’’®®?demonstraram a formacéo de
compostos estaveis entre JRDAC), e adenina e também com guanina, que envolvem
coordenacdo destas purinas, ndo s6 nas posicdaEs, aomo também em duas das
posi¢cdes equatoriais, permanecendo as outras duoasigandos acetato coordenados.
Os estudos de RMN a duas dimensdes com oligonididedemonstraram a formacgéo
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de um aductantra-strand com a unidade di-rodio(ll) ligada de forma a desitzar a
estrutura da dupla hélice, verificando-se um enieagmento de determinadas ligacdes
por pontes de hidrogénio por comparacdo com oseslobtidos por Watson-Crick.
Este estudo permitiu verificar que a espécie donddintém trés grupos acetatos - um
monodentado e dois em ponte, provavelmente devidpestdes de conformacgao
estereoquimica; verificaram ainda diversas altemgdas ligacdes e conformacdes
adoptadas devido a formacéo de cross-links entneo#&culas do RI{OAC), e o ADN,
que serdo, no seu conjunto, factores que contrilpema a actividade anticancerigena
de compostos de di-rodio(ll).

57



3.2.Resultados e discussao

O ponto de partida para a realizacdo deste trab@dhoo estudo previamente
desenvolvido neste grupo de sintese de complexdsrddio(ll) através da permuta de
ligandos acetato do RIDAc), por aminoacidos em adiiaNeste estudo foi descoberto
um novo complexo RXOAc)((L)-PhAlay 109 com uma estrutura peculiar
representada nesquema 33

i A
o,( OH (5eq) 0 p<

’ \O O NH2 ’ \\\\O \\\O
Rh—Rh" > Rh—Rh
o” o7 H,0, 80°C, 56 h, 1=29% Zh N
)/é H2N OH2 k
Ph 0 2 \o
Ph
108 109

Esquema 33 Sintese do complexo K®AC),((L)-PhAla), 109

Este complexd 09 ndo apresenta a tipica estrutura em lanternasimaema estrutura
parcialmente aberta, na qual houve permuta deligarsdos acetato por duas moléculas
de ()-fenilalanina, estando cada aminoacido exclusivaenégado a um dos centros
metélicos de Rh(ll).

Este complexo foi utilizado como catalisador emcg¢éas de insercdo C-H de
compostos diazo Esquema 34 Os melhores resultados encontram-se sumariados na
Tabela 3

o)

O O J< Rh,(OAC),((L)-PhAla), (2 mol%) EtOJH:fO
EtOJ\H/U\N g N
Ph' 7<
N2 Ph

35 35

Esquema 34 Catdlise de inser¢do C-H intramolecular em congsesidiazo mediada pelo complexo
Rhy(OAC),((L)-PhAla),
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Tabela 3 -Condicdes experimentais para os melhores ensaicatélise obtidds

Entrada  Solvente  Temperatura (°C) tempo(h) n (%) ee(%f Configuragdo Absoluta

1 H,0 60 6 85 66 ®49
2 CH,Cl, 20 27 72 73 ®49

& - Determinado por HPLC quiral, apés epimerizacadiastereémertrans

Atendendo a actividade anticancerigena apreseptadeomplexos de di-rodio(Il) com
ligandos carboxilicos, os complexb89-111 (Figura 39) foram submetidos a testes de
actividade biol6gic¥.

109, R'=R2=H
110, R'=R2=0Me
111, R'=OMe, R%=H

Figura 39 - Estrutura dos complexos de di-r6dio@0)9, 110e 111 submetidos a estudos de actividade biolégica
vitro

O estudo efectuado concluiu que o compl@xeoeduz a proliferacdo de linhas celulares
cancerigenas do célon do uteidT(29 de forma mais eficiente do quecsplating
contrariamente aos complex86 e 37 que ndo apresentam actividade. Desta forma,
torna-se evidente a importancia da estrutura miaecna actividade biologica
desempenhada pelos complexos, visto que a simpleslicdo de grupo/s metoxi no
anel aromatico mudou por completo os resultadosladht Efectuaram-se ainda testes
para determinar se a actividade induzida pelo cexapl09 envolve a libertacdo de
espécies radicalares de oxigénio, cujos resultfmtasn negativos, contrariamente ao
resultado apresentado pelaplatina A actividade da caspase-3 foi estudada de forma a
aferir se 0 mecanismo de morte celular passa, oupafia apoptose, tendo-se concluido
que acisplatina actua dessa forma, ao contrario do comple@@ Este resultado da
cisplatinacorrobora com a verificacdo de formacao de espéeigctivas de oxigénio,
visto que se verifica que situacdesstiessoxidativo tipicamente precedem a apoptose
celular. O mecanismo de morte celular deste coropleade passar pela necrose
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(envolvera a destruicdo da membrana celular), @u& causada pela perturbacdo do
equilibrio osmotico ou deficiéncia de energia nékilas. Estes resultados permitem
concluir que o complex@09 apresenta um mecanismo de acc¢ao bioldgica digliamto
cisplatina

Os ensaios biolégicos demonstraram-se dificeis eddizar sob o ponto de vista
experimental, o que levou a suspeitar que o0 cormapb3® ndo se encontrava em
elevado grau de pureza, provavelmente apresentancthoima mistura de isémeros,
apesar da estrutura obtida por difraccdo de raiosdar exclusivamente a estrutura do
iIsbmerol109.

O objectivo deste trabalho é a sintese de complgsak-rodio(ll) por troca de ligandos
acetato da espécie de partida(R¥\c), por novos ligandos, em particular aminoacidos,
em agua -Esquema 35- estudando as cinéticas de permuta. Para aléandlése,
pretende-se obter os respectivos produtos/isoneencalevado grau de pureza.

aminoacido (aa)

Rhy(OAc) > Rhy(OAC),n(aa
4 H,0, A 2( )a-n(@@)n

n=1-4

Esquema 35 Screeningle sintese de complexos de Rh(Il) com diversosa@idos (aa)

Desta forma, surge a necessidade de obter um mtapermita, ndo so identificar,

como também isolar os diferentes isdmeros que denpdormar aquando de reaccdes
de permuta de ligandos. Para atingir estes obgecti®i necessario recorrer ao HPLC
como método de andlise - HPLC analitico - e tambémo método de isolamento -

HPLC semi-preparativo.

Inicialmente, pretendeu-se estudar a reaccdo detessin do complexo
Rh(OAC)((L)-PhAla), - Esquema 33 Para tal, foi necessarencontrar condicdes
cromatograficas para os compostos;(RHc)s, (L)-PhAla e RhR(OAC)((L)-PhAla).
Contudo, atendendo ao caracter estrutural distiatoespécies constituintes do sistema
em estudo, a obtencdo de condi¢cbes cromatograi@asfoi imediata, nem facil de
encontrar. Procedeu-se a um rastreio de colunallRl€C, em particular Hichrom
RP18-5-3798, VARIAN Microsorb-MV 100-5 C8, VARIAN Mrosorb-Mv 100-5 C18,
VARIAN Microsorb-Mv 100-5 CN e KROMASIL 100 C18 0Z@&, procurando-se
encontrar os referidos compostos, com condicOedintdis de fase movel
(H20:CH;CN), contudo nenhuma das fases estacionarias engrgadas se mostrou
eficiente na obtencdo de condicbes cromatografigeara o complexo
Rhy(OAcC),((L)-PhAlay. Como o investimento naecreeningde condigcbfes da fase
estacionéria se mostrou ndo produtivo, apostousescereeningde condi¢cdes da fase
movel, através da utilizacdo de aditivos no elugpnie permitissem encontrar os trés
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compostos pretendidos, num sistema analitico repined e com elevada resolugéo dos
compostos em estudo. Neste seguimento, encontramseétodo cromatografico de
analise do sistema em estudo na coluna de HPL@saeréversa KROMASIL 100 C18
02671, com deteccdo UW£220 nm) através de um programa de gradiente, que
permitiu obter os picos referentes aos reagentg€ORh), (tr=15,1 min) e [()-PhAla
(tr=6,4 min) num eluente de 90:10 de4CH;CN (ambos contendo 0,01% TFA)
seguidos do produto RI®OAc)((L)-PhAlay 109 (tr=41,0 min) num eluente distinto,
composto por 78:22 de,B:CH;CN (ambos contendo 0,01% TFA). Na analise deste
complexo109 (amostra auténtica) verificou-se a existénciarmeoutro composto, com
maior tempo de retencéo (tr), em muito menor prggimro que veio a confirmar as
suspeitas anteriores acerca do grau de pureza clsigexo. Por sua vez, também
foram encontradas condi¢bes para o compledoutilizando o programa gradiente que
permitiu obter os picos referentes aos reagentg€ORk), (tr=15,1) e [)-Me-O-Tyr
(tr=9,6 min) num eluente de 90:10 de4CH;CN (ambos contendo 0,01% TFA)
seguidos do produto RIDAC)((L)- Me-O-Tyr), (tr=46,4 min) num eluente distinto,
composto por 74:26 de ,B:CHCN (ambos contendo 0,01% TFA). A titulo
exemplificativo, apresenta-se Rggura 40 o cromatograma correspondente ao sistema
de andlise dos compostos ;RDAC), (tr=15,1 min) e [()-Me-O-Tyr (tr=9,6 min) e
Rhy(OAC),((L)-Me-O-Tyr), (tr=46,4 min).

60000 -
40000 -
20000 -
0 T & L) "—'AL‘ L] 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)

Figura 40 - Cromatograma do sistema de andlise dos compobi@AL),, (L)-Me-O-Tyr e
Rh(OAC)((L)-Me-O-Tyr),*°

. CondigBes cromatograficas: programa de gradi@dtd0 BO:CH,CN (t=0-20 min); 74:26 D:CH;CN (t=25-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm

®_ Tempos de retencad:)(Me-O-Tyr (tr=9,6 min), RR(OAC), (tr=15,1 min) e RKOAC)y((L)-Me-O-Tyr), (tr=46,4
min)
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Apoés obtencdo do sistema analitico que permite &isenda reaccdo de sintese do
complexo 109 - Esquema 36 - procedeu-se a repeticdo desta reaccdo térmica,
estudando-se a sua cinética a 80°C. Os cromatogr@pi@esentados nagyuras 41-44

foram obtidos aos tempos de reaccao de 0, 16& 528horas, respectivamente.

A i A

o] OH .
| O <o NH, (o) T\\\\O’O /(o
7 th 7 " H,0, 80°C i / RT R\hﬁ\
o_lo 20, H,N 0
)/O 2% O HN »
Y o % 4
Ph
108 109

Esquema 36- Esquema da reaccao entre,@®#Ac), e L)-PhAla em agua

De forma a tornar mais clara a interpretacdo dosnatogramas apresentados no
decorrer deste trabalho e, consequentemente pioparca analise das reaccdes de
forma simples, ndo foram realizadas sobreposi¢cég€m®matogramas obtidos ao longo
do tempo, tendo sido seleccionados, para cadaaeaquatro cromatogramas que
melhor demonstram o decurso de cada uma. Para dikso, a escala do eixo da
resposta do detector ndo € sempre a mesma, de Borm@ar mais perceptivel as

diferencas de cada pico no decorrer da reaccaempa experimental de 0 horas de
reaccdo foi sempre obtido a partir de uma amostrandtura reaccional apos 80
minutos de agitacdo a temperatura ambiente, deafammgarantir a solubilidade

completa dos reagentes. Desta forma, as areaspondentes aos tempos ‘O horas’
serdo consideradas equivalentes ao niumero de ttdesde cada reagente.

No tratamento dos dados cromatograficos efectuadteccionaram-se 0s picos
correspondentes aos reagentes®Ac), e L)-PhAla e as novas espécies formadas.

E importante ter em consideracdo que o tempo @mg&b obtido para cada espécie
depende de pequenos factores como a solubilidadeaentracdo de cada espécie na
amostra injectada, a temperatura e também da ag@grealizada.
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Figura 41 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccée BigtOAc), e (L)-PhAla em &gua a 80°C - 0 horas
de reacg

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 5,9 e 14,3 min
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Figura 42 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgde BigfOAc), e (L)-PhAla em &gua a 80°C — 16,5
horas de reaccéb

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 hD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
b Tempos de retencdo: 6,1, 14,3, 34,4, 35,8, 32,4, e 45 min
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Figura 43 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgde BigfOAc), e (L)-PhAla em &gua a 80°C — 28 horas
de reacg

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/mi220 nm
b_ Tempos de retencdo: 6,0, 14,5, 34,5, 36,0, 32,8, e 45,4 min

80000 -
Rh, D
60000 -
Rh, E
40000 -
Rh,(OAC),
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Figura 44 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccae BigfOAc), e (L)-PhAla em agua a 80°C — 52 horas
de reacg

- CondigBes cromatogréficas: programa de gradi€@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
®_ Tempos de retencéo: 6,0, 14,0, 33,7, 35,7, 33,7, e 44,1 min
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Na analise destes cromatogramas foram identificadagagentes R{OAc), (tr=14,0-
14,5 min) e )-PhAla (tr=5,9-6,1 min), assim como cinco produtdentificados como
Rhy A (tr=33,7-34,5 min)Rh, B (tr=35,7-36,0 min)Rh, C (tr=38,4-38,9 min)Rh, D
(tr=41,7-42,8 min) Rh, E (tr=44,1-45,4 min). O produt®h, D (tr=41,7-42,8 min)
corresponde ao complexo ROAC)((L)-PhAla), previamente conhecidd09. Os
reagentes e produtos identificados estdo assocmdoomatograma dagura 44 e as
areas dos seus picos permitiram o estudo cinétisadeaccao.

A Tabela 4 contempla as percentagens de cada composto idadtifnos tempos de
reaccéo analisados.

Tabela 4- Percentagem dos reagentes e produtos identi§gaal@a diversos tempos de reaccéo utilizando:
Rhy(OAc), (5,0 mg), [)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), 0, 80°CG->¢

t(h) | % Rh,(OAC), %Rh,A %Rh,B %Rh,C %Rh,D %Rh,E
0 100,0 0,0 0,0 0,0 1,1 0,7
16,5 49,6 3,7 0,2 9,8 28,5 16,6
28 36,2 45 0,6 10,8 36,8 26,8
39 21,0 1,4 0,9 10,4 41,8 34,0
52 14,6 4,9 1,2 9,3 44,4 39,5

- Para cada tempo de reaccéo foi retirado umatearbes 0,5 mL que foi analisada por HPLC utilizandarograma

de gradiente previamente referido com detec¢doA#2Z0 nm);
P . O consumo de R{OAc), foi calculado com base nas areas dos cromatogramaeelacdo a area do pico

correspondente as 0 horas de reaccao;
¢ - A formagdo de cada produto foi calculada conehaas area de cada pico em relagéo a area g@ORL),

correspondente as 0 horas de reacgdo, consideardodas as espécies tém o mesmo

O Grafico 2 representa a percentagem de consumo e formac&eatpntes em fungéo
do tempo de reaccéo.
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Gréfico 2 - Percentagem de consumo dos reagentes e formaggwatiutos identificados em fungéo do tempo de
reaccad

& - Condigdes experimentais: RBAc), (5,0 mg), L)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), 40, 80°C

O estudo desta reaccéo permite identificar a foamag dois produtos principaifh,

D e Rh, E - que, muito provavelmente corresponderdo a dmiméros geometricos
distintos, sendo o maioritario o complexo,@Ac),((L)-PhAla) (Rh, D) e o segundo
Rh, E correspondente ao segundo produto previamentad@fpresente na amostra
auténtica do complexd09 aquando da sua andlise para a obtencdo de comdicOe
cromatograficas.

Os cromatogramas obtidos permitem ainda comentaaixo rendimento obtido na
sintese do complext09 (n=29%), que € justificado pela forma¢do de um segund
complexoRh; E (tr=44,1-45,4 min). Tendo em consideracédo quesalies complexos
serdo, possivelmente, isbmeros geométricos, podiefesdr que as suas respostas ao
detector UV serdo semelhante (i. e., tegdsimilares), pelo que a proximidade dos
valores das areas dos seus picos permitem corgigiros dois complexos serdo
formados com rendimentos semelhantes. Verificaisdaaa formacdo de outros
produtos minoritarios.

Atendendo a ja comprovada actividade cataliticaotdgica do complexdl09, seria
muito vantajoso obter uma sintese mais selecto@emaior rendimento.

A aplicacdo de radiacdo microondas a reaccfes casniem demonstrado resultar, em
alguns casos, em reaccdes mais limpas, rapidas, ncaiores rendimentos e mais
selectiva®®> Ainda existe uma grande controvérsia acerca eitoefla irradiacdo de
microondas, sendo postulado uma combinacdo de®fEtmicos e nao térmicos de
radiacdo com elevada polarizat8d solvente da reaccdo é a 4gua, um solvente de
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elevada polaridade, pelo que seria de esperar raéac@ dos tais efeitos da radiacao
microondas.

Desta forma, procedeu-se a mesma reac¢adEstpuema 70 aplicando radiacdo
microondas de forma a ter a temperatura constajual ia 80°C, utilizando uma
poténcia de 1 W. Os cromatogramas representaddsquaas 45-48foram obtidos aos
tempos de reaccao de 0, 9,75, 21,75 e 52,75 horas.
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20000 - R \ -

0 L] I ] L) L) L) ) 1
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Figura 45 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgae Big(OAc), e (L)-PhAla em agua em microondas —
0 horas de reacgd

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/M#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 6,9, 17,0 min
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Figura 46 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccde BigfOAc), e (L)-PhAla em dgua em microondas —
9,75 horas de reac

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/mi220 nm
b_ Tempos de retencdo: 6,5, 15,9, 34,8, 36,9, 49,8 47,9, 59,7 min
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Figura 47 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccde Big(OAc), e (L)-PhAla em dgua em microondas —
21,75 horas de reacé®o

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 BD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/M#220 nm
b Tempos de retencdo: 6,9, 16,8, 34,9, 37,1, 89,8, 47,8, 59,8 min
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Figura 48 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgae Big(OAc), e (L)-PhAla em agua em microondas —
52,75 horas de reacé®o

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m&220 nm
b_ Tempos de retencdo: 7,0, 16,5, 35,0, 37,2,£893, 47,9, 59,5 min

Na analise destes cromatogramas foram identificadagagentes R{OAcC), (tr=15,3-
17,2 min) e I()-PhAla (tr=6,5-7,2 min), assim como seis produtEntificados como
Rh; A (tr=34,7-35,3 min)Rh, B (tr=36,9-38,2 min)Rh, C (tr=39,3-40,1 min)Rh, D
(tr=43,0-44,0 min)Rh, E (tr=47,4-49,6 min) &Rkh, F (tr=59,1-60,7 min). O produto
Rh, D (tr=43,0-44,0 min) corresponde ao complexo »(RAC),((L)-PhAla)
previamente conhecidb09 Os reagentes e produtos identificados estdo iagescno
cromatograma d&igura 48 e as areas dos seus picos permitiram o estudtcoiné
desta reaccéao.

A Tabela 5contempla as percentagens de cada composto ideatifnos tempos de
reaccao analisados.

Tabela 5 - Percentagem dos reagentes e produtos identiicgéra diversos tempos de reacgdo utilizando:
Rhy(OAC), (5,0 mg), L)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), 4D, microondas (80°C gerados por 124\f)

t(h) | % Rh,(OAc), %Rh,A %Rh,B %Rh,C %Rh,D %Rh,E %Rh,F

0 100,0 0,3 0,0 0,2 0,5 0,2 0,0
0,25 98,6 1,8 0,1 0,7 1,2 0,3 0,0
0,5 92,7 2,9 0,1 1,7 47 1,3 0,3
0,75 90,2 3,4 0,1 1,8 47 1,0 0,3
1,75 81,0 3,6 0,2 3,7 9,5 2,6 0,0
3,75 55,7 2,6 0,4 6,0 16,5 6,9 2,6
9,75 46,8 3,7 0,9 9,5 29,0 14,9 43
21,75 33,4 3,9 1,2 10,4 35,5 24,8 5,1
35,75 25,3 4,9 2,5 11,7 52,7 44,7 5,9
52,75 17,4 9,2 4,7 11,2 73,3 77,6 6,0
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- Para cada tempo de reaccao foi retirado umateanas 0,5 mL que foi analisada por HPLC utilizaondarograma
de gradiente previamente referido com detec¢doA#2Z0 nm);

P _ O consumo de ROAC), foi calculado com base nas areas dos cromatogramaselacédo & area do pico
correspondente as 0 horas de reaccao;

¢ - A formagdo de cada produto foi calculada comehbes area de cada pico em relagdo a area g®©Rt),
correspondente as 0 horas de reaccéo, consideyjardodas as espécies tém o mesmo

O Gréfico 3 representa a percentagem de consumo e formacaeatgntes em funcéo
do tempo de reaccéo.
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Gréfico 3 - Percentagem de consumo dos reagentes e formaggwatiutos identificados em fungéo do tempo de
reaccad

& - Condigdes experimentais: ROAc), (5,0 mg), [)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), 4D, microondas (80°C gerados por 1
W)

O Grafico 4 demonstra o consumo de RDAc), e de [)-PhAla nas reaccdes térmica
(T) e por microondas (M), ambas a 80°C.
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Grafico 4 - Percentagem de consumo dos reagentes nas reaagdesit(T) e por microondas (M) em fungdo do
tempo de reacgdo

Do inicio (0 horas) até as 3,75 horas de reacgidica-se, ha reac¢cao por microondas,
um consumo de R{OAc), e formacdo do ROAC),((L)-PhAlay com uma cinética
mais rapida do que a reacc¢édo térmica também a &@udo, para tempos de reaccdo
superiores a 3,75 horas, verifica-se uma cinéticionsemelhante a da reaccao térmica
analoga. Este facto sugere uma competicdo entmnécas de descoordenacdo do
acetato e de coordenacao HpRPhAla -Esquema 37

Rh - ]
Lo RNOACK(LIPRAIR) Rhy(OAc)y((L)-PhAla),
Rhy(OAc), — o . .
AcOH AcOH

Esquema 37- Esquema elucidativo dos equilibrios cinéticoseeas espécies RIDAC)s((L)-PhAla) e
Rhy(OAC),((L)-PhAla),

Se houver efectivamente este equilibrio entre agoiss RE(OAC)s((L)-PhAla) e
Rh(OAC)((L)-PhAla), a neutralizagcdo do AcOH formado durante a reaseé® uma
driving force para o0 deslocamento do equilibrio no sentido dapéas
Rhp(OAC),((L)-PhAla).

O tipico método de sintese de complexos de di-(lpem refluxo em clorobenzeno -
Esquema 29- recorre a extraccbes @@xhletcom NaCO;, ocorrendo a destilagédo do
AcOH que sera neutralizado com a base inorganiceal@ormado ndo é soltuvel no
solvente orgéanico, pelo que néo constitui um probleno decorrer da reaccédo. No
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entanto, este método de neutralizacdo do acidacadétmado no decorrer da reaccéo
nao praticavel na reaccdo em agua, na perspeetitéecdica d&oxhlet

Em 1975 Wilson e TauBécompararam os ligandos acetato e carbonato, mdegue a
remocdo dos ligandos GO da esfera de coordenacdo de compostos de diHijdio(
devera ser muito mais rapida do que os ligandos .A2€xsta forma, a neutralizacéo do
acetato podera, teoricamente, ser efectuada atdavésrmacdo do sal NaOAc, visto
que se suspeita de uma ordem de caracter doaduldoemte CE << OAC <
(L)-PhAla. Assim sendo, procedeu-se a realizacdoedacéo -Esquema 70- na
presenca de 5,2 equivalentes de@. Os cromatogramas representadosHigsras
49-52foram obtidos aos tempos de reaccéo de 0, 852%eras.
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Figura 49 - Imagem do cromatograma obtido para a reac¢ae Big(OAc), e L)-PhAla em agua a 80°C na
presenca de 5,2 equivalentes dg@@ — 0 horas de reac

& - Condicbes cromatograficas: programa de gradi@itd0 HO:CH;CN (t=0-25 min); 78:22 bD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m&220 nm
®_ Tempos de retencéo: 3,42, 5,6, 14,0, 33,7, 88,5, 44,0 min
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Figura 50 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgde BigfOAc), e (L)-PhAla em &gua a 80°C na
presenca de 5,2 equivalentes dg@\® — 8 horas de reac

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/mi220 nm
b_ Tempos de retencdo: 3,2, 6,1, 13,9, 34,7, 3898, 41,4, 43,9, 44,8, 47,0 min
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Figura 51 - Imagem do cromatograma obtido para a reac¢ae Big(OAc), e L)-PhAla em agua a 80°C na
presenca de 5,2 equivalentes de®® — 23 horas de reac¢&o

& - CondigBes cromatogréaficas: programa de gradi€@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
®_ Tempos de retencéo: 3,2, 6,2, 14,2, 34,7, 36,3, 41,9, 44,6, 45,1, 47,5 min
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Figura 52 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgde BigfOAc), e (L)-PhAla em &gua a 80°C na
presenca de 5,2 equivalentes de®@ — 52 horas de reac¢&o

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 3,1, 5,9, 34,3, 35,4, 323, 44,2, 45,3 min

Na analise destes cromatogramas foram identificadagagentes R{OAc), (tr=13,9-
14,2 min) e )-PhAla (tr=5,6-9,4 min), assim como sete produtlemntificados como
Rh; A (tr=33,7-40,4 min)Rh, B (tr=35,4-43,1 min)Rh, C (tr=38,5-46,5 min)Rh, D
(tr=40,5-48,8 min),Rh, E (tr=43,9-53,2 min),Rh, F (tr=44,8-54,7 min) eRh, G
(tr=47,0-58,2 min). O pico com tr=3,1-3,4 deverdresponder a espécie ). Os
reagentes e produtos identificados estdo assodamdomatograma dagura 50 e as
areas dos seus picos permitiram o estudo cinééistadeaccao.

A Tabela 6 contempla as percentagens de cada composto idaeatifnos tempos de
reaccao analisados.

Tabela 6- Percentagem dos reagentes e produtos identiigaal@ diversos tempos de reac¢ao utilizando:
Rh,(OAc), (5,0 mg), [)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), N&O; (31,2 mg; 5,2 eq.) 4O, 80°C"*

t(h) | % Rhy(OAc)y, % Rh,A %Rh,B %Rh,C %Rh,D %Rh,E %Rh,F %Rh,G
0 100,0 7,1 0,0 6,1 32,0 3,5 0,0 0,8
8 6,6 10,0 34,2 2,8 14 3,2 28,7 1,5
23 1,0 13,3 58,8 2,6 0,8 7,0 28,3 5,0
46 0,0 29 57,3 0,5 18,9 19,3 15,0 10,7
52 0,0 1,9 57,4 3,4 12,5 13,2 14,3 0,0

& - Para cada tempo de reaccéo foi retirado umatears 0,5 mL que foi analisada por HPLC utilizandarograma
de gradiente previamente referido com detec¢doN3220 nm);

® . O consumo de RIDAC), foi calculado com base nas &reas dos cromatogramaeelacdo & area do pico
correspondente as 0 horas de reacgao;

¢ - A formacgdo de cada produto foi calculada comehas area de cada pico em relacdo a area gd@ORt),
correspondente as 0 horas de reac¢éo, considegardodas as espécies tém 0 mesmo
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O Gréfico 5 representa a percentagem de consumo e formacaeatgntes em funcéo
do tempo de reaccéo.
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Gréfico 5 - Percentagem de consumo dos reagentes e formaggwatiutos identificados em fungéo do tempo de
reaccad

& - Condicdes experimentais: RBAc), (5,0 mg), L)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), N&O; (31,2 mg; 5,2 eq.) 4D, 80°C

Esta reaccdo demonstrou a formacdo de novos coospa di-rodio(ll), cujo
isolamento e analise ainda nao foram efectuadogoMtovavelmente serdo compostos
do tipo RB(OAC)s-n-n((L)-PhAla)(COs)y,, com mtn<4, indicando a coordenacéo de
grupos carbonatos. O prodlRt, F com tr=44,8-54,7 minutos podera corresponder ao
compostoRh, E (2° isbmero maioritario) obtido nas duas reaccoesrimres, contudo
sera necessario analisar por espectroscopia de @maskias amostras para confirmar.

De forma a tirar partido da neutralizacdo do &cidofuturo, poder-se-a experimentar
sintetizar o complexo R{OAc)((L)-PhAla), em clorobenzeno e verificar se este
método conduz a formacdo do proddf@d e se o aprisionamento do acido aceético
conduz a uma cinética de permuta de ligandos rapida e/ou mais selectiva.

Posteriormente procedeu-se ao estudo do efeitoedfgeratura na cinética desta
reaccdo. Para tal, realizou-se a reac¢g&mema 70 a temperatura de 100°C. Os
cromatogramas representados Ragiras 53-56foram obtidos aos tempos de reaccéo
de 0, 7,5, 22,5, e 52 horas.
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Figura 53 - Imagem do cromatograma obtido para a reac¢éde BigfOAc), e (L)-PhAla em &gua a 100°C - O horas
de reacg

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/mi220 nm
b_ Tempos de retencdo: 6,1, 13,9, 34,4, 38,8, 45,2, min
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Figura 54 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgie BigfOAc), e (L)-PhAla em agua a 100°C - 7,5
horas de reaccéb

- CondigBes cromatogréaficas: programa de gradi€@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
b Tempos de retencdo: 6,3, 14,3, 34,5, 35,9, 32,2, 44,8 min
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Figura 55 - Imagem do cromatograma obtido para a reacgde BigfOAc), e (L)-PhAla em &gua a 100°C — 22,5
horas de reaccéb

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/M#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 6,4, 14,5, 34,0, 36,1, 32,9, 45,4 min
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Figura 56 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccae BigfOAc), e (L)-PhAla em agua a 100°C - 52
horas de reacc&

& - CondigBes cromatogréaficas: programa de gradi€@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
®_ Tempos de retencéo: 6,5, 14,6, 33,9, 36,2, 32,9, 45,9 min
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Na analise destes cromatogramas foram identificadogagentes R{OAc), (tr=13,9-
15,0 min) e )-PhAla (tr=6,1-6,5 min), assim como seis produtentificados como
Rhy A (tr=33,8-34,9 min)Rh, B (tr=35,9-36,2 min)Rh, C (tr=38,7-39,2 min)Rh, D
(tr=42,2-42,9 min)Rh, E (tr=44,8-45,9 min) &kh, F (tr=61,6-61,8 min). O produto
Rh, D (tr=42,2-42,9 min) corresponde ao complexo »(RAC)((L)-PhAla)
previamente conhecidb09. Os reagentes e produtos identificados estéo iagescno
cromatograma d&igura 56 e as areas dos seus picos permitiram o estudtcoiné
desta reaccéao.

A Tabela 7 contempla as percentagens de cada composto idadtifnos tempos de
reaccdo analisados.

Tabela 7- Percentagem dos reagentes e produtos identi§gaal@a diversos tempos de reaccéo utilizando:
Rhy(OAC), (5,0 mg), L)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), 40, 100°CG>€

t(h) | % Rh,(OAC), %Rh,A %Rh,B %Rh,C %Rh,D %Rh,E %Rh,F
0 100,0 0,7 0,0 1,0 4.2 35 0,0
2 63,2 2,0 0,2 6,8 16,6 7,0 3,2

45 52,4 2,0 0,6 10,7 28,6 17,2 6,0

75 35,7 3,2 0,7 10,6 36,6 28,3 0,0

22,5 15,2 6,5 1,6 7,1 39,9 44,6 0,0

27,5 15,6 8,6 2,8 6,1 45,7 56,1 0,0
32 9,2 9,5 2,9 53 45,0 58,3 0,0

475 6,3 12,0 3,4 45 49,6 70,7 0,0
52 43 9,8 2,3 3.1 37,8 52,3 0,0

& - Para cada tempo de reaccéo foi retirado umateares 0,5 mL que foi analisada por HPLC utilizandarograma
de gradiente previamente referido com detec¢doA#2Z0 nm);

. O consumo de ROAc), foi calculado com base nas areas dos cromatogramaselacdo & area do pico
correspondente as 0 horas de reaccao;

¢ - A formacgdo de cada produto foi calculada conmehas area de cada pico em relacdo a area g®ORt),
correspondente as 0 horas de reaccéo, consideyardodas as espécies tém o mesmo

O Grafico 6 representa a percentagem de consumo e formac&eatpntes em fungéo
do tempo de reaccéo.
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Gréafico 6 - Percentagem de consumo dos reagentes e formaggwatiutos identificados a 100°C em funcéo do
tempo de reaccéo

& - CondigGes experimentais: RBAC), (5,0 mg), L)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), 4D, 100°C

Pelo cromatograma obtido as 52 horas de reaéggoré 56), verifica-se uma inversdo
de proporcdo dos isémeros dominantes, sendo Rjye D apresenta uma menor
integracdo do qu&h, E (2° isbmero maioritario), contrariamente ao obsgovna
reaccdo a 80°C~{gura 44). Esta reac¢cdo ndo conduziu a uma conversao g@Rb),
de forma substancialmente mais rapida nem a foronagé dois isdbmeros principais de
forma mais selectiva.

Ainda assim, atendendo a inversao de proporcaddidese estudar um pouco mais o
efeito cinético da temperatura na selectividadeedacdo, mesmo tendo como solvente
a agua. Para tal, procedeu-se a mesma reaétsgquema 70- a 120°C num reactor de
alta pressdo da Aldrich. Os cromatogramas repr@sestnag-iguras 57-60 foram
obtidos aos tempos de reaccéo de 0, 8, 23 e 58.hora
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Figura 57 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccde BigfOAc), e (L)-PhAla em &gua a 120°C - 0 horas
de reacg

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/M#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 5,9, 14,0 min
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Figura 58 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccae BigfOAc), e (L)-PhAla em agua a 120°C — 8 horas
de reacg

& - CondigBes cromatogréaficas: programa de gradi€@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m&220 nm
P _ Tempos de retencéo: 6,0, 14,0, 33,6, 35,5, 33,2, 43,9, 47,7, 55,2 min
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Figura 59 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccée BigtOAc), e L)-PhAla em dgua a 120°C — 23
horas de reaccéb

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 6,0, 13,8, 33,5, 35,3, 30,B, 42,9, 44,9, 53,3 min
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Figura 60 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccée BigtOAc), e L)-PhAla em dgua a 120°C — 52
horas de reaccéb

- CondigBes cromatogréaficas: programa de gradi€@d0 HO:CH,CN (t=0-25 min); 78:22 KD:CH;CN (t=30-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m#220 nm
b Tempos de retencdo: 5,9, 15,0, 33,2, 35,1, 42,8, 44,0, 52,1 min
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Na analise destes cromatogramas foram identificadogagentes R{OAc), (tr=13,7-
15,0 min) e )-PhAla (tr=5,9-6,0 min), assim como sete produtlesntificados como
Rhy A (tr=33,2-33,6 min)Rh, B (tr=35,1-35,5 min)Rh, C (tr=37,7-38,2 min)Rh, D
(tr=40,4-41,4 min),Rh, E (tr=42,3-43,9 min),Rh, F (tr=44,0-47,7 min) eRh, G
(tr=52,1-55,2 min). O produt&®kh, D (tr=40,4-41,4 min) corresponde ao complexo
Rhy(OAcC),((L)-PhAla)y previamente conhecidol09 Os reagentes e produtos
identificados estdo associados no cromatograntagiaa 59 e as areas dos seus picos
permitiram o estudo cinético desta reaccéo.

A Tabela 8 contempla as percentagens de cada composto idadtifnos tempos de
reaccéo analisados.

Tabela 8- Percentagem dos reagentes e produtos identigaal@a diversos tempos de reaccéo utilizando:
Rhy(OAC), (5,0 mg), L)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), 4D, 120°¢>¢

t(h) | % Rhy(OAc), % Rh,A %Rh,B %Rh,C %Rh,D %Rh,E %Rh,F %Rh,G
0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 18,3 7,4 2,0 5,3 29,3 47,5 11 5,6
23 3,4 12,1 2,9 3,0 26,8 46,7 12,8 53

46,5 0,7 24,6 5,0 0,0 16,0 43,8 20,3 2,1
52 0,3 25,7 5,0 0,0 13,0 42,1 20,6 1.8

- Para cada tempo de reaccéo foi retirado umatearbes 0,5 mL que foi analisada por HPLC utilizandarograma
de gradiente previamente referido com detec¢doA#2Z0 nm);

P . O consumo de R{OAc), foi calculado com base nas areas dos cromatogramaeelacdo a area do pico
correspondente as 0 horas de reaccao;

¢ - A formagdo de cada produto foi calculada conehas area de cada pico em relagéo a area g@ORL),
correspondente as 0 horas de reacgdo, consideardodas as espécies tém o mesmo

O Gréfico 7 representa a percentagem de consumo e formacaeatgntes em funcéo
do tempo de reaccéo.
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Gréfico 7 - Percentagem de consumo dos reagentes e formaggwatiutos identificados em fungéo do tempo de
reaccad

& - Condicdes experimentais: RBAC), (5,0 mg), L)-PhAla (9,4 mg; 5 eq.), #D, 120°C

Ao fim de 8 horas de reaccéo a 120f@y(ra 58) verifica-se um avanc¢o de consumo
de Rh(OAc), comparavel as 22,5 horas de reaccao a 1d@8Qréa 55) e as 52 horas

de reaccdo a 80°CFigura 44). Apos 8 horas de reaccdo a 120°C verifica-se uma
inversdo da proporcdo dos dois isomeros princCigRis, D e Rh, E), também
verificada apds 52 horas de reaccdo a 100°C, smenos dispare a proporcdo entre
estes isdbmeros obtidos em 8 horas a 120°C. Apb®123 de reaccdo a 120%gura

59) verifica-se uma maior discrepancia nas areapidos dos isomerd?h, D eRh; E

do que a observada em 52 horas de reacc¢do a 1BgCa(56). Ao prolongar o tempo

de reaccdo até 52 hordsigura 60), mesmo ja ndo havendo RBAc), por reagir,
verificou-se que o isébmeiRh, E manteve a sua area, ao contrario do isorRéroD,

cujo pico sofreu um decréscimo substancial; paaiehte, o pico referente ao isbmero
Rh, A verificou um aumento substancial de area, facwingdicia uma conversao entre

a espécidkh, D para a espécieh, A, entre as 23 e 52 horas de reaccdo a 120°C. Este
resultado demonstra uma forte influéncia da tempexana selectividade da reaccéo e,
principalmente, na selectividade de formacdo dderatites isbmeros, consoante o
tempo de reaccéo.

O Grafico 8 demonstra o consumo de JRBAc), e de [)-PhAla nas reaccdes térmicas
a 80, 100 e 120°C.
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Grafico 8 - Percentagem de consumo dos reagentes nas reaagdiesi$ a 80, 100 e 120°C em fungéo do tempo de
reaccao

Este grafico permite confirmar o maior consumo dagentes com o0 aumento da
temperatura, o que esta de acordo com as obsesvpg®damente referidas. Nas 52
horas de reaccdo que foram estudadas, apenastiaac@mé20°C permite o consumo
total do RR(OAc),. Por outro lado, o consumo de){hAla é inferior a 50% nas

reac¢des térmicas a 100 e 120°C, o que sugereiaspete para a reaccao a 120°C,
gue serdo incorporadas mais do que duas molécalasnihoacido em algumas das
espécie formadas, visto que se utiliza uma estamiita de 5 equivalentes do
aminoacido.

Por fim, procedeu-se ao estudo da cinética da &eate decomposicao de JRDAC),
com ()-Me-O-Tyr em agua a 80°C Esquema 38 Este complexo também foi
sintetizado pelo grupo anteriormente, pelo queaigdentificacdo por HPLC também
teve como padrdo uma amostra auténtica, utilizaedo-programa de gradiente que
permitiu obter os picos referentes aos reagentegORb), e ()-Me-O-Tyr num
eluente de 90:10 de,B:CH;CN (ambos contendo 0,01% TFA) seguidos do produto
Rhy(OAC),((L)-PhAlay num eluente distinto, composto por 74:26 dgOTH;CN
(ambos contendo 0,01% TFA). Os cromatogramas rept@sos nasiguras 61-64
foram obtidos aos tempos de reacc¢ao de 0, 8, 2heras.
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Esquema 38 Sintese do complexo RDAC),((L)-Me-O-Tyr),
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Figura 61 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccée BigtOAc), e L)-Me-O-Tyr em &gua a 80°C — 0
horas de reaccéb

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@d0 HO:CH,CN (t=0-20 min); 74:26 KD:CH;CN (t=25-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/M#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 10,1, 16,6 min
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Figura 62 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccée BigfOAc), e L)-Me-O-Tyr em &gua a 80°C — 8
horas de reaccéb

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-20 min); 74:26 KD:CH;CN (t=25-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/M#220 nm
b_ Tempos de retencdo: 8,5, 14,0, 29,2, 32,9, 34,3, 42,1 min
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Figura 63 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccae BigfOAcC), e (L)-Me-O-Tyr em agua a 80°C — 23
horas de reaccéb

- CondigBes cromatogréaficas: programa de gradi€@d0 HO:CH,CN (t=0-20 min); 74:26 KD:CH;CN (t=25-60

min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/mi220 nm
®_ Tempos de retencéo: 8,4, 14,0, 29,2, 32,8, 36,8, 41,1 min
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Figura 64 - Imagem do cromatograma obtido para a reaccde BigfOAc), e (L)-Me-O-Tyr em &gua a 80°C — 52
horas de reacg

& - CondigBes cromatogréficas: programa de gradi@td0 HO:CH,CN (t=0-20 min); 74:26 BD:CH;CN (t=25-60
min) (ambos os solventes com 0,01% TFA); 1 mL/m&220 nm
b_ Tempos de retencdo: 7,9, 12,9, 28,9, 32,0, 35,8, 38,6 min

Na analise destes cromatogramas foram identificadagagentes R{OAC), (tr=12,9-
16,6 min) e [)-Me-O-Tyr (tr=7,9-10,1 min), assim como cinco produtdsritificados
comoRh; A (tr=28,9-29,2 min)Rh, B (tr=32,0-32,9 min)Rh, C (tr=33,7-34,9 min),
Rh, D (tr=35,8-37,3 min) &kh; E (tr=38,6-42,1 min). O produtBh, C (tr=33,7-34,9
min) corresponde ao complexo JRBAC),((L)-Me-O-Tyr), previamente conheciddl 1L

Os reagentes e produtos identificados estdo aslesam cromatograma diégura 63 e

as areas dos seus picos permitiram o estudo @ruita reaccao.

A Tabela 9 contempla as percentagens de cada composto idaeatifnos tempos de
reaccao analisados.

Tabela 9- Percentagem dos reagentes e produtos identiigaal@ diversos tempos de reac¢ao utilizando:
Rhy(OAC), (5,0 mg), [)-Me-O-Tyr (11,0 mg; 5 eq.), D, 80°C><

t(h) | % Rhy(OAc);, % Rh,A %Rh,B %Rh,C %Rh,D %RhE
0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 77,2 8,8 13,7 19,4 2,2 2,8
23 51,7 10,8 28,6 39,4 4,9 9,2
46 35,8 141 42,9 53,3 7,5 14,7
52 27,3 11,0 37,6 47,6 5,8 12,6

& - Para cada tempo de reaccéo foi retirado umatears 0,5 mL que foi analisada por HPLC utilizandarograma
de gradiente previamente referido com detec¢doA#2Z0 nm);

P _ O consumo de RHOAC), foi calculado com base nas areas dos cromatogramaeelagdo & area do pico
correspondente as 0 horas de reac¢éo;

¢ - A formacédo de cada produto foi calculada conehas area de cada pico em relacdo a area g®ORt),
correspondente as 0 horas de reac¢do, considegardodas as espécies tém 0 mesmo
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O Gréfico 9 representa a percentagem de consumo e formacaeatgntes em funcéo
do tempo de reaccéo.
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Grafico 9 - Percentagem de consumo dos reagentes e formasdwatiutos identificados em fun¢&o do tempo de
reaccad

- Condigdes experimentais: RBAc), (5,0 mg), L)-Me-O-Tyr (11,0 mg; 5 eq.), D, 80°C

A reaccdo com este aminoacido apresenta uma seladi semelhante a da reaccao
com o aminoacidoL)-PhAla, ambas a 80°C.

O Gréafico 10 demonstra o consumo de &RDAc),, (L)-PhAla e [)-Me-O-Tyr nas
reaccdes térmicas com os aminoacidgsPhla e [)-Me-O-Tyr, respectivamente. O
consumo de RIOAc), apresenta o indice (1) na reaccao com)&hla e o indice (2)
com a [)-Me-O-Tyr.

88



100 M
w0
3 80 -
[
(0]
o
g

60 -
. —8— Rh2(0Ac)4 (1)
= —o—(L)- PhAla
2 40 -
S ——Rh2(0AC)4 (2)
< Me-O-
S 50 (L)-Me-O-Tyr

O T T 1

0 20 40 60
t (h)

Gréfico 10 - Percentagem de consumo dos reagentes nas res&gdiess a 80°C com os aminoacidiosRhAla (1)
e L)-Me-O-Tyr (2)

O consumo do reagente comum -{Ac), - ocorre de forma mais lenta na reacgao
com o aminoacidoL()-Me-O-Tyr. Por sua vez, o consumo dos aminoacidos acanapa
esta tendéncia, indicando a formacdo de espécimsacanesma estequiometria de
ligandos permutados. Contrariamente ao esperagoesenca de um grupo doador
electronico em posi¢cdo para- no anel aromético LdaPijAla contribuiu para uma
diminuig&o do caracter coordenante/doador do amidoAcontudo este facto pode ser
devido a questdes de impedimento estereoquimico.utifzacdo de diversos
substituintes no anel aromatico, com diferentepnedades electronicas, permitird o
estabelecimento de uma correlagéo.

O préximo passo no desenvolvimento deste trabadhé @ isolamento dos respectivos
isdmerosvia HPLC semi-preparativo. Esta técnica proporcionabéer os diversos
isbmeros em elevado grau de pureza, que seracaa@di por espectroscopia de massa
para elucidacdo parcial da estrutura de cada ishmemeadamente o tipo € o numero
de ligandos presentes. A elucidacao posterior stagteras sera efectuada por raios-X.

Os compostos ja identificados como os produtogjpdis da reac¢cdo base deste estudo
- Rh, D e Rh; E - seréo isolados e aplicados na reaccédo de eatl®s estudos de
actividade biologica previamente estabelecidos. f@sultados obtidos seréo
comparados, ndo s6 com os previamente obtidoscpelplexol09, visto que este nao
se encontrava em elevado grau de pureza, como mancbéparados entre si. A
elucidacao estrutural de cada composto (possiveémsdmeros geométricos) permitira
estabelecer uma relacdo entre estrutura e actaddzatalitica e biologica.
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O isolamento dos isémeros esta em decurso, tendorseguido encontrar condigdes
experimentais de resolucdo dos isomeros no HPLG-m@parativo. NaFigura 65
encontra-se o cromatograma obtido na coluna sespigpativa Phenomenex Luna 10u
C18, com um eluente isocréatico de 75:25 d®H;CN (ambos 0,01% TFA) assim
como a correspondéncia entre picos e compostas cEshatograma corresponde a um
ensaio preliminar de obtencdo de um método densmito dos isbmerd’h, D e Rh;

E.

140000 -
120000 - Rh(OAC) Rhﬂz ® Rh, E
100000 - n
80000 4 (L)-PhAla Rh, C
60000 -
40000 - Rh, A
20000 - Rh, B U
0 T T T T T T ,
0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 65 - Imagem do cromatograma obtido nas condi¢des deCHemi-preparativo, detec¢do UV cam220
nm, coluna Phenomenex Luna 10y C18(2), eluente t&250:CH;CN (ambos com 0,01% TFA)
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3.3.Conclusodes

A catalise e, mais especificamente, a catalisengsca, assume um grande impacto no
quotidiano da quimica, ndo sé a nivel de labom@t@omo também a nivel industrial.
Os compostos di-rodio(ll) séo catalisadores de rdage transformacdes quimicas,
apresentando Optimos resultados a niveis de renthmselectividade (régio e estéreo),
turnover numbete reutilizagcdo. Por outro lado, nas ultimas désddm-se verificado
um interesse crescente na aplicacdo de composteads em metais de transicdo, em
especial Pt, Re, Rh e Ru como agentes de quimpidéer&sta grande ambivaléncia
demonstra a enorme potencialidade na descoberiavibs complexos de di-rédio(ll) -

o principal objectivo deste trabalho.

Neste trabalho desenvolveu-se uma metodologia@earme compostos de di-rédio(ll)
por HPLC que permite o desenvolvimento de estuth@ticos das reacc¢des de permuta
de ligandos.

Os produtos principais da reaccao entre g(®Ac); e a ()-PhAla -Rh, D eRh; E -
correspondem, possivelmente, a isomeros geomeétisies produtos serdo isolados,
identificados e aplicados na reaccéo de catalistedemposicdo de compostos diazo e
nos estudos de actividade bioldgica.

A reaccdo base para o presente estudo demonstrdorsamente influenciada por
pequenos parametros como a temperatura da reac@tiacdo microondas, a presenca
de uma base inorgénica e a presenca de um gruplordelactronico no anel aromatico
da ()-PhAla (L)-Me-O-Tyr).

A reaccdo entre o R{DAC), e a [)-PhAla em 4gua foi realizada a trés temperaturas
diferentes 80, 100 e 120°C, observando-se um candemeagentes mais rapido quanto
maior a temperatura. Por outro lado, a reac¢cad®@ &fnece o isémerBh, D (109

em maior propor¢do do que o isom&thb, E, contrariamente ao que se observa nas
reaccoes a 100 e 120°C, nas quais se observa werada de proporcdo entre estes
isbmeros. Por fim, apenas a cinética a 120°C permitonsumo total de R®AC),
durante as 52 horas de reaccéo estudadas, obses@mmdconsumo praticamente total
deste reagente as 23 horas (3%); o prolongamesta teaccao conduziu a conversao
do produtaRh,; D emRh; A.

A mesma reaccdo conduzida por microondas (80°Glagigela poténcia de 1 W)
demonstrou ser, até as 3 horas e 45 minutos deaacsotoriamente mais rapida do
que a analoga térmica, o que sugere um equilibtie @s cinéticas de coordenacéo da
(L)-PhAla e re-coordenacéo do AcOH livre em solugéo.

Por esta razdo, realizou-se a mesma reaccdo nanpaesle uma base inorganica
(N&COs3) numa tentativa de aprisionamento no AcOH libertadh reaccdo. Esta
reaccdo demonstrou a formagdo de novos produtagsaapando um deles um
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comportamento cromatografico semelhante ao isOrRro E obtido nas restantes
reaccoes.

Por fim, o estudo da reaccéo entre g(RWAcC), e a [)-Me-O-Tyr em agua foi realizado

a 80°C, permitindo comparar as cinéticas de coaigin dos dois aminoacidos. A
reaccdo coml(-Me-O-Tyr apresentou menores consumos de reagentesnegatlo ao
facto de que estes aminoacidos apenas diferirem sulostituinte do anel aromatico,
pode-se concluir que a presenca de grupos subgtguno anel aromatico da){PhAla
afecta a cinética de coordenacao de ligandos. &tartrente ao esperado, a presenca do
grupo metoxi em posicado para- no anel aromaticariboinu para uma diminuicdo do
caracter coordenante/doador do aminoacido, condudmética de coordenacdo mais
lenta pode dever-se a ponderacéo dos factoresoglect e estereoquimico.
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4. Seccao Experimental
4.1.Seccao Experimental do Capitulo |

4.1.1.Procedimentos Gerais

Todos os solventes usados nas reaccdes foramadestie secos sob atmosfera de
Argon, de acordo com os procedimentos g8taisomeadamente: diclorometano
destilado sob CaHl tetra-hidrofurano destilado sob GaHirietilamina destilada sob
CahH.

Os restantes solventes usados nas extraccOesjcagpdds por cromatografia e
nanofiltracdo foram apenas destilados, nomeadamemetato de etilo, acetona,
diclorometano, etanol, éter etilico, hexano, mdiantueno.

Todos os reagentes foram adquiridos comercialngeherck, Sigma-Aldrich e Fluka.

As cromatografiadlash foram realizadas em silica da Merck (Ref. 10938%)da
Sharlau (230-400 mesh ASTM).

As purificacfes por placa preparativa de cromaf@yemn camada fina (PCCF) foram
realizadas em silica com revelador 60 G F254 dak@ef. 107730).

As misturas reaccionais foram analisadas por cragnafia em camada fina (CCF) em
silica com revelador 60 F254 da Merck (Ref. 105584)em alumina neutra com
revelador 60 F254 da Merck (Ref. 105550). A deteatd CCF foi efectuada com luz
UV a 254 nm, com acido fosfomolibdénico ou com KMnOs eluentes sdo descritos
em cada procedimento experimental.

Os espectros de RMN foram recolhidos num Ultradhigduker Avance 11 300 ou
Bruker Avance Il 400 com CDE&ktomo solvente. Todos os desvios quimicosHie

13C estdo emppm relativamente ao TMS usado como padrdo externoad aab
constantes de acoplamento estdo expressas em Hz.

A maioria dos espectros ndo se encontra identdieadndendo a existéncia de elevada
quantidade de material polimérico ou de degraddgdoprodutos. Apenas se procedeu
a identificacao correcta dos espectros que peamitiealmente identificar os produtos
obtidos. Todos 0s outros espectros contribuirara padesenvolvimento do trabalho e
permitiram tirar conclusdes acerca do rumo dességndo descritas as principais
conclusdes que cada espectro permitiu retirar.

O aparelho de CG usado é da marca SHIMADZU (GC-RGim uma coluna TRB-
50, TR-500233, com comprimento de 30,0 m e diamatterno 0,32 mm. A
temperatura maxima € de 250°C, utilizando-se urpasssraf{lm thicknesy de 0,25
pum; o fluxo utiliza como gas de arrastamento Hépordade linear: 35,0 cm/s, fluxo
total: 106,7 mL/min; fluxo coluna: 2,03 mL/min, éxsplit.: 50,0; a temperatura do
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injector foi de 280°C, do detector SFID1 de 300¥aeoluna de: 70°C (10 min), 100°C
(taxa de aumento=2, 5 min), 200°C (taxa de auménto=

As membranas de nanofiltracio DURAMEM e STARMEMafar fornecidas pela
Membrane Extraction Technology Ltd, UK (MET); DURAW™ ¢é uma marca da
MET; STARMEM™ é uma marca da W.R. Grace & Co., USA.

4.1.2.Reaccdo de Prins entre o ciclopentadieno e o pararmaldeido em &cido
férmico
4.1.2.1.Cracking do diciclopentadieno

O procedimento decracking do diciclopentadieno foi seguido de acordo com a
referéncid’.

O ciclopentadieno existe na forma dimérica, umaquez sofre reaccao de Diels-Alder.
A cisdo do diciclopentadieno ocorre por via térmicarca de 200°C), sendo que o
ciclopentadieno destila a temperatura de 41°C. mstedmero € recolhido num baldo
em banho de gelo, de forma a evitar a dimeriza@asistema derackingfoi purgado
com Argon, de forma a tornar o meio inerte.

4.1.2.2.Reacc¢do de Prins entre o ciclopentadieno e o pararfnaldeido em &acido
férmico

H o)
N
el § 8
O —t Lo
HCO,H
1 69

Produtos Prins

Esquema 39- Esquema da reaccéo de Prins entre o ciclopentadie para-formaldeido

O procedimento desta reaccao foi realizado de aamth Bajorelet al?.

Uma solucéo de acido formico (10 mL; 265 mmol)rifluxada com para-formaldeido
(1,4 g; 46,6 mmol) até se obter uma solucdo limpAdsolucéo foi arrefecida até cerca
de -10°C, com agitacdo, num banho de &agua, gelo a€l. NAdicionou-se
para-formaldeido (1,0 g; 33,3 mmol) e, posterionaenuma adi¢do lenta gota-a-gota o
ciclopentadieno recentemente destilado (1,29 2 ih8; 19,5 mmol). Manteve-se a
solucdo a temperatura de -10°C por 2 horas e depeigeve-se a temperatura
ambiente, tendo esta passado de incolor com pladide para-formaldeido insolaveis
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para preta gradualmente. A reaccéo foi seguideC@¥i e reagiu durante cerca de 60
horas, obtendo-se uma solucdo preta como espdradsilica, Hexano/AcOEt 8:2):
0,61.

Para owork-updesta reacc¢do, diluiu-se a mistura reaccional &gua e neutralizou-se
com NaHCQ. Depois, filtrou-se a solucdo para a remocgéo dalsfo preta formada e
procedeu-se a extraccdo com éter etilico, utiliracdmo fase aquosa uma solucao
aquosa saturada em NaCl. A fase organica - solaigéwelada - foi seca utilizando-se
como agente excicante p&O; anidro e, apds nova filtragdo, evaporou-se o stdve
presséo reduzida, obtendo-se um oleo larbrfjg249 g), R (silica, Hex/AcOEt 8:2):
0,61.

Este 6leo laranj& foi purificado por cromatografia em coluna, comxHeOEt num
gradiente de 100% Hex a 20% AcOEt, tendo-se redwlbifraccdes ka (3 mg),Ib (28
mg), Ic (11 mg),ld (22 mg),le (250 mg) df (254 mg), que foram analisadas pdr
RMN.

As fraccOeda (Anexo 5.1.2 Figura 69) e Ib indicam a presencga dos produtos Prins
assim como produtos estruturalmente semelhantasidesa segunda fraccdo em menor
grau de pureza. Por sua vez, a fraclidalemonstra produtos Prins em proporcéo
minoritaria, com elevada quantidade de impurez&sitasgalmente semelhantes assim
como material polimérico. Por fim, as fraccdddf s&o constituidas maioritariamente

por material polimérico e contém residuos dos paxuPrins assim como das

impurezas estruturalmente semelhantes.

Para os diversos espectros obtidos, a contamirdgdmlimero em todas as amostras
nao permite uma identificacdo espectral com sicpuifd fisico, onde se associem
valores de desvios quimicos com protdes.

4.1.2.3.Repeticio da reaccdo de Prins entre o0 ciclopentade e o
para-formaldeido em acido férmico

A reaccao foi realizada como referido anteriormdstrcaod.1.2.9, numa escala 5
vezes superior.

O work-up desta reaccdo também seguiu a mesma metodologmlaexcepcdo do uso
de NaCOs; para a neutralizacdo da mistura reaccional. No deste procedimento
obtiveram-se 7,625 g do 6leo larahja

A destilacdo do dleo laranja (7,625 g) foi realizada a pressao reduzida, tesedo-
recolhido duas frac¢fes distintas: a priméi@arecolhida a 110°C (3,3673 g; Rilica,
Tolueno/Acetona 9:1): 0,68) e a segurtta a temperatura de 140°C (0,5183 g; R
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(silica, Tolueno/Acetona 9:1): 0,43, banda comstaraento), com aparéncia viscosa. A
anélise porH RMN e®*C RMN da fraccédlb (Anexo 5.1.2 Figuras 72e 73) mostrou

a existéncia de picos poliméricos, facto que camjugpm a sua elevada viscosidade e
banda de arrastamento na CCF. Por sua vez, adrdacdAnexo 5.1.2 Figuras 70e

71) evidenciou estruturas dos produtos Prins, contwo elevado grau de impureza.
Também nesta amostra, a contaminacdo de polimergednite uma identificacdo
espectral correcta, na qual se associem valoresde®gios quimicos com
protdes/Carbonos.

Uma amostra da fraccdla (0,2016 g) proveniente da destilacdo a pressawickl foi
purificada por cromatografia em coluna, com Tol#oa num gradiente de 100% Tol

a 20% Acetona, tendo-se recolhido 3 fracddes, 11a2 e lla3, que foram analisadas
por 'H RMN e **C RMN. A fraccdollal (Anexo 5.1.2 Figuras 74 e 75) demonstrou
corresponder a uma mistura dos produtos HAri@$§9 - Figura 66 - em grau de pureza
satisfatorio. Por sua vez, a fracg#R corresponde a esta mistura em grau de pureza
inferior e a fraccadla3 corresponde a material polimérico.

Figura 66 - Estrutura dos produtos Prihie 69 numerada para analidd RMN

llal - *H RMN (300 MHz, CDC}, 25°C, TMS)3 1,96-2,0 (2H, m, k& Hye), 2,41-2,51
(A1H, m, H), 2,92-3,2 (3H, M, &} Hy4, His), 3,97-4,17 (4H, m, B Hs, Hiz e Hig), 5,59-
5,85 (2H, m, H, H17), 5,85-6,0 (4H, m, H Hg, H13, ng), 7,95-8,0 (4H, S, H Hlo, Hlle
H.). E de salientar que as integracbes obtidas npsck&es ndo correspondem
exactamente ao numero de protdes indicados, umguens produtod e 69 ndo se
encontram presentes na amostra em proporc¢descaénti

0 Osy0 0
o L, 7 y 1o
\ 0 g 016
4 5 13 14
1 69

Figura 67 - Estrutura dos produtos Prihe 69 numerada para anali$i€ RMN
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llal - 3C RMN (300 MHz, CDC}, 25°C, TMS):3 33,1-34,4 (G, Cyp), 42,7-43,8 (G,
Ci1), 64,7-66,4 (G, Cio), 76,8-81,8 (G Cis), 128,2-131,1 (&, Ci4), 136,7-138,2 (&
Cs), 160,71-160,86 (G Cs, Co € Gie).

4.1.3.Screening de catalisadores para a reaccao de Prins entre &lopentadieno e
o para-formaldeido em acido férmico

O screeningfoi realizado pela adicéo de 0,2 equivalentesatalisador em relacdo ao
ciclopentadieno a reaccao descrita na sed¢ci@.2 com excepcdo do ensdib cujo
catalisador AuCIPRPhque foi utilizado em 0,02 eq. Foram realizadassds@ssdes
experimentais, com 9 ensaios cada, sendo os ensdinema escala 1/5 da descrita e
0S ensaios J-R numa escala 1/10 da descrita.

H
o HCO,H
O ——

0,2 eq. catalisador

Esquema 40 Screeningle catalisadores na reaccéo de Prins entre geidladieno e o para-formaldeido em acido
férmico

4.1.3.1.Ensaios A-l descreening de catalisadores para a reacgédo de Prins entre o
ciclopentadieno e o para-formaldeido em acido férroo

Uma solucéo de acido formico (20 mL; 530 mmol)rifluxada com para-formaldeido
(2,8 g; 93,2 mmol) até se obter uma solucao limpidansferiu-se 2 mL desta solucdo
para cadaial A-1 contendo a devida quantidade de catalisad@8(thmol, cf.Tabela

10) e as misturas reaccionais foram arrefecidasetgaae -10°C, com agitacdo, num
banho de agua, gelo e NaCl. Em cada ensaio adiciem@ara-formaldeido (0,2 g; 6,6
mmol) e, posteriormente, numa adicdo lenta o cesltgdieno recentemente destilado
(0,258 g; 264 pL; 3,9 mmol). As adicOes de cicldpdieno referentes aos ensaios D e
E demonstraram elevado caracter exotérmico com rsseqoente formacdo de
precipitado preto. As misturas reaccionais mardgivese a temperatura de cerca de -
10°C por 2 horas e depois a temperatura ambiesteeadcOes foram seguidas por CCF
e reagiram durante cerca de 60 horas, obtendohsedes com diferentes cores ¢ R
(silica, Hexano/AcOEt 8:2)Fabela 1Q

O work-up foi realizado a 0,25 mL de cada mistura reaccioaaicionando-se
lentamente 0,5 mL de agua, seguido de solucacesi@ae NaHC@até a solucao estar
neutra (andlise por papel revelador de pH). A egfia foi realizada com éter etilico,
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seguida de secagem da fase organica com agentamecNaSO, anidro, filtracdo e
evaporacao do solvente.

A Tabela 10sumariza as observacdes experimentais consideradaantes para cada
amostra, como a cor da mistura reaccional aposacgec60 horas e o;Rsilica,
Hex/AcOEt 8:2) apdwork-updas reaccoes.

Tabela 10- Observagdes experimentais - cor da reaccdd®liRa, Hex/AcOEt 8:2) - dos ensaios A-l slgeening
de catalisador para a reac¢éo de Prins entreapeitfadieno e o para-formaldeido em acido férmico

Entrada | Catalisador | Massa (mg) | Cor dareacc¢do R
A Branco 1 - Preto 0,45
B p-TsOH 156 Preto 0,21
C ZnClh, 109 Preto 0,21; 0,45
D FeCk 129 Preto 0,21
E BF,OEY 96,2 uL Preto 0,21
F CaC}2H,0 114 Preto 0,21; 0,44
G MgO 32 Cinzento 0,21; 0,56
H CuChL2H,0 133 Preto 0,21
| LaCls 192 Preto 0,21

4.1.3.2.Ensaios J-R descreening de catalisadores para a reac¢ao de Prins entre o
ciclopentadieno e o para-formaldeido em &cido férmb

Uma solucéo de acido formico (10 mL; 265 mmol)rifluxada com para-formaldeido
(1,41 g; 46,6 mmol) até se obter uma solucéo limpidansferiu-se 1 mL desta solucdo
para cadaial A-1 contendo a devida quantidade de catalisad@9(thmol, cf.Tabela
11) e as misturas reaccionais foram arrefecidaseatgaae -10°C, com agitagdo, num
banho de agua, gelo e NaCl. Em cada ensaio adiciem@ara-formaldeido (0,1 g; 3,3
mmol) e, posteriormente, numa adi¢cdo lenta o cesltgdieno recentemente destilado
(0,129 g; 132 pL; 1,95 mmol). As misturas reacc®maantiveram-se a temperatura de
cerca de -10°C por 2 horas e depois manteve-sa@etatura ambiente. As reaccdes
foram seguidas por CCF e reagiram durante ceréd teras, obtendo-se solu¢cdes com
diferentes cores e;Rsilica, Hexano/AcOEt 8:2)Fabela 11

O work-up foi realizado a 0,25 mL de cada mistura reaccjoaaicionando-se
lentamente 0,5 mL de agua, seguido de solucacesitule NaHC@até a solucéo estar
neutra (andlise por papel revelador de pH). A egfia foi realizada com éter etilico,
seguida de secagem da fase organica com agentamecNaSO, anidro, filtracdo e
evaporacao do solvente.

A Tabela 11sumariza as observacdes experimentais considemdaantes para cada

amostra, como a cor da mistura reaccional aposacgec60 horas e o:Ksilica,
Hex/AcOEt 8:2) apdwork-updas reaccoes.
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Tabela 11- Observagdes experimentais - cor da reaccdd®liRa, Hex/AcOEt 8:2) - dos ensaios J-Rsdeeening
de catalisador para a reac¢éo de Prins entreapeitfadieno e o para-formaldeido em acido férmico

Entrada Catalisador Massa (mg) | Cor da reacgao R
J Branco 2 - Preto 0,42
K Amberlyst 17 Preto 0,42
L Molecular Sieves 16 Cinzento 0,42; 0,69
M CoClL'6H,0 94 Preto 0,42
N AuCIPPh 20 Preto 0,41
(@] PdC} 70 Castanho 0,41
P RuCkxH,0O 80 Verde escuro -
Q SnC}2H,0 88 Preto 0,14; 0,41
R AICl; 52 Preto 0,14

4.1.4.Reaccdo de Prins entre o ciclopentadieno e o pararmaldeido em &cido
férmico catalisada por LaCl

H /O\¢O
OT HCOH ¢
H n \
O - Lo
0,07 eq. LaCl3
70

Esquema 41- Reaccéo de Prins entre o ciclopentadieno e ofparaldeido em acido férmico catalisada por lsaCl

Uma solugédo de acido formico (50 mL; 1,3 mol) fefluxada com para-formaldeido
(7,008 g; 233 mmol) até se obter uma solucéo limmpkl solucdo foi arrefecida até
cerca de -7°C, com agitacdo, num banho de agua, geNaCl. Adicionou-se
para-formaldeido (5,008 g; 167 mmol), La@2,508 g; 0,07 eq.) e, posteriormente,
adicionou-se gota-a-gota o ciclopentadieno recesnéendestilado (6,45 g; 6,59 mL; 98
mmol). Manteve-se a solucédo a temperatura de -@?Q jporas e depois manteve-se a
temperatura ambiente, tendo esta passado de immotoparticulas de para-formaldeido
insolGveis para preta gradualmente. A reaccéo dguisla por CCF e reagiu durante
cerca de 60 horas, obtendo-se uma solugéo preta esperado.

Para owork-updesta reacc¢do, diluiu-se a mistura reaccional &gua e neutralizou-se
com NaCQO;. Depois, filtrou-se a solugcéo para a remocao dalsgo preta formada e
procedeu-se a extraccao (éter etilicopClrle 2 x AcOEt), utilizando como fase aquosa
uma solucdo aquosa saturada em NaCl. A fase oggasiclucdo amarelada - foi seca
utilizando-se como agente excicante;Bla; anidro e evaporou-se o solvente a pressao
reduzida, obtendo-se um o6leo laranja (5,042 gfsiftca, Hex/AcOEt 8:2): 0,09 e 0,30.
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Uma amostra deste 6leo foi submetida a cromategeafi coluna, com Hex/AcOEt
80:20, seguida de cromatografia em placa prepatatoom Hex/AcOEt 50:50,
obtendo-se duas fraccdes que foram analisada$ip@MN e *C RMN (Anexo 5.1.2
Figuras 76-79 - umallla com uma mistura de 2 compostos e oliita com um
composto cuja identificacdo estrutural indicou amposto 70. Esta amostra foi
submetida a analise de massadxo 5.1.3 Figura 108) e, embora o espectro obtido
suporte a estruturd0, ndo lhe confere validade absoluta. O espectrol®laipresenta
uma linha de base com muito ruido, atendendo ars#isecisbes moleculares dos
oligdbmeros presentes da amostra e os picos de m&osidade relativa correspondem
a ides moleculares possiveis, embora ndo absalatetucidacdo da estrutur. Para
além disso, verifica-se a presenca de um ido mialecaom massa molar
correspondente & molécui@ associado ao Nala matriz (m/z =251).

Uma nova amostra deste 0leo (2,755 g) foi destitagyaessao reduzida, contudo esta
operacao apenas forneceu uma gota de destilad@agpésimento do banho a 160°C.

4.1.5.1solamento e identificacdo dos novos produtos Pringbtidos na reaccédo de
Prins catalisada pelo LaC}

4.1.5.1.Derivatizacdo de 70 com vista a obtencédo de 73

MeONa
MeOH / 5 N02
— ™ HO

N(Et)3 CH20I2
72

Esquema 42- Esquema da reacc¢éo de derivatizacdd0dmm o objectivo de obtéi3

A uma solucéo do triéstétO (2,287 g; amostra da experiéndid.4) em 10 mL de
MeOH adicionou-se MeONa (0,5925 g) a temperaturdieme e em atmosfera de
Argon e seguiu-se a reaccéo por CCF. Apds 6 ha@s@eratura ambiente, colocou-se
a mistura reaccional num banho a 45°C e deixoeagirmais 24 horas. O solvente foi
removido a pressao reduzida e o tfi@ foi apenas identificado por CCk ilica,
Hex/AcOEt 7:3):0,11.
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A uma solucéo do triof2 e TEA (4 eq.; 5,56 mL) em GBI, sob atmosfera de Argon
em banho de gelo adicionou-se uma solucdo de alaiet4-nitro-benzoilo (3,3 eq.;
6,14 g) em ChHLCI, para dar a espéci8. Dada a baixa solubilidade do cloreto de acido
no solvente, a adicdo néo foi lenta, verificandasseelevado caracter exotérmico da
reaccao. A reaccao foi seguida por CCF e prossegi@mperatura ambiente durante 21
horas e por mais 27 horas num banho a 40°C, tendbtglo uma solucédo acastanhada.
Apoés evaporacao do solvente adicionou-se EtOH gsgagurar consumo completo do
cloreto de acido e deixou-se a reagir durante ceéecama hora. A analise por CCF
indicou a formacéo de 2 produtos mais apolaregsikRca, Hex/AcOEt 7:3):0,73 e:R
(silica, Hex/AcOEt 7:3):0,83. A mistura reaccional €romatografada por PCCF de
silica com Hex/AcOEt 7:3, de onde foram isoladdmbcbesiVa-e. A anélise porH
RMN e *C RMN da amostra mais purf/&, Anexo 5.1.2 Figura 80) demonstrou
degradacdo do produi@3, dado que as integracdes das zonas aromaticéimaaendo
correspondem.

4.1.5.2.Derivatizacédo de 70 com vista a obtencéo de 74 Vialrélise com NaOH

/O\¢O /OH )OJ\ /O
0 o)
L O_o NoOH o 9, oo
© EtOH HO © \f
t N(Et); CHyCl,
70 72 74

Esquema 43 Esquema da reaccao de derivatizacdd0dsom o objectivo de obt&

A uma solucéo do triést@0 (1,07 g; amostra da experiéndid..4)em 10 mL de EtOH
num banho de gelo adicionou-se NaOH (3 eq.; 0,58 dgye permaneceu
maioritariamente insolGvel. Seguiu-se a reaccdo QOF e ao fim de 20 horas de
reaccao a temperatura ambiente detectou-se a faontp@ntitativa da espéci@ por
CCF - R (silica, Hex/AcOEt 7:3):0,11. A mistura reaccionai filtrada para remocéo
das particulas de NaOH insoluveis e o solventeviaporado a pressao reduzida.

A uma solucao do triol2 (~1 g) e TEA (10 mL) em Ci€l, (25 mL) sob atmosfera de
Argon em banho de gelo adicionou-se lentament@@td de acetilo (5 eq.; 3,2 mL)
em CHCI, para dar a espéciéd. A andlise por CCF desta reaccdo ndo pareceu
promissora, pelo que nao se procedeu ao isolamdeste produto.

101



4.1.5.3.Derivatizacdo de 70 com vista a obtencéo de 74 \@mindlise

O 0 _OH O O 0o
(0] (0]
W o, NH; P OH AOJ\ - Mo O _o
0 ) ———HO O 7‘
J veoH N(Et)s, THF
70 72 DMAP (cat.) 74

Esquema 44- Esquema da reac¢do de derivatizac&tOd®mm o objectivo de obt&i

A uma solucéo do triestatO (2,064 g; amostra da experiéndid.4d em de MeOH
(altura da solucdo no reactor: 4 cm) num reactaaldepressao, num banktucha -
40°C, fez-se borbulhar NHQuando a altura da solu¢do no reactor atingib, 9€m, o
reactor foi selado e deixou-se a reaccdo prossadeinperatura ambiente durante cerca
de 24 horas. Apos remocgdo do excesso dg, MMaporou-se o solvente a presséo
reduzida e dividiu-se a amostra do trf@ (R (silica, Hex/AcOEt 7:3):0,11) em duas
fracgOes distintas.

A uma solugdo do triof2 (~1 g) em THF (22 mL) sob atmosfera de Argon emhba
de gelo e TEA (4 eq; 4 mL) adicionou-se lentamenéaidrido acético (3 eq.; 2 mL) e
seguiu-se a reaccao por CCF durante 26 horas. &tdodao baixo desenvolvimento da
reaccao, apos esse tempo adicionou-se uma quantidealitica de DMAP e deixou-se
a mistura reaccional a reagir durante 3 dias. Apdporacdo do solvente a presséo
reduzida obteve-se um Oleo laranja escurp($Rica, Hex/AcOEt 7:3):0,34) que foi
purificado por cromatografia em coluna utilizandomo fase mdével um gradiente de
100% hexano a 30% acetato de etilo, tendo-se ridcothfracgcded/a-b, com aspecto
de oOleo amarelo. A primeira fraccava( Anexo 5.1.2 Figuras 81 e 82) parece
corresponder a uma mistura de dois produtos conelbantas estruturais, dificil de
identificar e a segund&p) material polimeérico.
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4.1.5.4.Derivatizacdo de 70 com vista a obtencédo de 75

Ph
Kﬁo
/O\¢ _0O
(@) 0]
\ CI . o)
”@ ) ”@ 2*0“@ :
MeOH N(Et);, THF, DMAP C
75 Ph

Esquema 45 Esquema da reacc¢do de derivatizac@d0dmm o objectivo de obt&ib

A uma solucéo da segunda fraccdo do #®(0,7627 g) em THF (10 mL) e TEA (4
mL) sob atmosfera de Argon em banho de gelo adicia® lentamente uma solugéo do
cloreto de fenilacetilo (4,33 g; 3,7 mL; 4,0 eq) &MF (10 mL) também em atmosfera
de Argon. Dada a formacéo de espuma e precipitaticionou-se mais 5 mL de THF e
deixou-se a mistura reaccional - solugcdo cremeeigeratura ambiente. Seguiu-se a
reaccdo por CCF e ap6s 6 horas adicionou-se umdidmae catalitica de DMAP.
Apos cerca de 24 horas a andlise por CCF mostroaamsumo completo do triglo.
Procedeu-se a extraccdo com THF e,Clh secou-se a fase organica com,SIQ;
anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente a aessduzida. Esterudefoi purificado
por PCCF usando como eluente Hex/AcOH 7:3, tendubtdo 4 fracgGes de aparéncia
6leos amarelados. A andlise ptt e *C RMN demonstrou que apenas uma das
fracgBes continha sinais olefinicos, contudo o @spendo foi suficiente para a sua
identificacdo. Foi ainda possivel identificar asténcia do ataque do MeOH (residuos
da amindlise) ao cloreto de acido. A amostra queirgoa sinais olefinicos (31 mg) foi
novamente purificada por cromatografia, obtend@iseng de um 6leo amarelo palido
cujos espectros déH RMN e *C RMN (Vla, Anexo 5.1.2 Figuras 83 e 84)
demonstram degradacao do produto, visto que n&seqmiam protdes olefinicos.

4.1.6.Tentativa de optimizacao adicional da reaccao de s catalisada por LaCk

Realizaram-se 4 reac¢fels4) similares a descrita na secgéid.4 numa escala % da
referida na secc¢é@d.1.2.2 As alteragbes consistem nas fontes de acido dastxd
utilizadas: acidos férmico e acético e férmico (B para ambos) e de formaldeido:
para-formaldeido (0,7 + 0,5 g) e formaldeido aqu®&® (3,2 mL). Na reaccabnao
foi utilizado acido de Bronsted pelo que se utilizon solvente aprotico - THF (5 mL).
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As reaccOes foram seguidas por CCF, sendo queaagOesl-3 demonstraram a
formacao de produtos Prins, ao contrario da rea¢gf® ndo demonstrava a formacao
de qualquer tipo de produto.

Ap6s work-up verificou-se que a reaccadd apresentava um rendimento
substancialmente inferior pelo que apenas as reactée 2 foram isoladas por
cromatografia em placa. A analise parRMN (Anexo 5.1.2 Figuras 85e86) indica a
presenca de elevada quantidade de material polion§ue néo permite uma correcta
identificacao estrutural.

A Tabela 12 sumariza as condi¢Oes reaccionais alteradas faeacgdo descrita na
seccao4.1.2.2 as observacdes experimentais e;qsiica, Hex/AcOEt 7:3) e massa
obtidos apésvork-up

Tabela 12- Condi¢des experimentais, observacdes e Rf e mabtdes aposvork-updas reaccdes4

Entrada Acido de Bronsted Formaldeido Observacbes R Massa (mg)
1 Acido férmico Formaldeido aquoso 37% Solugdo acdwstda 0,16; 0,54 790,7
2 Acido acético Formaldeido aquoso 37% Solucéo creme 0,16; 0,54 866,2
3 Acido acético Para-formaldeido Solugéo castanharesc 0,16; 0,54 310
4 - Formaldeido aquoso 37% Solugéo Incolor -

4.1.7.1solamento dos novos produtos Prins com recurso anofiltracéo.

Apo6s lavagem do PEG da membrana, foi introduzideastra na célula dissolvida em
8 mL de AcOEt. Foi aplicada uma pressdo no extreoperior da célula com N\e
recolheu-se 4 mL de permeado. Ambas as frac¢coesngado (fraccdo que atravessa a
membrana) e retentado (fraccdo que permanece ua)ck&ram recolhidas, o solvente
evaporado a pressao reduzida e analisados por CCF.

Realizaram-se 3 ensaios de nanofiltracdo utilizé®aoembranas distintas. Fabela
13 sumariza as condi¢des de cada ensaio.

Tabela 13 -Condi¢des dos 3 ensaios de nanofiltragdo (presgiac@o e massas)

Presséo Agita a0 Mamostra Mietentado
Entrada Membrana “ (bar) (rpn%) (mg) (mg) Mpermeado (MY)
1 MET DURAMEM™ 300 500 509,7 375,2 89,3
2 MET STARMEM™ 122 22 300 502,0 293,1 457
3 MET DURAMEM™ 200 22 300 3715 190,3 109,3

As amostras de retentado e permeado de cada dosmio analisadas pdH RMN e
13%C RMN, tendo-se concluido que ocorre uma conceiraips novos produtos Prins
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no permeado, verificando-se que uma consequentar maumulacado de polimero no
retentado.

Realizaram-se 4 cromatografias em placa preparatsgpermeados dos 3 ensaios que
sofreram purificagdo por nanofiltracdo e uma quactproduto obtido apasork-upda
reaccdo drude. As fraccdes isoladas foram analisadas fdr RMN, tendo-se
verificado uma maior purificacdo da amostra daaglarl, ndo s6 em relacdo as
entrada2 e 3, como também aorude Os espectros referentes as amostrdsapos
nanofiltracdo - retentato' RMN) e permeato’d RMN e *C RMN) - e apds
cromatografia do permeatdH RMN), assim como os espectros cmde antes {H
RMN e *C RMN) e depois de cromatografitH(RMN) sdo apresentados Amexo
5.1.2 Figuras 77-101

Realizou-se uma sessdo de nanofiltragdo com plerfitale-up(ensaiod) numa célula
de maior volume, utilizando-se a membrana MET DUREM™ 300. A presséo
aplicada foi cerca de 20 bar com uma agitacao Ge30Q.

Dissolveu-se a amostra proveniente da reaccaoine ¢atalisada pelo Lag{4,3267 g
de amostra em 30 mL AcOEt) e introduziu-se nedidaséaplicou-se a pressao alvo e
fez-se sucessivas recolhas de permeado (12x15 melppsicéo de solvente.

As solucdes dos 12 permeados e do retentado forapoedas a pressao reduzida e
foram analisadas por CCHI RMN e **C RMN. A anélise espectral relevou que 0s
permeados 1-5 estavam em grau de pureza supesoreatantes e, portanto, estes
permeados foram seleccionados para cromatografigracac 88,7%).

Realizaram-se 23 cromatografias em placas prepasaéi amostra dos permeados 1-5
(3,836 g), obtendo-se 394,2 mg de amostia (Ncromatograiz 10,7%), em maior grau
de pureza verificada poH RMN e**C RMN (Anexo 5.1.2 Figuras 102e 103.

Uma amostra do produto obtido foi submetida a urn@anplaca cromatografica,
obtendo-se uma amostvélb (Ncromatografia=65%) que foi analisada pdr RMN, **C
RMN, DEPT 135, HMQS e COSY (homonuclear de protga)exo 5.1.2 Figuras
104-107. O espectro d€C RMN indica uma amostra rica nos 2 produtos eereliftes
proporcdes, tendo sido efectuada uma corresporaléntie os sinais dC RMN e os
Carbonos dos produtd® e 71aou71b - Figura 68. O espectrdH RMN apresenta os
picos caracteristicos, com integracfes compativaiaiudo a baixa resolucdo nao
permite uma analise correcta.
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Figura 68 - Estrutura dos novos produtos Prittse 71aou 71b numerada para anali$i€ RMN

13C RMN (300 MHz, CDC}, 25°C, TMS):3 40,0 (G7 ou Gs), 44,8 (Gs ou G»), 46,3
(Ca), 46,9 (G), 63,8 (@), 64,2 (Gg ou Gy), 65,4 (G), 65,9 (G2 ou Gg), 79,0 (Ge oU
C2e), 80,8 (G), 91,3 (Gg ou G7), 130,4 (G), 131,9 (G4 ou Gy), 136,2 (G), 139,3 (Gs
ou Ga), 160,6 (Go), 160,7 (G, Cg), 160,9 (G1 ou Gy).
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4.2.Seccao Experimental do Capitulo Il

4.2.1.Procedimentos Gerais

Todos os reagentes foram adquiridos comercialmente.

O HPLC utilizado € constituido por uma bomba LC-Z0da Shimadzu, um detector
UV-Vis Gilson 118 da Merck com=220 nm. A coluna utilizada na obtencao dos
cromatogramas apresentados € KROMASIL 100 C18 0g&.x 4,6 mm).

O microondas utilizado é da CEM, modelo Discover.

Os solventes utilizados no HPLC foram a agua miéipajue foi filtrada numa
membrana de acetato de celulose (0,45 um, 47 MMC&LCN, que foi adquirido a
Sigma-Aldrich e & Panreac. Na preparacédo dos @sdat adicionado 0,01% de &cido
trifluoroacético (TFA) filtrado e, posteriormentas eluentes foram desgaseificados em
banho de ultra-sons durante 30 minutos.

Para a andlise das reaccoes entre 0#t), e a [)-PhAla foi utilizado um programa
de gradiente de 90:10 de,®tCH;CN (ambos 0,01% TFA), t=25 min; 78:22 de
H,O:CH;CN (ambos 0,01% TFA), t=60 min (periodo de trarsigés eluentes entre os
25 e os 30 minutos da corrida cromatogréfica), caodal de 1,0 mL/min. Por sua vez,
para a analise da reaccdo entre @(®Ac); e a [)-Me-O-Tyr foi utilizado um
programa de gradiente de 90:10 d®HKCH;CN (ambos 0,01% TFA), t=20 min; 74:26
de HO:CH;CN (ambos 0,01% TFA), t=60 min (periodo de trarsigds eluentes entre
os 20 e os 25 minutos da corrida cromatograficaj caudal de 1,0 mL/min.

4.2.2.Reaccéao entre Ri(OAc), e a ()-PhAla

A uma solucdo de R{DAc), (5,0 mg) em agua (5,75 mL) adicionou-gPhAla (9,4
mg) e deixou-se a mistura reaccional a agitar gpéeatura ambiente durante 80
minutos, tempo ao qual se retirou a primeira aragéthoras de reaccéo).

Colocou-se a mistura reaccional num banho a 83%2jeiu-se a reaccéo por HPLC até
as 52 horas de reaccao.

Verificou-se a mudanca da solucdo do azul tipicRdg€OAc), em agua para o verde
tipico do complexd.09,

A reaccado por microondas seguiu 0 mesmo procedanertm a variante da

temperatura de 80°C ser proveniente da aplicacdadiacédo constante de 1 W. Os
tempos de analise desta reaccdo estdo afectados) deraso devido ao tempo de
arrefecimento do aparelho, necessario para a rentagggamostras.
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A reaccdo na presenca de base inorganica foi adalizde forma analoga,
adicionando-se também a mistura reaccionalCi®a (5,2 eq.; 31,2 mg). Apds adicédo
da base, a mistura reaccional ficou azul/arroxead@os introdugcéo do baldo no banho
a 80°C, verificou-se a mudanca de cor para azublpet Apdés uma hora de reaccéo, a
solugdo adoptou a cor esverdeada, tornando-sesstar@ente mais amarelada no
decorrer das horas.

A reaccao térmica a 100°C foi realizada da mesmmasfo

A reaccao térmica a 120°C requereu a utilizacAaurdereactor de alta pressdo da
Aldrich, observando-se a precipitacdo de um sdletde.

4.2.3.Reaccédo entre RB(OAc), e a ()-Me-O-Tyr

A uma solucéo de R{OACc), (5,0 mg) em agua (5,75 mL) adicionou-k¢Ne-O-Tyr
(11,0 mg) e deixou-se a mistura reaccional a agit@mperatura ambiente durante 80
minutos, tempo ao qual se retirou a primeira aragéthoras de reaccéo).

Colocou-se a mistura reaccional num banho a 83%€gjeiu-se a reaccéo por HPLC até
as 52 horas de reaccdao.

Verificou-se a mudanca da solucdo do azul tipicRdg€OAc), em agua para o verde
tipico do complexd 11, mais claro que ©09.
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5. Anexos

5.1.Anexos capitulo |

5.1.1.Dados dos cromatogramas dscreening de catalisadores na reaccéo de Prins
entre o ciclopentadieno e o para-formaldeido

Tabela 14- Tempos de retencao, area e altura dos picosdeatograma de 5.8 mg dos produtos Prins (padréo) e

éter etilico
tr (min) Area Altura || tr (min) Area Altura |kr (min) Area  Altura
1,57 19458553 1238851 2,12 4625 131 3,71 1582 361
1,62 14353161 843965 2,21 3444 683 4,03 1119 390
1,79 1007 582 2,31 1467 545 48,73 19605 1719
1,99 9299 4522 2,41 1117 293 49,22 18257 1787
2,06 1876 941 2,61 40872603 135268991 49,64 1126 144

Tabela 15- Tempos de retencdo, area e altura dos picosdeatograma da amostra A + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area  Altura
12,34 130421 18878
28,04 41040 5443
29,47 8440 1046
29,91 150015 18307

Tabela 16- Tempos de retencao, area e altura dos picosodratograma da amostra B + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura || tr(min) Area  Altura |kr (min) Area  Altura
1,57 58646091 3522728 3,06 8550 3367 44,56 4944 44 14
1,79 4512 2632 12,39 114371 18084 48,12 2118 381
2,32 2098 960 39,56 1743 43 49,15 2838 748

Tabela 17- Tempos de retencao, area e altura dos picosdeatograma da amostra C + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico

tr(min) Area  Altura |tr(min) Area  Altura |tr (min) Area  Altura
7,75 3539 664 39,54 4371 1057 48,11 2383,7 387
8,20 2516 485 40,19 1693 406 48,453 1037,2 167,9
11,97 6731 1025 40,57 1580 319 48,672 4565,6 776,3
12,39 223793 34547 41,37 1673 45 48,781 1339,4 ,8326
28,07 43454 5770 45 13659,5 3694,2 49,006 8100,2 4,786
29,50 9085 1068 45 1767,7 553, 49,249 6266,8 502,6
29,94 163347 19944 46,47 3030,8 91p 49,462 1465,519,12
32,38 1303 198 47,384 1703,2 300|8 49,572 1634,5 0,642
38,04 1330 317

Tabela 18- Tempos de retencdo, area e altura dos picosdeatograma da amostra D + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura ||tr (min)  Area  Altura |kr (min) Area  Altura
1,52 50902237 2342145 3,02 1372 31 45,33 1532 470
1,57 23371412 1683403 12,34 214134 31590 48,12 2 201326
1,74 22054 6568 39,53 2366 59 48,41 2082 317
2,27 3200 896 44,55 10974 313 49,58 1332 274
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Tabela 19- Tempos de retencdo, area e altura dos picosdeatograma da amostra E + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura || tr (min) Area Altura
1,58 17427266 1347524 48,39 1278 172
1,80 2883 1746 49,28 2389 246
12,37 38415 6134 49,48 1697 177
48,09 2468 375

Tabela 20- Tempos de retencéo, area e altura dos picosodeatograma da amostra F + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico

tr (min) Area Altura | tr (min) Area Altura  |tr (min) Area  Altura
1,57 61460202 3787870p 9,32 1912 33 41,355 2943 0,580
1,79 7695 4638 11,94 7360 1114 44,544 11205,5 8088,
1,88 1694 558 12,37 176378 2729 45,324 1789,2 4551,
2,31 2819 1309 28,05 26423 352 46,462 1357,8 383,7
3,06 2139 786 29,47 5511 680 48,118 1431 256,7
6,60 2251 522 30 100310,3 1239§,2 48,66 1239,6 4315,
7,73 2153 422 40 8188,7 2053 49,149 1273,1 201,1
8,19 1639 314 40,562 1603,9 376,p

Tabela 21- Tempos de retencao, area e altura dos picosoduatograma da amostra G + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura  |tr (min) Area  Altura |kr (min) Area  Altura

1,50 3189 1728 8,19 1977 39 29,88 48453 5857
1,57 21304415 1566488p 11,93 8771 1340 38,91 1196 70 2
1,79 4952 2563 12,34 53104 855 40 2905,5 479,3
1,89 11819 6375 28,05 13099 17 48 1621,5 263,8
2,31 1058 600 29,48 2621 33 48,386 2291,7 281,6
7,73 2259 494

Tabela 22- Tempos de retencao, area e altura dos picosdeatograma da amostra H + 5.0 mg de dodecano em
éter etilico

tr (min) Area Altura
1,57 1304450 833740
12,34 4405 697
48,11 1614 306

Tabela 23- Tempos de retencao, area e altura dos picosdeatograma da amostra | + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura || tr(min) Area  Altura |kr (min) Area  Altura
1,56 60659306 3925957 27,54 2321 2205 45,32 1361 420
1,78 3178 2105 29,92 2875 325 48,12 1254 240
2,30 1244 621 39,51 5756 1425 49,14 1156 309
3,03 2272 914 44,54 10633 2975 49,69 7086 624

12,30 69907 11124

Tabela 24- Tempos de retencdo, area e altura dos picosodratograma da amostra J + 5.0 mg de dodecano em
éter etilico

tr(min)  Area  Altura
12,39 392886 57162
28,04 73036 9846
29,46 14239 1762
29,96 279377 31505
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Tabela 25- Tempos de retencdo, area e altura dos picosdeatograma da amostra K + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura  [r (min) Area  Alura |tr(min) Area  Altura [tr (min) Area  Altura

1,04 1977 265 36,937 1093,1 24413 43,866 3438 678.46,125 5783,3 1062,1
1,58 46031470 27190906 38,032 2273,6 578.,6 43,95652,8 681,3 46,241 9173,1 959,3
2,32 3346 1567 39,528 16262,2 3800,6 44,172 16024,867,8 46,47 11630,6 2766,4
6,63 3894 878 39,915 2298,1 561(3 44,317 46761,933,31 46,649 48455 747.,4
7,77 1660 314 40,195 2053,4 517{8 44,567 79140,479.&| 47,126 1446,2 457,9
8,23 1190 228 40,571 6359,2 14499 44,934 5289 1602,48,077 1700 493,3
12,01 4651 712 41,373 3185,7 890|1 45,043 2821,3 3,457 48,126 2178,1 513,9
12,39 212935 32982 41,797  3359,6 359,7 45,095 8492618,8 48,217 2041,8 503,3
16,73 2191 2154 41,912 1706,2 316||3 45,202 4042,946,85| 48,389 1060,5 269
26,35 1386 190 42,116  5774,7 579|9 45,334 12465,801,2 | 48,463 2074,7 496,6
28,07 33105 4346 42,272  6375,8 7052 45,533 4156,860,4 48,671 12497,4 2902,1
29,51 8750 850 42,39 4280,6 7526 45,644 3226,1 ,264848,784 3914,7 1056,3
29,93 137858 16572 42,458 4498,8 658, 7 45,747 88641825,1 49,098 3986 660,5

34 1348,1 208,8 42,607  2360,5 367|5 46,033 17099,803,7 49,58 6450,4 17449

36 1246,2 209,5 43,727 2791,2 292|1

Tabela 26- Tempos de retencdo, area e altura dos picosdeatograma da amostra L + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico

tr (min) Area Altura  |ltr (min)  Area  Altura |Lr (min) Area Altura | tr (min) Area Altura
1,57 53025621 3528648p 12,39 284354 434966 39,52 9 162410 47,83 1958 547
1,90 2345 1219 19,64 1290 21 40,18 9313 2105 48,08.172 325
2,32 3485 1802 24,18 2320 22 40,53 2131 551 48,12205 375
6,37 1658 402 28,05 64510 866 40,82 1671 458 48,424340 2168
6,61 1428 312 29,47 12711 155 44,91 1195 228 48,541999 566
7,74 2385 477 29,96 252349 29126 45,53 3657 9p1 6748, 7119 1417
8,19 1685 336 34,05 1464 24 45,64 1455 361 48,77 4145 981
11,91 22432 3419 39,12 2450 62 47,75 1546 30 548,9 1759 339

Tabela 27- Tempos de retencdo, area e altura dos picosodratograma da amostra M + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico

tr (min) Area Altura  |tr (min)  Area  Altura fr (min) Area  Altura || tr(min) Area  Altura
1,57 60674181 3577250P 28,05 32901 4355 41,36 273247 46,47 3068 832
1,90 2162 1228 29,48 6661 7971 43,34 1701 476 47,381832 415
2,31 3486 1600 29,91 129111 158234 44,13 1027 200 ,1248 3476 488
6,60 3451 773 32,34 1868 267 44 56 13906 8148 48,468,705 351
7,74 1498 275 34,04 1007 168 45,33 4100 1263 48,674388 1118
8,20 1090 199 39,52 13906 342p 45,53 1676 308 48,781928 584
9,32 1290 224 39,90 1898 466 45,64 1151 238 49,10 461 3 374
11,93 9017 1362 40,19 1711 434 45,74 2043 603 49,57952,9 853,3
12,39 316843 46999 40,56 4341 96 46,03 1419 361

Tabela 28- Tempos de retencao, area e altura dos picosdeatograma da amostra N + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico

tr (min) Area Altura  |tr(min)  Area  Altura |kr (min) Area  Altura || tr (min) Area Altura
1,58 50813994 26944788 11,91 7887 1203 40,53 182751 48,13 1989 318
1,80 1356 672 12,35 239742 36710 41,36 2539 72 4148, 6502 897
1,90 1957 940 28,04 46476 626 44,55 5880 1666 848,51143 209
2,31 3199 1360 29,46 9141 112 45,33 1101 323 48,63329 834
6,58 1991 443 29,92 181030 22046 45,53 1980 3p9 7848, 1319 375
7,72 1751 330 39,53 3385 82 45,64 1163 270 49,582781 384
8,17 1129 222 40,18 2690 69 46,47 3008 896
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Tabela 29- Tempos de retencéo, area e altura dos picosdeatograma da amostra O + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura ||tr (min)  Area  Altura |kr (min) Area  Altura
1,58 20304593 1357598| 7,73 1614 31 28,05 14256 67 18
1,90 3191 1801 8,18 1215 24 29,48 2825 355
2,31 1488 790 11,93 4099 63 29,88 49487 6014
6,59 1449 340 12,33 137846 21940 48,13 1614 302

Tabela 30- Tempos de retencao, area e altura dos picosodratograma da amostra P + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico

tr (min) Area Altura  |tr (min) Area Altura |kr (min) Area  Altura
1,57 60775811 41121348 36,92 1011 2 46,64 2293 5 69
1,79 2048 1405 39,52 6067 147 48,11 3397 487
2,31 1779 1005 43,34 1387 44 48,67 2094 373
2,57 1760 891 44,55 18579 537 49,15 3223 446
12,41 337520 51625 45,33 2540 78 49,58 1042 286
29,96 1507 182 45,56 1357 24

Tabela 31- Tempos de retencao, area e altura dos picosoduatograma da amostra Q + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico
tr (min) Area Altura  |tr (min) Area Altura |kr (min) Area  Altura
1,57 33276498 2073277P 28,04 11788 1563 45,33 194%88
1,79 1120 629 29,47 2350 28 45,55 1176 202
2,31 2186 1075 29,87 45170 555 48,12 1835 317
6,59 3125 738 32,33 1049 15 48,41 2742 312
11,93 4155 644 39,52 6241 146 48,66 2116 486
12,34 157593 24757 40,56 1913 46 49,15 1248 189
18,47 1398 1337 44,55 13653 38 49,57 1394 359

Tabela 32- Tempos de retencdo, area e altura dos picosodeatograma da amostra R + 5.0 mg de dodecano em

éter etilico

tr (min) Area Altura  |tr (min) Area Altra |kr (min) Area  Altra
1,57 59324963 3824114H 43,83 1259 2 48,21 1187 6 23
1,79 1468 983 44,42 1130 20 48,39 3470 491
2,31 2651 1318 44 55 27973 806 48,66 4899 970
12,35 306918 46568 45,32 4147 12 48,77 1370 407
26,26 1016 177 45,60 1422 20 49,14 6228 1618
36,90 1173 271 47,36 3175 87 49,22 1836 558
39,51 6629 1709 48,12 2030 32 49,58 2623 722
42,27 1256 344

Tabela 33- Tempos de retencao, area e altura dos picosdeatograma de 5 mg de dodecano + 10 mg de produto
Prins em éter etilico

tr (min) Area Altura ||tr (min)  Area  Altura |Lr (min) Area  Altura
1,57 60111333 4029638 9,60 1916 29 29,52 7901 977
1,90 4217 2024 12,42 246017 37699 29,97 152052 21850
7,77 4165 840 28,09 37223 497 48,12 2389 335
8,23 3161 647
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Tabela 34- Tempos de retencéo, area e altura dos picosodeatograma de 10 mg de dodecano + 10 mg de produto

Prins em éter etilico

tr (min) Area Altura ||tr (min)  Area  Alra |kr (min) Area  Altura
1,57 60741635 3929958 9,59 1531 23 29,51 6828 831
1,90 5478 2686 12,43 427819 63245 29,94 125898 41531
7,76 4273 849 28,08 31089 415 48,14 1150 241
8,21 3228 639

Tabela 35- Tempos de retencéo, area e altura dos picosdratograma de 30 mg de dodecano + 10 mg de produto

Prins em éter etilico

tr (min) Area Altura || tr(min) Area  Altura |Lr (min) Area  Altura
1,57 60086637 3785085 9,67 1229 21 28,07 18131 80 23
1,90 5182 2471 10,30 1943 30 29,50 4031 502
7,73 2850 573 12,46 845800 1074p6 29,91 72672 9043
8,18 2262 442
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5.1.2.Espectros’H RMN e *C RMN
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Figura 69 - EspectrdH RMN da fraccéda, obtida apds cromatografia em coluna dos prodeitios
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Figura 70 - EspectrdH RMN da fraccédla, obtida apés destilagdo dos produtos Prins

114



20081119carolina 2 20081119¢arolina 2 20081119carolina 2 5
1a fracao destilada 1a fragao festilada 1a fracao destilada Lo

4 4

3 3
2 2 e

1 1
20081119carolina 2 L7

1a fracao destilada 0 0

T T T T T T T T T T T T T T
140 138 136 134 132 130 128 9 8 8 84 8 8 78 76
f1 (ppm) f1 (ppm) Le
rs
T T 1 -4
161 160 159
f1 (ppm)

r3
r2
ri
ro
r-1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Figura 71 - Espectrd*C RMN da fraccédla, obtida apés destilagéo dos produtos Prins
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Figura 72 - EspectrdH RMN da fraccédlb , obtida apds destilagéo dos produtos Prins
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Figura 73 - Espectrd*C RMN da fraccédlb , obtida apds destilagdo dos produtos Prins
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Figura 74 - EspectrdH RMN da fraccédlal, obtida ap6s destilagéio dos produtos Prins
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Figura 75 - Espectrd*C RMN da fraccédlal, obtida apds destilagéo dos produtos Prins
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Figura 76 - EspectrdH RMN da fracgédlla , obtida apés duas sessées cromatogréaficas dos posgutos Prins,
obtidos na reacgdo catalisada por LLg€spectro com residuos de AcOEt)
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Figura 77 - Espectrd®C RMN da fraccédlla , obtida ap6s duas sessdes cromatogréficas dos postutos Prins,
obtidos na reaccao catalisada por Lkgd€spectro com residuos de AcOEt)
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Figura 78 - EspectrdH RMN da fracgadllb , obtida ap6s duas sessdes cromatogréficas dos pootutos Prins,
obtidos na reacgéo catalisada por LLg€spectro com residuos de AcOEt)
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Figura 79 - Espectrd®*C RMN da fraccédllb , obtida apés duas sessdes cromatograficas dos povutos Prins,
obtidos na reaccao catalisada por Lkgd€spectro com residuos de AcOEt)
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Figura 80 - EspectrdH RMN da tentativa de isolamento do prodési(fraccdolVa, seccdet.1.5.)
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Figura 81 - EspectrdH RMN da tentativa de isolamento do prodd#a(fraccioVa, seccéat.1.5.3
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Figura 82 - Espectrd*C RMN da tentativa de isolamento do prodddfraccéoVa, secgéet.1.5.3
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Figura 83 - EspectrdH RMN da tentativa de isolamento do prodéf(fraccdoVia, seccdet.1.5.9
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Figura 84 - Espectrd*C RMN da tentativa de isolamento do prodifqfraccdoVia, secéat.1.5.9
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Figura 85 - EspectrdH RMN da reaccéa (secgéct.1.6
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Figura 86 - EspectrdH RMN da reaccéd (seccéct.1.6
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Figura 87 - EspectrdH RMN do crude da reaccéo de Prins catalisada pBl;lzamtes de cromatografia
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Figura 88 - Espectrd®*C RMN do crude da reacgao de Prins catalisada por lem®s de cromatografia
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Figura 89 - EspectrdH RMN do crude da reaccéo de Prins catalisada pok;lagds_cromatografia
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Figura 90 - EspectrdH RMN da amostra destentado da reacgéo de Prins catalisada por Lapbs nanofiltracéo
commembrana 300 Da(ensaiol)
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Figura 91 - EspectrdH RMN da amostra deermeadoda reaccéo de Prins catalisada por LaPbs nanofiltracéo
commembrana 300 Da(ensaiol)

20100412_CC10AIP
13C, 400 MHz, CDCI3 2000

1900
1800
1700
1600
1500
1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200

r-100
r-200

: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : )
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 a %oo ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura 92 - Espectrd®C RMN da amostra deermeadoda reaccéo de Prins catalisada por Labs nanofiltracéo
commembrana 300 Da(ensaiol)
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Figura 93 - EspectrdH RMN da amostra deermeadoapds da reaccéo de Prins catalisada porslayis
nanofiltracdo conmembrana 300 Da(ensaiol), seguida de cromatografia
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Figura 94 - EspectrdH RMN da amostra detentado da reacgéo de Prins catalisada por LaPbs nanofiltracéo
commembrana 220 Da(ensaid?)
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Figura 95 - EspectrdH RMN da amostra deermeadoda reaccédo de Prins catalisada por LaPbs nanofiltracéo
commembrana 220 Da(ensaia?)
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Figura 96 - Espectrd*C RMN da amostra deermeadoda reacgéo de Prins catalisada por LaPbs nanofiltracéo
commembrana 220 Da(ensaid?)

127



20100413_CCLO0ATIP2 L 18000
PROTON, 300MHz, CDCI3

17000
16000
15000
14000
13000
12000
11000
10000
9000
8000
- 7000
6000
5000
4000
3000

[ 2000

1000

100 95 90 85 80 75 70 65 6.0 5.0
f1 (ppm)

Figura 97 - EspectrdH RMN da amostra deermeadoapds da reaccéo de Prins catalisada porslayis
nanofiltracdo conmembrana 220 Da(ensaid?), seguida de cromatografia
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Figura 98 - EspectrdH RMN da amostra destentado da reacgéio de Prins catalisada por LaPbs nanofiltracéo
commembrana 200 Da(ensaia3)
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Figura 99 - EspectrdH RMN da amostra deermeadoda reaccédo de Prins catalisada por LaPbs nanofiltracéo
commembrana 200 Da(ensaio3)
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Figura 100 - Espectrd®C RMN da amostra deermeadoda reaccéo de Prins catalisada por Lapbs
nanofiltracdo conmembrana 200 Da(ensaia3)
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Figura 101 - EspectrdH RMN da amostra deermeadoap6s da reacgéo de Prins catalisada por,laidis
nanofiltracdo conmembrana 200 Da(ensaid3), seguida de cromatografia
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Figura 102 - EspectrdH RMN da amostr&/Ila — proveniente da cromatografia do permeado dafiftangiio com
membrana de 300 Da (ensdiodo crude da reacgéo de Prins catalisada porsLaCl
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Figura 103 - Espectrd®C RMN da amostr&lla — proveniente da cromatografia do permeado dafilizacio com
membrana de 300 Da (ensdiodo crude da reacgéo de Prins catalisada porsLaCl
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Figura 104 - EspectrdH RMN da amostr&/Ilb — proveniente de duas sessdes cromatogréficasrdeado da
nanofiltragdo com membrana de 300 Da (endpdo crude da reacgdo de Prins catalisada por;LaCl
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Figura 105 - Espectrd®C RMN da amostr&Ilb — proveniente de duas sessées cromatograficasraepdo da
nanofiltracdo com membrana de 300 Da (endpdo crude da reaccdo de Prins catalisada por;LaCl
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Figura 106 — Espectro DEPT 135 da amostfi#bh — proveniente de duas sessfes cromatograficasrdeado da
nanofiltragdo com membrana de 300 Da (endpdo crude da reacgdo de Prins catalisada porsLaCl
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Figura 107 - Espectro COSY (homonuclear de protao) da am¥$liba— proveniente de duas sessdes
cromatograficas do permeado da nanofiltragdo combrena de 300 Da (ensapdo crude da reaccéo de Prins
catalisada por Lagl
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5.1.3.Espectros de massa da fraccéo llib
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Figura 108 - Espectro de massa da amo#ita obtido por aplicacéo de diferentes radiacdes.
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5.2. Anexos Capitulo Il

5.2.1.Dados dos cromatogramas das reaccbes entre JRBAc), e aminoacido
(L)-PhAla (sempre que nao esté indicado) & )-Me-O-Tyr (quando indicado)

Tabela 36- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcéo térmica a 80°C as 0 horas

tr (min) Area
5,94 378731
14,33 5722885
42,81 62267
45,42 42771

Tabela 37- Tempos de retencao e dos picos do cromatogram@adcéo térmica a 80°C as 16,5 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min)  Area
6,13 269950 35,78 1319 45,01 949504
14,33 283589 38,74 56273 49,16 249411
34,35 211799 42,35 1631620 59,30 291638

Tabela 38- Tempos de retencédo e dos picos do

cromatogrameadcao térmica a 80°C as 28 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,04 234616 36,05 3718 45,36 1535427
14,47 207399 38,93 61838 49,52 273708
34,53 257151 42,53 2108125 59,22 378110

abela 39- Tempos de retencéo e dos picos do

cromatogrameadcao térmica a 80°C as 39 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,10 183928 35,10 5132 45,21 1944987
14,45 120212 38,88 59451 49,19 298996
34,51 81774 42,41 23939 58,27 404029

Tabela 40- Tempos de retencao e dos picos do cromatogrameadcéo térmica a 80°C as 52 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,02 154804 35,70 6797 44,14 2260492
14,01 838121 38,38 53078 47,95 253318
33,68 282233 41,67 2541810 57,28 385487

Tabela 41- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcdo por microondas a 80°C as 0 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area
6,93 369529 43,65 31685
16,97 614338 48,71 9635
35,21 20072 51,30 31938
39,82 14207

Tabela 42- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcao por microondas a 80°C as 0,25 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area
7,06 373616 40,06 41950
16,79 605630 44,03 73595
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35,21 107558 49,25 18371
38,22 8999 51,74 43663

Tabela 43- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcédo por microondas a 80°C as 0,5 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area || tr (min)  Area
6,46 366726 37,61 6798 47,83 76989
15,33 569234 39,50 106316 51,18 14809
34,80 180548 43,42 2889 60,20 17003

Tabela 44- Tempos de retencao e dos picos do cromatogramead¢éo por microondas a 80°C as 0,75 horas

tr (min) Area || tr (min) Area
6,52 360083 39,31 107842
15,55 553901 43,01 288905
34,70 210887 47,37 62860
37,49 4498 59,63 15679

Tabela 45- Tempos de retencao e dos picos do cromatogramead¢éo por microondas a 80°C as 1,75 horas

tr (min) Area || tr (min) Area
7,19 343516 40,04 225764
18,00 497780 44,00 586444
35,30 222458 49,60 162549
38,18 13632 52,42 57152

Tabela 46- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcao por microondas a 80°C as 3,75 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min) Area
7,03 263683 37,41 2546 48,65 421085
17,23 342246 39,82 36879 51,84 25208
35,11 162491 43,66 1014841 60,67 161169

Tabela 47- Tempos de retencao e dos picos do cromatogramead¢éo por microondas a 80°C as 9,75 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min)  Area
6,51 263809 39,31 58548 51,22 84346
15,87 287319 43,06 1781189 55,62 15955
34,81 227742 47,94 91557 59,70 264720
36,94 54690

Tabela 48- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcédo por microondas a 80°C as 21,75 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area ||tr (min)  Area

6,94 235267 51,28 1289 51,28 128905
16,84 204990 55,02 1752 55,02 17523
34,92 237852 59,85 3156 59,85 315685

37,07 76492

Tabela 49- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcédo por microondas a 80°C as 35,75 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,86 235932 36,93 15510 47,42 2746329
15,81 155165 39,37 71649 50,76 216537
34,80 302253 43,03 3236099 59,13 365203
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Tabela 50- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcédo por microondas a 80°C as 52,75 horas

tr (min)  Area || tr (min)  Area || tr (min) Area ||tr (min) Area
6,98 247671 34,59 5525 39,66 723530 46,10 59958
16,52 104268 34,97 5998 41,27 46594 47,86 4TP839
33,64 2325 37,18 28889 42,24 180 51,09 381150
34,22 2458 38,79 2324 43,32 45062416 59,51 372867

Tabela 51- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcio com N@O; a 80°C as 0 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
3,42 260996 14,00 42071 40,46 1346115
5,61 306894 33,66 29673 43,98 147284
8,57 34789 38,46 25864 49,00 31938

Tabela 52- Tempos de retencao e dos picos do cromatogrameadcéo com N@O; a 80°C as 8 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min)  Area ||tr (min) Area
3,19 403043 13,88 27863 39,37 23110 43,90 133083
5,54 77729 34,68 41896 40,25 951p7 44,83 1205543
6,57 58529 35,49 14406 41,45 573p9 47,03 64300

Tabela 53- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcio com N@O; a 80°C as 23 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min)  Area || tr (min) Area
3,16 357225 14,17 4244 36,39 979847 44,61 294912
5,69 31566 34,72 55791 40,32 109409 45,11 1189700
6,72 52905 35,67 14931 41,88 34887 47,51 210071

Tabela 54- Tempos de retencao e dos picos do cromatogrameadcdo com N@O; a 80°C as 46 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min)  Area ||tr (min) Area
3,04 167383 29,00 11162 43,86 838337 53,23 812846
3,57 84556 40,36 12257 46,50 20021 54,67 629663
9,40 95973 42,34 15705 48,82 797009 58,20 451362

Tabela 55- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcdo com N@O; a 80°C as 52 horas

tr (min) Area  tr (min) Area  tr (min) Area
3,10 402882 35,12 1208218 42,27 527732
5,45 18207 35,72 1208075 44,23 553500
6,41 69460 38,01 61840 45,29 602202
34,30 81015 39,96 80582

Tabela 56- Tempos de retencao e dos picos do cromatogrameadcéo térmica a 100°C as 0 horas

tr (min) Area || tr (min) Area
6,09 336863 42,52 251609
13,93 597270 45,19 208435
34,44 43017 49,49 73903
38,82 60150
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Tabela 57- Tempos de retencdo e dos picos do cromatogrameadcao térmica a 100°C as 2 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area || tr (min)  Area
6,61 272908 36,07 1214 45,13 420638
14,95 377577 39,01 4072 49,96 123440
34,94 117731 42,61 9887 61,84 189279

Tabela 58- Tempos de retencao e dos picos do cromatogram@adcéo térmica a 100°C as 4,5 horas

tr (min) Area | tr (min) Area || tr (min) Area
6,35 257836 35,91 3726 44,91 1028983
13,94 3130093 38,77 63956 49,53 223742
34,73 116943 42,34 1707522 61,60 360985

Tabela 59- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcao térmica a 100°C as 7,5 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,27 206243 38,75 63354 44,81 1687506
14,34 212938 41,16 1549 48,90 207844
34,49 192481 42,23 21856 58,52 362753
35,93 42790

Tabela 60- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcao térmica a 100°C as 22,5 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,35 126457 38,91 42320 45,38 2661536
14,50 909658 41,4 1484 49,31 200726
33,96 385931 42,47 2383147 59,27 280250
36,11 93327

Tabela 61- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogramead¢éo térmica a 100°C as 27,5 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,54 132424, 36,14 16875 45,54 3350854
8,17 52013 39,06 36339 49,51 222877
15,03 930429 41,48 9910 55,00 32456
34,07 516551 42,62 2726842 59,64 329757

Tabela 62- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogramead¢ao térmica a 100°C as 32 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,36 105174 38,82 31454 49,26 208710
14,53 549218 41,35 5670 54,95 35516
33,82 567012 42,44 2687325 60,03 295737
35,97 172195 45,28 34834

Tabela 63- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcao térmica a 100°C as 47,5 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,41 104840 36,03 20185 45,53 4222472
14,71 373402 38,99 26748 49,62 197528
33,94 715449 42,62 2959643 55,22 46669
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Tabela 64- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcao térmica a 100°C as 52 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
6,45 91377 36,16 13875 45,87 3125064
14,62 256539 39,23 18268 49,94 166848
33,93 583154 42,95 2256408 60,49 131545

Tabela 65- Tempos de retencao e dos picos do cromatogrameadcéo térmica a 120°C as 0 horas

tr (min) Area
5,94 457591
13,99 6031147

Tabela 66- Tempos de retencao e dos picos do cromatogrameadcéo térmica a 120°C as 8 horas

tr (min) Area || tr (min) Area || tr (min) Area
3,25 51890 33,62 44461 43,92 2862245
6,00 191906 35,53 12340 47,68 68063
7,64 41638 38,21 31968 55,21 337020
14,04 110496 41,42 1765713

Tabela 67- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogramead¢ao térmica a 120°C as 23 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
3,26 262989 33,53 73107 42,91 2814035

6,04 112527 35,33 17730 44,85 770829
7,61 102182 37,68 18229 53,34 319577
13,85 205874 40,62 1613548

Tabela 68- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogrameadcao térmica a 120°C as 46,5 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
3,22 822989 33,33 14861 42,46 2642032
5,92 74428 35,18 30268 44,21 1226501
13,68 40872 40,49 96355 52,37 128559

Tabela 69- Tempos de retencéo e dos picos do cromatogramead¢ao térmica a 120°C as 52 horas

tr (min)  Area || tr (min) Area || tr (min) Area
3,25 949408 19,67 1048 42,33 2538566
5,88 58089 33,24 15524 44,03 1240743
7,49 166050 35,09 30070 49,50 1803
14,95 19953 40,39 78600 52,10 110827
19,42 12726

Tabela 70- Tempos de retencdo e dos picos do cromatogrameadcéo entre o KOAc), e L)-Me-O-Tyr a 80°C
as 0 horas

tr (min) Area
10,07 2996541
16,59 5939275

Tabela 71- Tempos de retencdo e dos picos do cromatogrameadcdo entre o KOAc), e L)-Me-O-Tyr a 80°C
as 8 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area
846 2823966 34,86 1154440
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13,97 458400 37,29 132997
29,21 525196 42,15 169227
32,92 811380

Tabela 72- Tempos de retencdo e dos picos do cromatogrameadcao entre o KOAc), e LL)-Me-O-Tyr a 80°C
as 23 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area
8,45 243711 34,71 2341838
14,00 307228 36,91 288826
29,20 642481 41,14 544310
32,84 169792

Tabela 73- Tempos de retencdo e dos picos do cromatogrameadcao entre o KAc), e LL)-Me-O-Tyr a 80°C
as 46 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area
8,15 224101 33,83 3164546
13,51 212899 35,30 343791
28,96 838842 36,88 101062
32,20 255080 39,03 873154

Tabela 74- Tempos de retencdo e dos picos do cromatogrameadcao entre o KOAc), e LL)-Me-O-Tyr a 80°C
as 52 horas

tr (min) Area || tr (min)  Area
7,91 1838751 33,65 2826363
12,94 162042 35,01 257794
28,88 652515 36,55 86928
32,04 223332 38,58 745818
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