Universidade de Séao Paulo

Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto

Departamento de Quimica

m@uﬁmu@A ) ) o
RIBEIRAO PRETO Programa de P6s-Graduacao em Quimica

Metaloporfirinas e compostos salen como modelos biomiméticos do
citocromo P450 no metabolismo de farmacos anticonvulsivante e
antidepressivo

Tatiana Cristina de Oliveira Mac Leod

Tese apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, como parte das
exigéncias para a obtengao do titulo de Doutor
em Ciéncias, Area: Quimica.

RIBEIRAO PRETO - SP
2008



Universidade de Séao Paulo

Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto

Departamento de Quimica

m@uﬁmu@A ) ) o
RIBEIRAO PRETO Programa de P6s-Graduacao em Quimica

Metaloporfirinas e compostos salen como modelos biomiméticos do
citocromo P450 no metabolismo de farmacos anticonvulsivante e
antidepressivo

Tatiana Cristina de Oliveira Mac Leod

Profa. Dra. Marilda das Dores Assis
Orientadora

Profa. Dra. Maria Eugénia Queiroz Nassur
Co-orientadora

Tese apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, como parte das
exigéncias para a obtengao do titulo de Doutor
em Ciéncias, Area: Quimica.

RIBEIRAO PRETO - SP
2008



FICHA CATALOGRAFICA
Prepara pela Biblioteca Central do Campus Administrativo
de Ribeirdo Preto — USP

Mac Leod, Tatiana Cristina de Oliveira

Metaloporfirinas e compostos salen como modelos
biomiméticos do citocromo P-450 no metabolismo de farmacos
anticonvulsivante e antidepressivo.

215 p.

Tese de doutorado, apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP — Departamento de

Quimica.
Orientadora: Assis, Marilda das Dores

1. Metaloporfirinas e complexos salen. 2. oxidagdo de farmacos.

11



FFCLRP )
* Universidade de Sao Paulo

P Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao
Preto

m o |

L - ¥ AT

® ik *
2\ ‘”:
N\ /74

% VY & Folha de Aprovagao

M e
04’/{, 1§_64 99\'9

é:'.P‘?*'Ehtu::'lz oE shO°

Membros da Comissao Julgadora da Tese de Doutorado de Tatiana Cristina
de Oliveira Mac Leod, apresentada ao Departamento de Quimica, da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto, / /

Comissao Julgadora:

(Nome / Instituicdo)

(Nome / Institui¢ao)

(Nome / Institui¢ao)

(Nome / Institui¢ao)

(Nome / Instituicdo)

il



DURANTE ESTE TRABALHO...

As dificuldades nao foram poucas...

Os desafios foram muitos...

Agora, ao olhar para tras, a sensac¢ao do dever cumprido se faz presente e posso
constatar que as noites de sono perdidas, os experimentos realizados em outros
laboratérios, os longos tempos de leitura, discussdes interminaveis de resultados,
a ansiedade em querer fazer e a angustia de muitas vezes ndo o conseguir, nao

foram em vao, apesar da sinuosidade do caminho.

Y



Dedico esta tese:

A meus pais Sérgio e Vera, a quem devo a vida e minha
formagdo moral. Obrigada por tantas vezes que abdicaram dos seus
sonhos para realizarem os meus, abrindo mdo das suas vontades para
realizar meus caprichos.

Aos meus irmdos Rodrigo e Alessandro pelo companheirismo,
pela amizade, pela nossa unido que a palavra familia faz sentido.

Ao meu namorado Tiago por ter estado ao meu lado mesmo com
um oceano nos separando, por entender que a distdncia se torna
necessdria para a realizacdo de um sonho, por acreditar em mim, me
esperar e ndo desistir do nosso amor mesmo diante de tantos
obstdculos.

A minha orientadora Marilda pela oportunidade, pelo incentivo,
pelos grandes ensinamentos e por abrir muitas portas visando meu
crescimento pessoal e profissional.

Essa tese, essa conquista ndo é so minha porque ao meu lado estavam
todos vocés, cada um ao seu modo me apoiando e incentivando sempre.



Agradecimentos

A Prof. Dra. Maria Eugénia Queiroz Nassur por sua orientagdo, sugestdes e
ensinamentos de cromatografia liquida de alta eficiéncia para analise de farmacos.

Ao Prof. Dr. Antonio M. d A. Rocha Gonsalves, pelas sugestées e por ter me
acolhido durante parte do meu doutorado em seu laborat6rio em Coimbra.

Ao Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes pelas discussdes de espectros de
massas.

Ao Prof. Dr. Francisco Silveira Guimaraes, por ter cedido o farmaco
carbamazepina.

A Prof. Dra. Katia J. Ciuffi pela sua colaboracdo nos estudos com materiais sol-
gel.

Ao Prof. Dr. Marco A. Schiavon pela sua colaboracdo nos estudos com
membranas poliméricas.

Ao Prof. Fernando Mauro Lancas por disponibilizar o equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas (LC-
MS).

Ao Prof. Dr. Anténio Claudio Tedesco e ao Prof. Dr. Jair S. dos Santos.
Aos amigos do laboratério de Bioinorganica e Catalise do Departamento de
Quimica da FFCLRP-USP (BioCat): Adamo, André Faria, André Guedes, Carol,
Debora, Joyce, José Olavo, Marina, Patricia, Thiago, Valéria, Vinicius.

Ao Anizio e Gléria pelo apoio e incentivos constantes e por tudo que fizeram por
mim e pelos meus irmaos, vocés sempre terdo um lugar especial na minha vida.

Aos meus avés: lIsrael, Lidia e Nelson (in memorian) que ficariam muito
orgulhosos deste trabalho e minha avé Tude que sempre procurou entender o que
eu estudava tanto.

As minhas tias Deise e Ivana (madrinha) que sempre me apoiaram para a
realizacao do doutorado.

Ao tio Joao pelo seu exemplo de vida e inumeros conselhos fundamentais para
trilhar este caminho.

Aos meus primos: Gustavo, Dani, Breno, Jodo Pedro, Luis Henrique, Nati, Fabi,
Guilherme, Priscila e Sylvia.

vi



Aos meus familiares: tio Dort, tia Rosa, Silvio, Raquel, Valéria, Laércio, Juliana,
Matheus e Lucas.

Ao Marco Aurélio, por todo apoio, exemplo, incentivo e participagdo na minha vida,
desde a escolha da carreira de quimica até a realizagao do doutorado.

A Paty, pela grande amizade que surgiu ha 8 anos atras, marcando nossa histéria
com importantes momentos compartilhados, compreensdo, estudo, convivio,
diferencas, fraquezas, tombos e vitorias.

A Deza, uma pessoa especial desde a época na faculdade, pela sua presenga em
todos os momentos.

As minhas cunhadinhas: Ma (Sam) e Nati (Ro); as minhas amigas de longa data:
Mariana, Marcela, Luciana, Verbnica e Roberta; e aos amigos de faculdade: Dani
Maranho, Priscilla, Chris, Carlos, Jorge, Neila, Marquinhos, Fernando, Miguel,
Pitido, Dani Dani, Nara, Daniele, Daniela.

Ao Romeuzinho, minha calopsita, que esteve ao meu lado, ouvindo todas as
prévias de seminarios (com certeza aprendeu alguma coisa de quimica) e pela
companhia na frente do computador por horas a fio.

A Lamia, Isabel, Emerson, André, Sonia e Inés pela eficiéncia, atencdo e
paciéncia dedicadas.

Aos técnicos Cristina (CG-MS), Thomas (ESI), Luciano (MEV), Virginia ("H RMN),
Djalma (IR) e Zanatto (técnico do laboratério).

A todos que contribuiram para a minha formagdo e para a realizacdo deste
trabalho, mesmo que indiretamente.

A Fapesp pela bolsa concedida (Bolsa de Doutorado Direto — Processo 04/01859-

6) e pela reserva técnica, sem 0s quais seria impossivel a realizacdo deste
trabalho.

vii



ABREVIATURAS

ACN Acetonitrila

BL a-fenil-y-butirolactona

BTMF Benzoato de 4-trifluorometilfenil

CBz 5-carbamoil-5H-dibenzapina,
carbamazepina

CBZ-DiOH 10,11-diidro-10,11-diidroxi-carbamazepina

CBZ-EP 10,11-epbxido-carbamazepina

CG-MS Cromatografia gasosa acoplada a um
espectrOmetro de massas

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CLAE-UV Cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectroscopia no ultravioleta

CLAE-ESI Cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um espectrémetro de massa

DCE Dicloroetano

DCM Diclorometano

DSC Calorimetria Exploratéria Diferencial

DTA Andlise Térmica Diferencial

EtOH Etanol

FENO Fenobarbital

"H RMN Ressonancia magnética nuclear de préton

iPr20 Eter diisopropilico

m-CPBA Acido meta-cloroperbenzdico

MeMont1 Metaloporfirina ancorada em montorillonita
K-10 modificada com 3-
aminopropiltrietoxissilano

MeMont2 Metaloporfirina ancorada em montorillonita
K-10 modificada com N-(6-aminoexil)-3-
aminopropiltrietoxissilano

MeOH Metanol

MeSil1 Metaloporfirina  ancorada em  silica
modificada com 3-
aminopropiltrietoxissilano

MeSil2 Metaloporfirina  ancorada em  silica
modificada com N-(6-aminoexil)-3-
aminopropiltrietoxissilano

MEV Microscopia eletrbnica de varredura

Mn(salen) Catalisador de Jacobsen

Mn(salen)-Chit

Catalisador de Jacobsen imobilizado em
membrana de quitosana

Mn(salen)-NHG

Catalisador de Jacobsen entrapeado em
matriz de alumina pela rota sol-gel néao
hidrolitica

viii




MnS-PDMS-PVA

Catalisador de Jacobsen imobilizado em
membrana hibrida contendo
polidimetilssiloxano e acetato de polivinila

NH,OAc Acetato de amdnio

Mont Montorillonita K-10

P450 Citocromo P450

PhlAc, lodobenzenodiacetato

PhlO lodosilbenzeno

PhIO, lodoxibenzeno

PBA 2-fenilbutiramida

PDMS Polidimetilssiloxano

PDMS/PVA Membrana hibrida contendo
polidimetilssiloxano e acetato de polivinila

PEMA Feniletiimalonamida

PRM Primidona

PRM-OH 2-hidroxiprimidona

PVA Acetato de polivinila

Sil Silica

+BOOH Terc-butil hidropéroxido

TFMF p-trifluorometilfenol

TFP N-(3-(4-(trifluorometil)fenoxi)-3-
fenilpropilideno)metanamina

TEOS Tetraetoxissilano

TG Andlise termogravimétrica

TOF Frequéncia de “turnovers”

X




ESTRUTURAS
ESTUDADAS

/////

DOS COMPLEXOS SALEN E METALOPORFIRINAS

Mn(salen)
Cloreto de N,N’-bis(3,5-di-tert-butilsalicilideno)-1,2-diaminocicloexil manganés (lll)

\ZL
NN

\_/

EDA-Sal
Cloreto de N,N’-bis(salicilideno)-1,2-
diaminoetil manganés (Il

m

o \
\_/ /

OCH; HsCo

EDA-Br
Cloreto de N,N’-bis(3-di-bromo 5-di-
metoxisalicilideno)-1,2-diaminoetil
manganés (ll1)

e

/_\
/N

OCH; HaCO
EDA-Van
Cloreto de N,N’-bis(5-di-
metoxisalicilideno)-1,2-diaminoetil
manganés (lll)

AG-20
Cloreto de N,N’-bis(salicilideno)-1,2-
diamino(1,2,2-trimetil-1,3-ciclopentano)
manganés (lll)



Mn(TCPP)CI ou Fe(TCPP)CI Mn(TFPP)CI

Cloreto de [5,10,15,20-tetraquis(4- Cloreto de [5,10,15,20-tetraquis
carboxifenil)porfirinalmetal(lll) (pentafluorofenil)porfirina] manganés
(1)

FeBrOCH; FeSO.NEt
Cloreto de [5,10,15,20-tetraquis(2,4,6- Cloreto de [5,10,15,20-tetraquis(2,6-
tribromo-3-metéxifenil)porfirina] ferro(ll) dicloro-3-N,N’-dimetilsulfamoilfenil)
porfirina] ferro(lIl)

X1



MnC12
Cloreto de [5,10,15,20-tetraquis(2,6-
dicloro-3-N-dodecilsulfamoilfenil)
porfirina] ferro(lll)

M(TDCPP)CI
Cloreto de [5,10,15,20-tetraquis(2,6-
diclorofenil) porfirina] ferro(lll)

Xii



RESUMO

Neste trabalho foram estudadas a atividade catalitica de metaloporfirinas e
complexos salen (catalisador de Jacobsen), em solugdo e imobilizados em
diferentes suportes, na oxidacdo de hidrocarbonetos e farmacos
anticonvulsivantes (carbamazepina e primidona) e antidepressivo (fluoxetina),
utilizando os seguintes doadores de oxigénio: peréxido de hidrogénio, terc-butil
hidroperoxido (t-BOOH), acido m-cloroperbenzéico (m-CPBA) e iodosilbenzeno
(PhIO).

Os catalisadores contendo o complexo salen imobilizado em alumina,
membranas de quitosana e membranas polidimetilssiloxano/acetato de polivinila
(PDMS/PVA), foram preparados e caracterizados por espectroscopia UV-Vis,
andlise termogravimétrica, calorimetria exploratéria diferencial, analise térmica
diferencial, infravermelho, microscopia eletrbnica de varredura, raios-X e area
superficial. Foi investigada a atividade destes materiais inicialmente na catélise
oxidativa de hidrocarbonetos (cicloocteno, estireno e cicloexano). Estes sistemas
heterogéneos se mostraram bastante eficientes para oxidagdo destes substratos,
com rendimentos de até 79 % de ciclooctendxido e elevada seletividade para
formacdo de epdxido ou cetona, quando se utilizam os substratos alcenos ou
cicloexano, respectivamente.

As membranas de quitosana e membranas hibridas PDMS/PVA foram
avaliadas em sistema trifasico, nos quais a membrana se localiza na interface
entre a fase apolar (substrato organico) e a fase aquosa (contendo o oxidante). Os
resultados cataliticos foram excelentes, obtendo-se freqiiéncias de “turnovers” da
ordem de 138 h'".

As reacbes de oxidacdo dos farmacos (carbamazepina, primidona e
fluoxetina) foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
UV) em fase reversa, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-ESI) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-MS), para identificagao dos produtos.

Na oxidacdo da carbamazepina (CBZ) foi produzido apenas o 10,11-

epdxido-carbamazepina (CBZ-EP), que corresponde ao principal metabdlito obtido
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no metabolismo in vivo catalisado pelo P450, indicando que os sistemas cataliticos
utilizados sao excelentes modelos biomiméticos desta enzima. Observou-se que a
formacao de CBZ-EP é dependente do oxidante e do pH do meio, principalmente
nas reacoes com peroxido de hidrogénio, resultando em mecanismos de clivagem
homolitica ou heterolitica conforme o pH da reacdo. Os oxidantes m-CPBA e t-
BOOH mostraram que a natureza dos substituintes ligados ao grupo —OOH do
peroxido exerce grande efeito na oxidagdao da CBZ.

Na oxidagao da primidona foram obtidos dois metabdlitos encontrados no
sistema in vivo: feniletimalonamida e fenobarbital, além de trés outros produtos (2-
fenilbutiramida, vy-fenil-y-butirolactona e um produto em nivel de tragos, nao
identificado). A formacgao destes compostos foi altamente dependente do oxidante,
co-catalisador, pH e oxigénio, o que possibilitou a proposta de um esquema de
oxidagdo com os possiveis intermediarios envolvidos.

Todos o0s sistemas cataliticos utilizados na oxidacao da fluoxetina
estudados geraram o produto de N-desalquilacéo, o p-trifluorometilfenol (TFMF). A
norfluoxetina principal metabdlito deste farmaco in vivo, resultante de N-
desmetilacdo, ndo foi produzida, indicando que a reagcdo de O-desalquilagdo
prevalece e, portanto, os catalisadores ndo seguem a rota biomimética para este
farmaco.

Este trabalho demonstrou a habilidade do complexo salen e das
metaloporfirinas para mimetizar a agédo do citocromo P450 na oxidacdo de
farmacos. Os resultados mostram também o grande potencial de aplicagdo de
modelos biomiméticos para sintetizar metabdlitos e fornecer amostras para testes
farmacologicos e toxicoldgicos, visando elucidagdo do metabolismo do farmacos,

e como uma alternativa aos estudos enzimaticos.
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ABSTRACT

In this work, the catalytic activities of metalloporphyrins and the salen
complex (Jacobsen catalyst) in solution and immobilized on different supports were
studied in the oxidation of hydrocarbons, anticonvulsivant drugs (carbamazepine
and primidone) and antidepressives (fluoxetine) by the following oxygen donors:
hydrogen peroxide, terc-butyl hydroperoxide (t-BOOH), 3-chloroperoxybenzoic acid
(m-CPBA), and iodosylbenzene (PhlO).

The catalysts containing the salen complex immobilized on alumina,
chitosan membranes and poly(dimethylsiloxane)/polyvinyl acetate membranes
(PDMS/PVA) were prepared and characterized by UV-Vis spectroscopy,
thermogravimetric analysis, differential thermal analysis, differential scanning
calorimetry, infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, X-ray diffraction,
and surface area analysis. The activity of these materials was initially investigated
in the oxidative catalysis of hydrocarbons (cyclooctene, styrene and cyclohexane).
These heterogeneous systems were efficient for the oxidation of these substrates,
with yields as high as 79 % for cyclooctene oxide. The selectivity for epoxide or
ketone formation was high when the substrate alkenes or cyclohexane were used,
respectively.

The chitosan membranes and hybrid membranes PDMS/PVA were
available in a triphasic system, where the membrane was located in the interface
between the apolar phase (organic substrate) and the aqueous phase (containing
the oxidant). The catalytic results were excellent, with turnover frequencies of 138
h.

Drug oxidation (carbamazepine, primidone and fluoxetine) products were
analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC-UV) in reverse
phase, liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-ESI), and gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), for products
identification.

In the case of carbamazepine (CBZ) oxidation only carbamazepine 10,11-

epoxide (CBZ-EP) was produced. This is to the main metabolite obtained in
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carbamazepine metabolism by P450 in vivo, indicating that the catalytic systems
employed here are excellent biomimetic models of this enzyme. Formation of CBZ-
EP is highly dependent on the oxidant and pH, especially in the reaction with
hydrogen peroxide, resulting in homolytic and/or heterolytic cleavage, according to
the pH of the reaction medium. The oxidants m-CPBA and -BOOH showed that
the presence of substituents linked to the -OOH group of the peroxide affects the
catalytic activity of the studied system significantly.

As for primidone oxidation, two metabolites found in the in vivo system were
obtained: phenylethylmalondiamide and phenobarbital, besides three other
products (2-phenylbutyramide, y-phenyl-y-butyrolactone and, a product in trace
amounts, not identified). The formation of these compounds was highly dependent
on the oxidant, co-catalyst, pH and presence of oxygen. These results enabled the
proposition of a scheme for Mn(salen)-catalyzed primidone oxidation and the
possible intermediate involved.

All  the studied catalytic systems used in fluoxetine oxidation
generated the product obtained via the O-dealkylation mechanism,
p-trifluoromethylphenol  (TFMF). Norfluoxetine, the main metabolite in
vivo and formed via the N-demethylation mechanism, was not obtained. This
indicates that the O-dealkylation mechanism prevails and, therefore,
the catalysts do not follow the biomimetical route in the case of this drug.

This work demonstrated the abilty of the salen complex and
metalloporphyrins to mimic the action of cytochrome P450 in drug oxidation. These
results showed the potential application of these biomimetic models in the
synthesis of drug metabolites, which should provide samples for pharmacological
and toxicological tests, as well as aid studies that pursue the elucidation of in vivo

drug metabolism, being an alternative to enzymatic studies.
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I-INTRODUCAO
1.1 - Aspectos gerais

As reacgdes de oxidacdo compreendem apenas 3 % das reagdes usadas em
escala preparativa na industria farmacéutica, devido aos métodos tradicionais de
oxidacdao envolverem quantidades estequiométricas de reagentes inorganicos
toxicos tais como permanganatos, dicromato e compostos derivados de cloro, os
quais possuem sérias restricbes em funcdo da dificil eliminagcdo de grande
quantidade de subprodutos gerados nos processos de oxidacao [Caron et al.,
2006]. Assim, ha necessidade do desenvolvimento de alternativas cataliticas mais
limpas, sendo que o sistema ideal para a oxidagao “verde” seria a utilizagdo do
oxigénio molecular como oxidante primario, na auséncia de solventes orgéanicos,
juntamente com catalisadores reciclaveis e atoxicos [Hill, 1999; Caron et al., 2006].

Estima-se que aproximadamente 50 % dos medicamentos que se
encontram atualmente em desenvolvimento sdo produtos biol6gicos ou derivados
de processos biotecnolégicos, utilizando principalmente enzimas, as quais
apresentam alto custo e condi¢des especificas de temperatura e pH para alcangar
elevados valores de atividade enzimatica [Ulhoa; Silva, 2008].

Neste contexto, os sistemas biomiméticos economicamente viaveis e
eficientes poderiam ser utilizados como catalisadores promissores para a sintese
de medicamentos e metabdlitos.

Sistemas biomiméticos sdo analogos sintéticos que reproduzem uma ou
mais propriedades significativas de um sitio ativo de uma proteina. O principio
operacional de um anélogo sintético pode ser definido como uma molécula de
peso molecular relativamente baixo, idealmente obtida na forma cristalina e que
reproduza a unidade biolégica em termos de composigcdo, tipo de ligantes,
estrutura e estados de oxidagdo. Estes modelos naturalmente ndo podem simular
os efeitos ambientais e impedimentos estéricos impostos pela conformacdo da
proteina, o que pode ser considerado uma vantagem dos andlogos sintéticos, pois

eles refletem as propriedades intrinsecas do sitio de coordenacado nao modificado



pelo meio da proteina [Holm; Solomon, 2004]. Um anélogo apropriado simula a
esfera de coordenagédo e estereoquimica do sitio nativo. Um analogo estrutural
permite reproduzir as caracteristicas do sitio comuns ao proprio sitio. Um analogo
funcional reproduz a reagao catalitica que transforma substrato em produto, como
faz a enzima, mesmo que a diferentes velocidades e ndo necessariamente com a
mesma estereoquimica.

Deve-se ter em mente que o mecanismo enzimatico somente pode ser
desenvolvido pela propria enzima. Modelos funcionais podem dar alguma idéia
dos possiveis mecanismos, delimitando os caminhos de reacao. Dado a evolucao
dos métodos espectroscépicos e magnéticos, o0s quais permitem um
conhecimento incisivo dos sitios metalicos, perseguir modelos estruturais nao é
uma prioridade atualmente. Analogos funcionais e seus sistemas de reagéo séo os
grandes desafios atualmente, uma vez que o quimico necessita ainda entender
transformacdes fundamentais como N, a NHjz; CHs; a CH30H; H.O a O, sob
condigbes brandas, para desenvolvé-las de maneira similar ao centro catalitico
nativo [Holm; Solomon, 2004].

O progresso da pesquisa nesta area nas trés ultimas décadas tem levado
ao desenvolvimento de diversos sistemas biomiméticos que sdo capazes de
reproduzir as rea¢oes de oxidagado e oxigenagdo mediadas pelo citocromo P450 e
peroxidases, ao menos em termos do tipo de reacdes, mecanismos e,
frequentemente, velocidades [Meunier et al., 2000; Suslick, 2000; Rani et al.,
2005; Nazari et al., 2005]. Os esforcos nesta direcao tém levado a obtencao de
sistemas metaloporfirinicos ja com possibilidades de aplicacdo na quimica fina,
como a oxidagao seletiva de farmacos visando a obtengao de seus metabdlitos em
nivel de grama [Nazari et al., 2005; Othman et al., 2000]. Estas conquistas tém
estimulado o desenvolvimento de catalisadores de baixo custo e analogos as
metaloporfirinas, que sejam eficientes e estaveis suficientes para tornarem-se

competitivos para processos industriais em larga escala.



1.2 - Enzimas citocromo P450

Citocromo P450 constitui uma superfamilia de enzimas cruciais para o
metabolismo oxidativo, peroxidativo e redutivo de diversos grupos de compostos,
desde enddgenos, como esterbdides, acidos graxos e prostaglandinas, até
exdgenos, que incluem os farmacos e poluentes ambientais. O primeiro relato da
existéncia da enzima P450 ou um “pigmento microssomal coordenante de
monoéxido de carbono”, como foi chamado na época, foi publicado em 1958 por
Klingenberg [Klingenberg, 1958]. O nome P450 refere-se a banda Soret do
composto na forma reduzida e complexada com CO [Montellano, 2004; Meyer et
al., 2005].

Enzimas da familia citocromo P450 sédo expressas em diferentes formas de
vida: animais, plantas, fungos e bactérias [Nelson et al., 1996]. Elas parecem ser
indispensaveis para espécies eucariontes, mas ndo para procariontes, uma vez
que certas bactérias ndo possuem enzimas da familia do P450 [Nelson et al.,
1996]. Eucariontes precisam do P450 para biossintese de esterdides, que sao
constituintes da membrana plasméatica [Omura, 1999]. Enzimas P450 de
eucariontes sdo ligadas a membranas, geralmente localizadas no reticulo
endoplasmatico, mas algumas P450s estdo presentes nas membranas internas
das mitocéndrias. Todos os citocromos P450 descritos contém a ferro
protoporfirina X como grupo prostético (Figura 1), o qual € enterrado dentro das
cadeias de polipeptideos da proteina, com um sitio de ligacado bem definido que
confere acessibilidade especifica ao substrato (Figura 2) [Montellano, 2004].
Dentre as reagdes catalisadas pelo citocromo P450, as principais sao
epoxidagoes, N-,S-,0-desalquilacées, N-oxidacoes, sulfoxidacoes,
desalogenacbes e hidroxilagbes [lsin; Guengerich, 2007]. In vivo, o citocromo
P450 catalisa a transferéncia de um atomo de oxigénio molecular para o substrato
e o segundo atomo de oxigénio é reduzido a agua por equivalentes redutores
fornecidos por NADPH ou NADH:
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Figura 1. Ferroprotoporfirina IX na matriz protéica [Vashi; Marques, 2004].

A nomenclatura dos citocromos é baseada nos dados genéticos e dividida
em familia, subfamilia e isorforma, conforme a similaridade da sequiéncia de
aminoacidos, a qual, em uma dada familia, é pelo menos 40 % idéntica, e a
seqliéncia dentro de uma subfamilia é mais que 55 % idéntica (por exemplo:
CYP3A4 e CYP3A5 onde CYP=citocromo P450, 3A4 e 3A5 designam a familia,
subfamillia e isoforma respectivamente). As enzimas P450 tém em comum uma
estrutura terciaria global, apresentando uma alta conservacao da regido central,
apesar de possuir similaridades menores que 20 % em sua sequéncia de
aminoacidos nas diferentes familias de P450 [Denisov et al., 2005]. Apesar da



estrutura tercidria ser altamente conservada, ha diversidade estrutural suficiente
para permitir a ligacdo de substratos de tamanhos significativamente diferentes
para diferentes P450, e com varios graus de especificidade. Alguns P450 sao
altamente régio e estéreo especificos na oxigenacdo do substrato, enquanto
outros, tais como o CYP3A4 do figado humano, metaboliza cerca de 50 % de
todos os farmacos comerciais [Denisov et al., 2005].

Figure 2. Sitio ativo do P450 de canfora, obtido a partir da estrutura de Raios-X
[Shaik et al., 2005].

Muitos membros da superfamilia das hemeproteinas citocromo P450 sao
conhecidos e 0 numero continua a crescer a medida que mais genomas sao
seqlienciados [Denisov et al., 2005]. Atualmente, a superfamilia do citocromo
P450 engloba mais de 5500 sequéncias identificadas, sendo aproximadamente
1300 encontrados em animais [Seliskar; Rozman, 2007]. O numero de citocromos
P450 é diferente dependendo da espécie, 3 na espécie de levedura S. cerevisiae,
38 no fungo Neurospora crassa, 57 em humanos, 102 em ratos e centenas em
muitas espécies de plantas. A maioria dos citocromos P450 tem fungdes
desconhecidas, portanto, um dos desafios futuros seria a atribuicdo de funcdes
para estes citocromos P450. Das 57 isoformas de P450 em humanos, a funcdo de



12 permanece desconhecida, outros 15 séo responsaveis pelo metabolismo de

xenobidticos, e pertecem as familias CYP1, CYP2 e CYPS3, o restante atua no

metabolismo de compostos enddgenos (Tabela 1) [Nelson et al., 2004; Seliskar;

Rozman, 2007].

Tabela 1. Citocromos P450 em
Rozman, 2007].

humanos e suas principais fungdes [Seliskar;

Citocromos P450

Principal Funcao

CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6,
CYP2A13, CYP2B6, CYP2CS8,
CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1, CYP2F1,
CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7

Metabolismo de xenobibticos

CYP2A7, CYP2S1, CYP2W1,
CYP3A43, CYP4A22, CYP4F11,
CYP4F22, CYP4V2, CYP4X1,
CYP4z1, CYP20, CYP27C1

Funcdes desconhecidas

CYP11A1,CYP11B1, CYP11B2,
CYP17,CYP19, CYP21A2

Sintese do hormonio esteréide

CYP7A1, CYP7B1, CYP8B{,
CYP27A1, CYP39

Sintese do acido bile

CYP46, CYP51

Biossintese do colesterol

CYP1B1

Metabolismo do andrégeno, metabolismo do

acido retinoico

CYP26A1, CYP26B1, CYP26C1

Metabolismo do acido retindico

CYP2R1 Hidroxilacao C-25 da vitamina D3

CYP24 Hidroxilacao C-24 da 1,25-diidroxi-vitamina D3
CYP27B1 Hidroxilagao C-24 da 25-hidroxi-vitamina D3
CYP4A11, CYP4B1 Hidroxilacao de acido graxo saturado

CYP2U1 Hidroxilacao de cadeia longa de &acido graxo




CYP2J2 Epoxidacao do &cido araquidénico

CYP5AT1 Sintese do tromboxano

CYP4F8, CYP8AT Sintese de prostanglandinas

CYP4F12, CYP4F2, CYP4F3 Metabolismo de leucdcitos

Esta classificacao dos citocromos P450 ndo é absoluta. Muitos CYPs listados no
metabolismo de compostos enddgenos também participam do metabolismo de
xenobidticos e alguns CYPs envolvidos no metabolismo de xenobibticos podem
ser envolvidos na transformacao de substratos endégenos. Por exemplo, CYP3A4
e CYP2D6 participam na biossintese do colesterol e na hidroxilagao do carbono 25
da vitamina D3. A classificacao dos P450s citados esta de acordo com a revisao
de F.P. Guengerich [Guengerich, 2004].

O sitio ativo do citocromo P450 contém a protoporfirina IX (Figura 1) situada
em uma cavidade hidrofébica na proteina, tendo a quinta posicao de coordenacao
do metal ocupada por um atomo de enxofre de uma cisteina residual, responsavel
pela ligacdo do sitio ativo a enzima (Figura 2), e o sexto sitio de coordenagao esta
ligado a uma molécula de agua. E neste sexto sitio que ocorre a ativagdo do
oxigénio molecular [Montellano, 2004]. Apesar da diversidade de substratos que
podem ser oxidados e do tipo de reagao, todos os citocromos P450 envolvem um

ciclo catalitico comum (Figura 3).




desvio da
auto-oxidagao

Figura 3. Ciclo catalitico proposto para o citocromo P450 [adaptado de Denisov et
al., 2005].



O ciclo catalitico foi primeiramente desvendado para o citocromo bacterial
de canfora (P450.am, CYP101). Ligacado do substrato a enzima em seu estado de
repouso ferro(lll) baixo spin (1) desloca a agua coordenada como sexto ligante do
ferro heme e muda o estado de spin para um complexo alto spin ligado ao
substrato (2). Este complexo tem um potencial de reducdo mais positivo e, assim,
€ mais facilmente reduzido ao estado ferroso (3) no CYP101. Foi observado em
outros sistemas que a mudanca de spin ndao € uma etapa obrigatéria do ciclo
[Denisov et al., 2005]. Ligacado do oxigénio leva a um complexo oxi-P450 (4), o
qual é o ultimo intermediario relativamente estavel do ciclo. A redugédo deste
complexo, formagédo sequencial de um complexo férrico-perdxido (5), sua forma
protonada férrico-hidroperoxido (6), segunda protonacdo do atomo de oxigénio
distal com subseqUente heterdlise da ligagdo O-O e formagédo do composto | (7) e
agua, e oxigenacao do substrato para formar um produto complexo (8) tém sido
estudada por muitos métodos experimentais, mas poucas medidas diretas tém
sido possivel devido a alta reatividade e impossibilidade de acumulo suficiente
destes intermediarios em estudos cinéticos.

Cada intermediario pode desenvolver sua rica quimica, o que resulta em
pelo menos trés ramificacbes envolvendo reagdes laterais: i) autooxidagdo da
enzima na forma oxo-ferro(ll) (4), com concomitante produgcdo de um &nion
superoéxido e retorno da enzima ao seu estado de repouso; ii) o desvio do peréxido
(ou ciclo catalitico curto), em que o perdxido coordenado ou o anion hidroperéxido
(6,7) dissocia do ferro, formando peréxido de hidrogénio, completando assim a
improdutiva (em termos de substrato) reducao de 2 elétrons do oxigénio; e iii) um
desacoplamento tipo oxidase, através do qual o intermediario oxo-ferril (7) é
oxidado a agua ao invés de oxigenagcdo do substrato, resultando assim em
reducao de 4 elétrons da molécula de dioxigénio, com a formagao de 2 moléculas
de agua. A espécie oxo-ferril (7) tem sido aceita como o oxidante eletrofilico ativo
do P450, embora nado tenha sido ainda detectada, mesmo através das técnicas
mais sofisticadas a ultrabaixas temperaturas [Chandrasena et al., 2004].
Recentemente, as espécies ferro(lll)-hidroperoxo (composto 0, 6) e ferro(lll)-

peroxo (5) tém sido também propostas como intermediarios capazes de oxidar



substratos em algumas familias de P450, embora sejam menos reativos que a
espécie (7) (composto |) [Chandrasena et al., 2004; Volz et al., 2002; Dowers et
al., 2004; Hirao et al., 2006; Li et al., 2007].

A utilizacdo de multiplas espécies oxidantes na catalise pelo P450 pode
explicar a notavel versatilidade desta familia de enzimas em uma ampla variedade
de transformacodes. A participacado destas trés espécies (peroxo, hidro-peroxido e
ox0) € um parametro crucial no projeto farmacéutico de novas drogas. Como a
natureza quimica dos trés oxidantes varia significativamente em termos de carater
eletrofilico, ha o desafio, por exemplo, de se prever em um futuro préximo,
estratégias para se obter determinados produtos de oxidagédo de drogas, sabendo-
se qual é o oxidante que esta operando em determinada reacao [Denisov et al.,
2005].

1.3 - Modelos biomimeéticos do citocromo P450: metaloporfirinas e complexo

salen

Visando compreender o mecanismo das oxidagbes mediadas pelo
citocromo P450, surgiu um campo de pesquisa em catélise oxidativa, na década
de 70, utilizando metaloporfirinas sintéticas.

Na tentativa de desenvolver sistemas biomiméticos do citocromo P-450
foram sintetizadas metaloporfirinas de diferentes geracdes (Figura 4), visando uma
maior estabilidade das mesmas, uma vez que o0s primeiros sistemas
desenvolvidos eram rapidamente degradados no meio reacional [Dolphin et al.
1997; Sheldon, 1994]. A maior estabilidade a degradacao oxidativa foi obtida
através da introducéo de substituintes halogenados ou outros substituintes (NOo,
SOsH, etc.) nas posicdes B-pirrélicas e mesoarila do anel porfirinico [Sheldon,
1994]. Além de conferir estabilidade ao catalisador, sédo eficientes na promog¢ao de
reacbes de oxifuncionalizacdo de hidrocarbonetos, ja que os atomos de fluor e
cloro presentes deslocam o potencial redox do metal, e assim confere ao

intermediario da reacdo um carater mais eletrofilico, e, conseqlentemente, mais
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reativo, principalmente em reacdes de oxidacao de substratos mais inertes, como
por exemplo, alcanos [Meunier, 1992; Dolphin et al., 1997].

CH=CH 2 CH3

HsC \ CH=CH 2
HsC— — CH3
(|3H2 (|3H2
1)H2 CH»
COOH COCH
(a)

(d)

Figura 4. Ferroprotoporfirina IX (a) e metaloporfirinas de 12 geracdo (b), 22

a

geragao (c) e 32 geracao (d).

Apesar de serem os modelos mais fiéis do P450, os catalisadores
metaloporfirinicos apresentam algumas desvantagens que inviabilizam sua
utilizacdo em larga escala: (i) sdo de dificil sintese e purificacdo, o que aumenta
consideravelmente seu custo e (ii) embora apresentem alta atividade catalitica,
nao atingem niveis necessarios para sua utilizagdo industrial. Sendo assim, os
catalisadores metaloporfirinicos possuem maior potencial de aplicacdo na quimica
fina e em estudos biomiméticos de mecanismos.

Paralelamente a quimica das metaloporfirinas, o uso do ligante salen como
catalisadores de reacéo de ativacdo do oxigénio tem sido investigada, devido as
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caracteristicas similares as metaloporfirinas: estrutura eletrénica e atividade
catalitica. Entretanto, os complexos salen e as metaloporfirinas diferem em
relacdo a estrutura (Figura 5). Os complexos salen tetradentados (que néo sao
macrociclos), possuem como ligantes dois nitrogénios (formando bases de Schiff)
e dois oxigénios (ao invés dos quatro nitrogénios porfirinicos). Além disso, os
ligantes porfirinicos apresentam todos os atomos de carbonos periféricos com
hibridizacdes sp?, e o ligante salen possui dois 4&tomos de carbonos (C1” e C2”)
com hibridizagdo sp®, que pode ser substituido por &tomos de carbonos
estereogénicos. Além disso, substituintes quirais podem ser adicionados as
posicdes C3 e C3' (orto em relagdo a hidroxila) e C5 e C5 (para em relagao a
hidroxila) no ligante salen e nas posicoes meso e B-pirrélicas nas porfirinas. A
proximidade do metal ao centro estereogénico no ligante salen faz com que este
catalisador seja um excelente “template” para reacdes assimétricas [Katsuki, 1995,
Venkataramanan et al., 2005].

1"* * 2"

—N N—
M

SN
7\

salen porfirina

Figura 5. Estrutura de um complexo salen e de uma porfirina, * indica os carbonos
estereogénicos.

Uma diferenga significativa entre os catalisadores salen e as
metaloporfirinas € a grande estabilidade dos complexos salen, conseqlientemente
estes complexos dificiimente sofrem degradacao oxidativa sob condicées normais,
e a facilidade de sua sintese, por condensacao de derivados de salicilaldeidos e
etilenodiamina, os quais sdo precursores comerciais. Além disso, esta sintese

geralmente apresenta um rendimento superior a 90 % [Bottcher et al., 1996;
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Kureshy et al., 2004; Gupta; Sutar, 2008], e tem ainda a vantagem de permitir o
controle das propriedades estéricas e eletrbnicas através de alteracbes nos
substituintes precursores.

Uma grande quantidade de complexos salen com Cr(lll), Mn(lll), Fe(lll) ou
Co(ll) foram sintetizados e estudados. Os Fe(lll)salen alcangaram
aproximadamente 2/3 da atividade catalitica dos melhores catalisadores
metaloporfirinicos em reacdes de epoxidacgdes e hidroxilagdes [Boticher et al.,
1996]; os complexos contendo Mn(lll) apresentam rendimentos acima de 97 % na
epoxidacao de olefinas simples, e o doador de oxigénio pode ser um oxidante
aquoso como o hipoclorito de s6dio ou um perécido organico, por exemplo o 4cido
m-cloroperbenzdico [Zhang et al., 2008; Canali et al., 1999]. Os Co(ll)salen séo
capazes de catalisar hidroxilagoes, ciclopropanagdes e reagdes de abertura de
epdxido, enquanto os Cr(lll)salen sdo usados como catalisadores em reacoes de
Diels-Alder e na epoxidagdo de olefinas com 83 % de excesso enantiomérico
[Gupta; Sutar, 2008; Yang et al, 2007; Jacobsen, 2000; Takenaka et al., 2002].
Com estes exemplos fica evidente o potencial e aplicabilidade destes
catalisadores.

Um complexo muito estudado € o chamado catalisador de Jacobsen, que €
essencialmente um complexo quiral de Mn(salen) contendo grupos terc-butil nas
posicoes 3, 3, 5 e 5’ e um substituinte cicloexano nos carbonos C1” e C2”(Figura
6) [Serrano et al, 2008; Renehan et al., 2005]. Este catalisador foi avaliado
comercialmente como “o reagente do ano de 1994” por converter olefinas nao
quirais a epodxidos quirais com um excesso enantiomeérico maior do que 90 % e
algumas vezes excediam 98 % [Lee et al.,, 1991; Houk et al., 2008]. Outra
vantagem deste complexo € sua simples preparagéo, podendo ser sintetizado em
larga escala (da ordem de quilogramas) com baixo custo (24,20 délares o grama)
[Sigma Aldrich Handbook 2007-2008]. Em reagdes catalisadas pelo catalisador de
Jacobsen utilizam-se pequenas quantidades do catalisador em relacdo ao
substrato, e o oxidante geralmente € de baixo custo (NaOCI e H,O,). Estas
condi¢cdes simples resultam num baixo consumo de produtos quimicos, que €

essencial para a industria.
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Figura 6. Catalisador de Jacobsen.

Uma diferenga significativa entre estes modelos, metaloporfirinas ou
complexos salen, e as enzimas é a presenca de uma matriz protéica nos sistemas
biologicos (Figura 2). Esta matriz controla o acesso do substrato a espécie ativa
oxidante, tornando-a seletiva para a oxidagdo, proporcionando um ambiente
hidrofébico para a ligagdo do substrato, além de ser um isolante do centro
catalitico, controlando sua reatividade e prevenindo sua inativacao por agregagao
ou auto-oxidagao biomolecular [Lindsay, 1994; Guedes et al., 2005B].

Estudos comparativos de seletividade e estabilidade com modelos
sintéticos e sistemas naturais levaram a conclusédo de que a seletividade origina-
se dos efeitos estéricos impostos pelo ambiente do sitio ativo. Esse € o motivo
pelo qual tem havido um intenso esforco no sentido de mimetizar a cavidade
protéica das enzimas naturais [Bedioui, 1995; Gotardo et al., 2005].

Nos sistemas modelos permanecem algumas dificuldades a serem
superadas: a recuperagdo, reutilizacdto e o custo do catalisador. A
heterogenizacao de catalisadores em suportes sélidos inertes prolonga a vida dos
mesmos. Além disso, a catdlise heterogénea oferece vantagens, como o maior
controle do meio e condigbes reacionais, prevenindo a auto-destruicdo; grande
dispersao do sitio ativo do catalisador gracas as altas areas superficiais fornecidas
pelos suportes e ainda fornece uma féacil separacdo do meio reacional,
possibilitando a reutilizagdo, assim, minimizando o seu custo e gerando menos
poluicdo ambiental. Deste modo combinam-se as vantagens de um catalisador
ancorado (catdlise heterogénea) com a alta atividade catalitica exibida por
catalisadores em solucao (catalise homogénea) [Costa et al., 2008; Matachowski
et al., 2006; Kureshy et al., 2004]. Uma variedade de suportes solidos tém sido
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testados, como as matrizes inorganicas, tais como silica, alumina, zedlitas, argilas
anidnicas e catidnicas, bem como polimeros e resinas [Rani et al., 2005; Nazari et
al., 2005; Mac Leod et al., 2006; Faria et al., 2004; Guedes et al., 2005B;
Nakagaki; Wypych, 2007].

1.4 - Historico das principais contribuicoes de enzimas citocromo P450 e

modelos biomiméticos

Em uma revisao recente Mansuy traga um paralelo entre o desenvolvimento
dos conhecimentos sobre as enzimas citocromo P450 e os modelos
metaloporfirinicos [Mansuy, 2007]. Uma imensa quantidade de estudos tem sido
desenvolvida nestes ultimos trinta anos com modelos quimicos baseados em
metaloporfirinas, resultando em diversas contribuicdes importantes para entender
0s processos oxidativos relacionados ao citocromo P450, conforme mostra o

esquema da Figura 7.

Descoberta
progressiva da Primeira estrutura
Caracteristicas Purificagdo dos superfamilia do de raio X do P450
Descoberta principais do P450s dos P450 de mamiferos
do P450 ciclo catalitico mamiferos (> 3000 membros) (2C5)
»
1960 Primeira 1970 Proposicéo do 1980 Primeira 1990 Preparacéo dos 2000 2005
purificagéo do mecanismo de estrutura de estudos dos

P450..m (1968) e recombinagéo de raio X do P450s Detalhes dos estudos

evidéncia indireta oxigénio (1976) P450cam (1985) recombinantes e mecanisticos usando
para a ligagao da mutantes cristalografia e calculos

cisteina
Modelos FeP Primeiro
para 0s sistema
intermediarios modelo de
do ciclo hidroxilagoes Primeira Modelos cataliticos para o P450 tipo
cataliticodo  do P450 com publicagio das  monooxigenases (ArlO, CIO", H;0z, ROOH, Oz)
P450 PhIO (1979) espécies oxo-
perferril |
L
1960 1970 1980 1990 2000 2005
para os ferro-
metabdlitos complexos Oxidagdes cataliticas de metaloporfirinas em meio
para o P450 homogéneo e suportadas. Aplicagéo para
Fe=CRR" Fe-CRR'R" preparagao de metabdlitos de farmacos

Fe-RNO Fe=NR

Figura 7. Esquema de comparacdo do histérico do desenvolvimento dos

conhecimentos sobre o P450 e do uso de modelos metaloporfirinicos.
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Mansuy destaca que historicamente houveram quatro contribuigbes
principais dos estudos do P450 e metaloporfirinas [Mansuy, 2007]. As principais
contribuigcdes da primeira fase, no inicio dos anos 70, incluem: i) a proposta das
etapas principais do ciclo catalitico do P450 na ativacdo do oxigénio para
hidroxilagcdo de substratos, baseado em estudos espectroscdpicos e enzimaticos
utilizando fragbes microssomais e P450..m; ii) @ sintese de modelos estruturais de
intermediarios do ciclo catalitico do P450 sugere a presenca de um ligante axial
tiolato no ferro, baseados em dados espectrais do P450, muito antes da
publicacdo da primeira estrutura de raios-X da enzima; iii) as ferroporfirinas foram
aplicadas como modelos biomiméticos do P450 em epoxidagbes de alcenos e
hidroxilagdo de alcanos utilizando iodosilbenzeno. Outros doadores de oxigénio,
alquilidroperéxidos, O, e CIO’, foram empregados para hidroxilar ligagdes C-H de
varios substratos na presenca de quantidades cataliticas de P450 e
metaloporfirinas; iv) Groves e McClusky propuseram o mecanismo rebound para
hidroxilagdes de ligacdo C-H catalisadas pelo P450 [Mansuy, 2007].

A segunda fase principal envolve a determinacdo de varios P450-ferro-
metabdlitos complexos (Fe-carbenos, Fe-c-alquilas, Fe-c-arilas, etc) de natureza
estavel, devido a sintese e caracterizagdo completa dos complexos
correspondentes ferro-porfirinas metabolitos. Estes estudos levaram a descoberta
de uma rica quimica de coordenagao e quimica organometdlica de ferroporfirinas
e P450. Tais estudos contribuiram, por exemplo, para interpretar os problemas
dos efeitos da inibicado do CYP2D6 pela paroxetina, consequéncia de uma
interacdo P450-carbeno formado durante o metabolismo deste farmaco [Bertelsen,
2003]. Ainda nesta segunda fase, a estrutura do primeiro raios-X do citocromo
P450..m a partir do Pseudomonas putida foi determinada. Desde entdo, muitas
outras estruturas de P450s de diferentes origens foram publicadas [Poulos, 2005].
Entretanto, a primeira estrutura do P450 proveniente de um mamifero foi
determinada apenas em 2000 [Williams et al., 2000], e mais recentemente, entre
2004 e 2005, a estrutura dos quatro principais P450s do figado humano foram
publicados [Johnson; Stout, 2005].
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A terceira fase envolve a preparacao de diversos complexos reativos ferro-
peroxo,-hidroperoxo e oxo-peroxo, que correspondem a intermediarios transientes
do ciclo catalitico do P450, através do uso de ferramentas bioquimicas e
biofisicas, como a mutagénese, criocristalografia de alta resolugdo e estudos
espectroscopicos de intermediarios isolados usando técnicas criogénicas ou de
cinética rapida. Os estudos destes modelos complexos tém gerado importantes
dados para a compreensdo da estrutura eletrbnica e reatividade dos
correspondentes intermediarios instaveis do P450. Estes dados também foram
cruciais para entender a estrutura e a reatividade dos complexos correspondentes
de muitas outras hemeproteinas que envolvem a ligacdo de dioxigénio e/ou
ativacdo em diferentes reacOes oxidativas. Além disso, estes complexos foram
importantes para o entendimento da natureza de complexos correspondentes oxo
e peroxo envolvidos no ciclo catalitico de ferro-oxigenases nao-heme [Mansuy,
2007].

A quarta fase compreende: i) o desenvolvimento de uma grande variedade
de catalisadores seletivos para oxidagbes: sistemas utilizando principalmente
ferro- e manganésporfirinas, em meio homogéneo ou suportado em diferentes
materiais, usando doadores simples de oxigénio (H20;, ClO,...) para epoxidar
olefinas, hidroxilar alcanos e transferir 0 atomo de oxigénio para substratos
contendo enxofre ou nitrogénio; ii) a preparacdao de metabdlitos através da
oxidagdo de farmacos utilizando metaloporfirinas como modelos biomiméticos do
P450; iii) a preparacao de modelos semelhantes de catalisadores metalicos nao-
porfirinicos inspirados nos sistemas seletivos para a transferéncia de oxigénio
[Mansuy, 2007].

Seguindo esta evolugdo, nosso grupo de pesquisa tem contribuido para a
area investigando complexos modelos de P450, metaloporfirinas e complexos
analogos salen, aplicados em estudos de oxidacdo de farmacos, herbicidas e
corantes azo, bem como estudos de interacdo entre farmacos e substituintes
ligados ao complexo metalico [Santos et al., 2005; Silva et al., 2005; Gotardo et
al., 2006; Barros et al.,2006; Mac Leod et al., 2007; Barros et al., 2008]. Assim, o
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esquema de Mansuy pode ser complementado para o periodo 2005-2008,

incluindo a contribui¢cdo dos resultados de nossos estudos (Figura 8).

Catélise heterogénea utilizando metaloporfirinas e complexo salen com diferentes suportes: zedlitas aluminas, silica, materiais poliméricos,

Metaloporfirinas na

resinas, dentre outros

oxidagéo de
cloroquina e “Crowned”
_importancia das metaloporfirinas  Metaloporfirinas Eletrodo
lmerfa}?gqes entre o como na oxidagao de modificado com Primeiro trabalho Metaloporfirinas
Subititueilr?toese da Cata“_sadores herbicidas metalc_)por[lrmas com complexo na oxidagao de
" seletivos de (Gotardo et al., na oxidagao de salen na oxidag&o corantes azo
porfirina oxidagao 2006) corantes azo de farmacos (Barros et al.,
(Santos et al., 2005)  (Silva Filho et al, (Barros et al., (Mac Leod et al., 2008) Modelos
2005) 2006) 2007) P450
>
2005 Revisao de oxidantes 2006 Revisdo de 2007 Modelo de 2008 Evidéncias Substituicao,
eletrofilicos na catélise do oxidagdes quimicas haloperoxidase para para a dimerizacéo,
citocromo P450 e biolégicas com halogenagéo de espécie metalagdo e
(Newcomb; Chandrasena, Fe(lV) substratos Fe(V)=0 reagoes de “N-
2005) e estudo de multiplas (Groves et al. 2006) Lahaye; Groves, (Leeetal, fused” porfirinas
espécies oxidantes como 2007) e 2008) (Ishizuda et al.,
intermediarios (Nam et al., caracterizagdo de 2008)

2005)

porfirinas transdioxo

(Jin et al., 2007)

Figura 8. Recentes contribuicées do uso de metaloporfirinicos e complexos salen
como modelos do P450.

Gracas a evolugcdo na area de materiais, nos ultimos anos, a catalise
heterogénea com os complexos metalicos tem sido objeto de intensas pesquisas
com a finalidade de mimetizar a cavidade protéica do citocromo P450, conferindo
estabilidade e possibilidade de reutilizacao do catalisador. O nosso grupo e outros
pesquisadores tém trabalhado com metaloporfirinas de segunda e terceira
geragao, e complexos salen imobilizados por ligacao covalente, interagdes ibnicas
e hidrofébicas em varios tipos de suportes (ex. alumina, silica, materiais
poliméricos, zeolitas...) obtendo bons resultados cataliticos, mostrando a
aplicabilidade desses sistemas [Mac Leod et al., 2006; Guedes et al., 2005B; Faria
et al., 2004; Ferreira et al., 2006; Ciuffi et al., 2007; Nakagaki; Wypych, 2007].

Outras contribuicées para a quimica de modelos do P450 que merecem
destaque seriam: i- modelos de haloperoxidade [Layaye; Groves, 2007] para

halogenacgédo de substratos organicos utilizando H>O, como oxidante; ii- utilizagao
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de porfirinas supramoleculares em diversas aplicacdes [Ishizuka et al., 2008;
Nunes et al.,, 2005; Mayer et al., 2006; Van Hameren et al., 2008]; iii-
caracterizacdo de intermedidrios e estudos de multiplas espécies oxidantes
eletrofilicas capazes de oxidar substratos [Nam et al., 2004; Song et al., 2005A;
Jin et al., 2007; Newcomb; Chandresena, 2005; Groves, 2006; Lee et al., 2007;
Kang et al., 2007].

1.5 - Multiplas espécies oxidantes em reacées com modelos de citocromo
P450

Por muito tempo acreditou-se que a espécie oxoferro (IV) radical n-cation
era a unica espécie reativa envolvida em reagdes de oxidacdo catalisadas por
sistemas modelos do citocromo P450. Entretanto, existem evidéncias de que
multiplas espécies oxidantes atuam em reacdes de transferéncia de oxigénio e o
mecanismo destas reacbes é muito mais complexo do que se acreditava
inicialmente [Nam et al., 2004; Park et al., 2006]. A Tabela 2 mostra alguns
exemplos de trabalhos que consideram o envolvimento de intermediarios multiplos
participando em reacdes de oxidagdo catalisadas por metaloporfirinas e

complexos salen e as estruturas destes intermediarios se encontram na Figura 9.
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Tabela 2. Exemplos do envolvimento de espécies multiplas oxidantes em reacoes

de oxidacao

Reacoes

Epoxidagao
competitiva
de alceno

Hidroxilagao
competitiva
de alcanos

Hidroxilagao
de alcano

Epoxidacao
de alceno

Oxidagao de
composto
organo-
metalico

Oxidagao de
naftaleno

Epoxidagao
do cis-
estibeno

Sulfoxidagao
e epoxidacao

Catalisador/
oxidante

Ferroporfirina/

peroxidos e
iodosilarenos

Fe(TPFPP)Cl/
iodosilarenos

Ferroporfirinas e
m-CPBA

Ferroporfirinas e
H20:
Fe(TPFPP)CI/
t-BOOH

Ferroporfirinas/

m-CPBA, t-BOOH,

FsPhlO

Mn(salen)X/ vérios

oxidantes

Mn(corrolazina)/
PhIO

Observacoes

Verificou-se que a natureza
eletrbnica das ferroporfirinas,
natureza dos oxidantes,
polaridade do solvente e
ligantes axiais alteram a
seletividade dos produtos de
oxidagao

Influéncia do doador de
oxigénio na seletividade do
produto

Efeito do ligante axial

Altos rendimentos de
epoxidos na presengca de
imidazol

Diferengas na seletividade
dos produtos em fungdo de
diferentes concentragbes de
substrato/oxidante e reagdes
competitivas.

Efeito do solvente na
seletividade do produto

Efeito do contra-ion e da
natureza dos  oxidantes
terminais

Nao ocorre oxidagéo de
substratos por espécies
Mn(V)-oxo

Espécies
envolvidas

1,20u3

1ou3

1ou2

1ou2

6ou7

Referéncias

[Nam et al.,
2000B]; [Nam
et al., 2002];
[Suzuki et al.,
2002]

[Collman et al.,
2000]

[Nam et al.,
2000D]

[Nam et al.,
2000C]

[Wadhwani et
al., 2001]

[Khavasi et al.,

2002]

[Adam et al.,
2002]; [Collman
et al., 2004]

[Wang et al.,
2004]
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Figura 9. Estruturas dos varios intermediarios reativos propostos em reagdes de

oxidacao catalisadas por metaloporfirinas e complexos anélogos.

As primeiras evidéncias para a teoria de “mdultiplas espécies oxidantes”
foram obtidas a partir das distribuicbes de produtos em funcédo das condi¢cbes de
reacdo, tais como catalisador, oxidante, solvente, ligantes axiais e reacdes
competitivas [Adam et al., 2002; Khavasi et al., 2002; Collman et al., 2004; Wang
et al., 2004; Park et al., 2006]. Adicionalmente, estudos com P450 mutantes
T302A e T303A tem demonstrado o envolvimento de trés espécies funcionais
produzidas durante a reducdo do oxigénio molecular: ferro-peroxo, ferro-
hidroperoxo e ferro-oxo que sao capazes de catalisar oxidagdes caracteristicas de
P450 [Vaz et al., 1998; Coon, 2005]

Estes estudos tém originado varias propostas mecanisticas, bem como, a
reavaliagdo da natureza das espécies ativas oxidantes em sistemas modelos do
P450 [Collman et al., 2000; Collman et al., 2004; Park et al., 2006]. Zhang e
Newcomb realizaram estudos cinéticos utilizando “laser flash fotdlise” e mostraram
que a espécie transiente Fe(V)-oxo exibe nivel apropriado de reatividade
sugerindo que esta espécie pode ser o oxidante ativo em enzimas P450, propondo
o envolvimento de dois oxidantes ativos que apresentam reatividades e
seletividades diferentes, embora a identidade dos multiplos oxidantes sdo pontos
especulativos [Zhang; Newcomb, 2008]. Assim, as espécies Fe(V)-oxo foram

propostas como sendo o principal oxidante que reage com o substrato, e um
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processo lento converte estas espécies Fe(V)-oxo em composto | (ferril radical ©
cation) que também funciona como oxidante. Na auséncia de substratos, apenas o
composto | € observado, devido ao curto tempo de vida das espécies Fe(V)-oxo,
0S quais ndo apresentam concentracées suficientes para serem detectados
(Figura 10) [Zhang; Newcomb, 2008].

Subs-0 Subs

= vy

Figura 10. Mecanismo envolvendo duas espécies oxidantes ativas, proposto por
Zhang; Newcomb, 2008.

Entretanto, estudos tedricos computacionais levaram a conclusdo que
apenas a espécie ferril radical m-cation é capaz de transferir o oxigénio ao
substrato, espécies intermediarias Fe(lll)-OOH sao energeticamente desfavoraveis
contrariando, portanto, a teoria de multiplas espécies oxidantes [Shaik et al., 2004;
Schoneboom et al., 2004]. Para explicar as diferengas na distribuicdo de produtos,
Shaik e colaboradores propuseram que a espécie ativa ferril radical n-cation em
dois estados de spin (estado dubleto baixo spin e estado quarteto alto spin), as
quais podem mostrar padroes de reatividade diferentes sob influéncia de
diferentes ambientes [Shaik et al., 2004; Hirao et al., 2006; Li et al., 2007]. Song et
al., utilizando metaloporfirinas em estudos mecanisticos detalhados através de
efeito isotdpico cinético e reagcdes competitivas, afirmou que a espécie ferril -

cation apresenta o comportamento de um “oxidante camaledo” que muda a
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reatividade e seletividade de acordo com as condigcbes de reacdo [Song et
al.,2005A].

A fascinante questdo da espécie ferril radical n-cation como Unica espécie
ativa versus o envolvimento de oxidantes multiplos tem sido amplamente
discutida. Atualmente, ha um consenso de que ferroporfirinas-peroxo podem
conduzir reagdes nucleofilicas com alcenos e aldeidos [Nam et al.,, 2004]. A
participacdo de adutos de oxidantes-ferroporfirinas em reagdes de oxidagao é
ainda ambiguo, assim como a existéncia de ferro(V)oxo porfirina é questionavel.
Embora resultados experimentais recentes permitam propor o envolvimento de
multiplas espécies oxidantes na transferéncia do oxigénio por citocromo P450,
metaloporfirinas e complexos salen, nenhuma evidéncia conclusiva para tais
intermediarios ativos foi ainda obtida, especialmente para a hidroxilacdo de
alcanos. Consequentemente, a determinacdo da estrutura e elucidacdo da
reatividade de uma segunda espécie oxidante eletrofilica € um desafio para os
quimicos bioinorganicos [Nam et al., 2004; Park et al., 2006; Zhang; Newcomb,
2008].

1.6 - Espécies intermediarias do Mn(salen)

Numerosos estudos tém demonstrado que as espécies derivadas dos
complexos Mn(lll)salen podem oxidar facilmente alcenos e sulfetos, entretanto a
natureza e identidade das espécies reativas ainda nao foram elucidadas [lvanic et
al., 2004; Venkataramanan et al., 2005; Chattopadhyay et al., 2007]. Devido a sua
similaridade com os analogos metaloporfirinicos, foi postulado o intermediario
MnY(O)(salen) como oxidante ativo em reacgdes de epoxidacdo utilizando PhlO
e/ou NaOCI [Venkataramanan et al., 2005; Chattopadhyay et al., 2007], o qual foi
detectado s6 recentemente por 'H RMN e ESI-MS [Feichtinger; Plattner, 2001;
Venkataramanan et al., 2005], e até o momento, ndo existem informacdes
estruturais experimentais para o fon MnY(O)(salen), sua geometria e estrutura
eletrdnica sdo estimadas por calculos tedricos e dados de raios-X do Cr¥(O)(salen)
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e Mn"(N)(salen) [Samsel et al, 1985; Chang et al, 1998; Cavallo; Jacobsen, 2003;
Venkataramanan et al., 2005].

Recentemente, pesquisadores determinaram que as espécies
MnY(O)(salen) podem sofrer transformagdo para as espécies neutras
Mn"(O)(salen) na auséncia de substrato, que exibe sinal no espectro de EPR e
oxida olefinas via mecanismo radicalar [Campbell et al, 2001; Adam et al, 2000;
Venkataramanan et al., 2005]. Também, espécies diméricas como Mn(lI)Mn(IV) e
Mn(IV)Mn(IV) tém sido propostas em reacbes de oxidacdo catalisados por
complexos salen [Gupta; Sutar, 2008; Xinwen et al., 2004].

A formacdo do MnY(O)(salen) a partir do Mn(lll)salen e PhlO est4 associada
ao desaparecimento do pico caracteristico em Amax= 350 nm e aparecimento de
uma nova banda eletrénica com Amax= 530 nm, que € atribuida ao dimero p-oxo
Mn(1V), que se encontra em equilibrio com os ions Mn(lll) e Mn(V), conforme

equacao [Venkataramanan et al., 2005]:

[MnY(O)(salen)] + [Mn(lll)salen] < [(salen)Mn"(O)Mn"(salen)] equagéo 1

Entretanto, as espécies Mn' e Mn"“ sdo espectroscopicamente
indistinguiveis. O desproporcionamento do dimero p-oxo Mn (IV) fornece a
espécie ativa MnY(O)(salen) na equacéo 1, indicando que o dimero serve como
um fonte alternativa do fon Mn"(O)(salen), o qual é a Unica espécie ativa capaz de
promover a oxidacdo de substratos organicos quando o PhlO é o doador de
oxigénio [Venkataramanan et al., 2005].

Nas reacdes que utilizam H>O. ou alquil hidroperdxido e Mn(lll)salen sao
propostos como intermediarios ativos as espécies metal-oxo e metal-peroxo e
radicais peroxo e peroxil [Khavrutskii et al, 2003; Chattopadhyay et al., 2007].
Estudos espectroscopicos com solucao de Mn(lll)salen e H.O, mostram uma
banda de absorcdo com Amax= 420 nm, que foi atribuida & Mn"(OOH)(salen).
Subseqlente diminuicdo desta banda pela adicao do substrato, indica que esta
espécie hidroperéxido pode ser a responsavel pela oxidacdo. A auséncia da

banda Amax= 530 nm, observada em sistemas Mn(salen)/PhlO, indica que as
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espécies Mn'(O)(salen) ndo participam das reacées com hidroperéxidos
[Venkataramanan et al., 2005].

Kochi e colaboradores propuseram que complexos Mn'"(salen) reagem com
m-CPBA na presenca de olefinas, com formagdo de Mn"(O)(salen), responsavel
pela epoxidacdo. Na auséncia de substratos, esta espécie pode reagir com o
Mn"(salen) para formar um dimero p-oxo Mn (IV) [Srinivasan et al., 1986;
Venkataramanan et al., 2005].

Hsich e colaboradores estudaram a formacgdo de espécies Mn'(O)(salen)
quando Mn"(salen) reage com excesso de m-CPBA e propuseram o mecanismo
conforme Figura 11. As espécies Mn"(O)(salen) e o fon meta-clorobenzoato (m-
CBA’) sao formadas inicialmente através da transferéncia do atomo de oxigénio
pelo m-CPBA. Sob estas condicdes, as espécies Mn"(O)(salen) sdo altamente
reativas e podem epoxidar olefinas. Entretanto, quando a olefina nao esta
presente, o ion m-CBA estd sujeito a oxidacdo de um elétron, formando
Mn(IV)(OH) e o radial clorobenzo-carbonil (m-CBAe). A confirmacao de espécies
radicalares foi feita por EPR, com sinal em g = 2, e a presenca de Mn(lV) foi
confirmada pelo sinal em g = 5,4 [Hsieh, Pecoraro, 2002]. O radical clorobenzo-
carbonil (m-CBAe) sofre descaboxilagcdo produzindo o radical m-clorobenzil e
liberando CO,, que pode ser detectado através de espectrometria de massas.

A oxidacdo do Mn"(salen) por m-CPBA pode ocorrer de duas formas: se a
espécie MnY(O)(salen) oxida o fon m-CBA, a espécie Mn(IV)(OH) é gerada e
observa se o sinal em g = 5,1 no EPR. Se a espécie Mn'(O)(salen) reage com o
Mn(lll)salen, observa-se a formacédo do dimero Mn(IV/IV), que nao deve fornecer
sinal no EPR. No entanto, se o dimero Mn(IV/IV) sofrer reducao produz a espécie

Mn(l1I/1V), que é responsavel pelo sinal em g = 2 [Hsieh, Pecoraro, 2002].
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Mn'(salen) + m-CPBA ——= M (O)salen H"_ - [Mn(IV)(OH)]
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Figura 11. Mecanismo de oxidacdo de Mn"(salen) por m-CPBA [Hsieh, Pecoraro,
2002].

1.7 - Mecanismo de epoxidacao catalisado por Mn(salen)

Os mecanismos de reacao utilizando sistemas modelos de P450 foram
inicialmente investigados para as metaloporfirinas [Groves et al., 1980; Groves;
Myers; 1983]. Mais recentemente, o alto grau de indugdo assimétrica dos
catalisadores Mn(salen) tem contribuido para a elucidacdo de mecanismos de
epoxidacao de alcenos cis-1,2-dissubstituidos [Linde et al., 1999; Linde et al.,
2002; Jonsson et al., 2006].

Varios intermediarios tém sido propostos para a transferéncia de oxigénio
para o substrato nos sistemas envolvendo Mn(salen) como é mostrado na Figura
12. Acredita-se que o mecanismo concertado (Figura 12, rota A) ocorre na reagao
com alcenos isolados. Entretanto, a formagdo de uma mistura de epdxidos cis e
trans na oxidacao de alcenos conjugados indica um processo radicalar (Figura 12,
rota B). Outra proposta envolve a formacdo de um manganoxetano que sofre
eliminacdo redutiva para formacao do produto syn ou este intermediario se abre
para formagao de um intermediario radicalar, que produz o produto anti (Figura 12,
rota C). Resultados de estudos de efeito isotdpico cinético ndo indicam a rota C
via manganoxetano, no entanto, evidéncias baseando-se na utilizagao de captores

de radical na epoxidagdo de alcenos substituidos demonstrou que o produto syn
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nao procede via um intermediario radicalar. Existe ainda a possibilidade de
multiplas espécies oxidantes atuando na reacdo de epoxidacao, evidenciando a
falta de consenso em um Unico mecanismo como também ocorre no caso das

metaloporfirinas [Linde et al., 2002; Jonsson et al., 2006].
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Figura 12. Mecanismos de reacao propostos para a epoxidacdo catalisado por
Mn(salen) [Linde et al., 2002].

1.8 - Oxidacao de farmacos

Farmacos sao geralmente compostos altamente funcionalizados e a maioria
deles exibem grupos oxidaveis, o que o0s tornam alvos ideais para um
metabolismo oxidativo quando séo introduzidos no organismo humano [Bernadou;
Meunier, 2004]. O conhecimento do metabolismo oxidativo catalisado pelo

citocromo P450 é fundamental no estudo de novos farmacos, pois 0 metabolismo
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pode levar tanto a formagdo de compostos com atividade terapéutica igual ou
superior ao composto original quanto a metabdlitos com alta toxicidade.

Varios métodos foram utilizados no decorrer dos anos com o intuito de
desenvolver modelos praticos capazes de predizer o metabolismo de drogas
candidatas a farmacos e, eventualmente, produzir em larga escala metabdlitos
que apresentem uma sintese complicada. Os métodos variam de experimentos
diretos com animais ao uso de enzimas, como peroxidases e citocromo P450
monooxigenases [Meunier, 1992; Mansuy, 1993; Sheldon, 1994; Feiters, 2000;
Mansuy, 2007]. Contudo, varios problemas podem ser associados ao uso dessas
técnicas [Bernadou; Meunier, 2004; Mansuy, 2007].

i. estudos com animais sdo despendiosos e necessitam do sacrificio

do animal

il. 0 uso de micromossomo leva a rendimentos nao reprodutiveis

iii. o isolamento de intermediarios reativos que podem se ligar a

polimeros bioldgicos em oxidac¢des catalisadas por enzimas € dificil e
os metabdlitos primérios sao freqientemente hidrofilicos, dificultando
sua separacgao, especialmente daqueles desconhecidos.

Por estes motivos 0 uso de modelos biomiméticos que permitem um estudo
relativamente simples da atividade intrinseca do sitio ativo das enzimas P450 tém
recebido grande atengdo. Estes modelos fornecem informagbes importantes,
como, por exemplo, sobre 0 mecanismo e possiveis rotas do metabolismo de
farmacos exogenos.

Varios farmacos tém sido oxidados por sistemas biomiméticos do P450
envolvendo metaloporfirinas [Bernadou; Meunier, 2004]. Estes estudos tém
mostrado que, apesar das limitagcbes dos modelos, geralmente os mesmos
metabdlitos observados “in vivo” sdo produzidos [Bernadou; Meunier, 2004],
auxiliando no entendimento do metabolismo dos mesmos pelo P450. Entretanto,
outros produtos de oxidacdo desconhecidos do sistema natural também sao
muitas vezes observados nestes estudos, o que abre a possibilidade de

investigacdo da agéo terapéutica e/ou toxicoldgica destes compostos.
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O complexo FeP IX, que é o grupo prostético do citocromo P450, tem seu
uso como modelo biomimético muito limitado. Este complexo ndo possui
substituintes nas posicdes meso do anel porfirinico, muito reativas, e, portanto,
nos estudos in vitro fica sujeito a destruicao auto-oxidativa durante a reagao. A fim
de superar esta dificuldade metaloporfirinas sintéticas com maior estabilidade tém
sido utilizadas como modelos biomiméticos do citocromo P450 [Bernadou;
Meunier, 2004].

Um grande numero de metaloporfirinas meso substituidas ja foi utilizado no
estudo in vitro do metabolismo de varios farmacos como lindocaina, antergan,
carbamazepina, entre outros [Bernadou et al., 1991; Chorghade et al., 1996; Vidal
et al., 1993; Komuro et al, 1996, Bernadou; Meunier, 2004; Mansuy, 2007; Faria et
al., 2008]. Estes estudos mostram que um controle das condigdes de reagdo pode
levar a producao de determinado metabdlito de interesse, o que nao pode ser
realizado em condi¢gdes normais. A habilidade biomimética destes compostos
pode ser constatada ao se observar que os 15 metabdlitos formados pela reacao
da Mn(TFPP)CI/H>O2/piridina com 1-metil-4-piperidil benzilato sdo praticamente os
mesmos obtidos in vivo no metabolismo de ratos [Bernadou; Meunier, 2004]. Outro
exemplo é a oxidacdo do farmaco albendazol por PhlO catalisada pela ferro (lll)
meso-tetraquis(2-nitrofenil)-B-octacloroporfirina, Fe(TNCIgP), para formar os
mesmo metabdlitos sulféxido e sulfona obtidos in vivo [Maurin et al., 2003].

Santos et al. [Santos et al., 2005] também estudou sistemas modelos
metaloporfirinicos na oxidagdo do farmaco cloroquina. Neste estudo, varios
metabdlitos foram identificados, incluindo aqueles observados nos sistemas in
vivo. Observou-se também que substituintes nos anéis meso-arila da porfirina,
capazes de interagir com o farmaco através de interacdes n-m e interacoes
eletrostaticas (tal como o substituinte carb6xi da porfirina e o grupo amino da
cloroquina), tém um papel fundamental nos rendimentos e seletividade dos
produtos oxidados. Também nos estudos de oxidag¢do da isoniazida catalisada por
metaloporfirinas estas interagées se mostraram importante para altos rendimentos
e seletividade [Guedes, 2006].
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Melo e colaboradores relataram a oxidagdo do farmaco praziquantel pelo
iodosilbenzeno utilizando metaloporfirina como catalisador. Este estudo revelou
que a hidroxilagao ocorre preferencialmente na posicao 7, obtendo como principal
produto o 7-hidroxipraziquantel [Melo et al., 2005].

O estudo do metabolismo do diclofenaco para a obtencdo de metabdlitos
hidroxilados foi comparado utilizando metaloporfirinas e citocromos CYP2C9
recombinantes [Othman et al.,, 2000]. A enzima recombinante produziu o
diclofenaco hidroxilado na posicao 4‘, que corresponde ao principal metabdlito
obtido in vivo, com 70 % de rendimento enquanto que as metaloporfirinas geraram
um produto hidroxilado na posicao 5, com 90 % de rendimento. Estes estudos
mostraram que a utilizacado de metaloporfirinas e enzimas sao complementares e
podem ajudar no entendimento de biodegradacao deste medicamento.

Sistemas modelos, com metaloporfirinas moduladas podem fornecer
diversas informagdes sobre os mecanismos de oxidagao de diversos compostos.
Entretanto, a implementagcdo de complexos porfirinicos como catalisadores para
preparacdo de metabdlitos para a industria farmacéutica apresenta algumas
desvantagens: estes complexos sao de sintese relativamente facil, mas de dificil
purificacdo, resultando em um catalisador com alto custo, se o objetivo for
utilizacdo em larga escala. Mesmo com sua atividade catalitica alta ja descrita por
varios pesquisadores, estes catalisadores ndo atingem (por 1-2 ordens de
grandeza) a atividade necessaria para uma produc¢ao industrial do produto oxidado
[Gray et al., 1996]. Permanece, entdo, uma clara necessidade de se encontrar
catalisadores mais simples e de facil obtengéo, com ligantes baratos, que exibam
uma atividade catalitica maior do que aquela das metaloporfirinas, se o objetivo for
a preparagao em larga escala.

Reacdes que utilizam o catalisador de Jacobsen se caracterizam por serem
métodos excelentes para sintese de intermediarios quirais na preparacdo de
compostos farmacéuticos [Caron et al., 2006]. Senanayake e colaboradores
utilizaram o catalisador de Jacobsen para preparar o epdxido indeno com excesso
enantiomérico de 88 %, que é um precursor do indinavir, utilizado como inibidor da

protease do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), Figura 13 [Senanayake et
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al., 1996]. A oxidagao do cromeno por Mn(salen) gera o epoxido correspondente,
que é precursor de um ativador do canal de potassio BRL 55834 (Figura 14) [Bell
et al, 1996]. Outro exemplo é a preparacdo de um intermediario do inibidor da
fosfodiesterase IV CDP 840 [Lynch et al., 1997]. Embora existam muitos outros
exemplos utilizando o catalisador de Jacobsen para epoxidacdo assimétrica
aplicada na industria farmacéutica, para preparacao de intermediarios utilizados
na sintese de medicamentos, ndo foram encontrados estudos de metabolismo de

farmacos com estes complexos.
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Figura 13. Preparacao do Indinavir [Caron et al., 2006].
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Figura 14. Preparacao do ativador do canal de potassio [Caron et al., 2006].

O uso do catalisador de Jacobsen para oxidagao biomimética de farmacos
como modelo do citocromo P450 comegou a ser desenvolvida por nosso grupo
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[Mac Leod et al., 2007]. Estes estudos abrem um campo de pesquisa promissor
para diversas areas de conhecimento, que abrange desde a medicina a industria
de medicamentos. Entretanto, para obter tal éxito, varios estudos devem ser
desenvolvidos combinando catalisadores modulados com grupos substituintes
eficazes, oxidantes e condi¢cdes reacionais, que possam permitir a obtencédo de
rendimentos aceitaveis dos produtos, que viabilizaria procedimentos em escala

economicamente viavel.
1.9 - Anticonvulsivantes
Carbamazepina (CBZ)

A epilepsia tem sido considerada uma das disfungbes mais comuns do
sistema nervoso central, caracterizada por crises repentinas e transitérias, com ou
sem convulsées, resultantes de distarbios da atividade eletroquimica do cérebro,
causados pela descarga excessiva dos neurbnios. H4 estimativas de que 50
milhoes de pessoas no mundo apresentem epilepsia e cerca de 25 % nao
possuem as crises controladas com anticonvulsivantes e somente 19 % estao
completamente livres de crises ap6s 12 meses de tratamento [Acharya et al.,
2008; Elger; Schmidt, 2008].

A carbamazepina, (CBZ, 5-carbamoil-5H-dibenzapina, Carbatrol® e
Tegretol®, Figura 15), altamente lipofilica e estruturalmente relacionada com
compostos triciclicos, tem sido um dos farmacos mais freqliientemente prescrito
para o tratamento da epilepsia, sendo consumido na Inglaterra em quantidades
superiores a 40 toneladas ao ano [Vogna et al, 2004]. Entretanto, o uso deste
farmaco esta associado com uma variedade de reagdes adversas que incluem
problemas cutaneos, imunologicos, renais e hepatoldégicos. Embora o mecanismo
destas reacbes seja desconhecido, acredita-se que resultem da formacéo de
metabdlitos reativos [Pearce et al., 2002]. Intermediarios reativos, tais como 6xido
arenos, quinonas e 2-hidroxi-iminoestilbeno tém sido propostos como as espécies

responsaveis pela toxicidade e efeitos adversos observados, embora a prova
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definitiva seja dificil de ser alcangada, pois os microssomos humanos convertem a
CBZ em metabdlitos capazes de ligar em proteinas [Spielberg et al., 1981; Furst et
al., 1995; Ju; Uetrecht, 1999; Bu et al., 2005; Pearce et al., 2005].

Estudos in vitro usando ["“*C]carbamazepina demonstraram que
microssomos do figado humano foram capazes de produzir metabdlitos
intermediarios reativos, embora a identidade destes produtos permanecam
desconhecida [Pearce et al., 2002; Wolkenstein et al., 1998].

A carbamazepina é quase completamente metabolisada no figado, através
de trés processos metabdlicos principais (Figura 15) com pelo menos 30
metabdlitos identificados na urina humana e de ratos, na forma livre e conjugados
[Breton et al., 2005]. A via metabdlica principal é a oxidagdo por enzimas do
sistema do citocromo P450 (CYP3A4 e CYP2C8) para formar a carbamazepina
10,11-ep6xido (CBZ-EP), a qual ¢é também dotada de propriedades
anticonvulsivantes (Figura 15) [Breton et al., 2005; Hata et al., 2008]. A hidrélise
da CBZ-EP para carbamazepina trans-diol (CBZ-OH) é catalisada pela enzima
epdxido hidrolase, sendo excretado na forma livre ou na forma conjugada
glucurénica. Estudos in vitro com microssomos de figado humano também
mostram a formagao do 9-hidroximetil-10 carbomoil acridan como um menor

metabdlito da via principal [Myllynen et al., 1998].
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Figura 15. Metabolismo da carbamazepina.

A segunda rota do metabolismo se caracteriza pela producao de
metabdlitos fendlicos (2- e 3- hidroxicarbamazepina), que sédo formados via
intermediarios epdxidos reativos (6xido 2,3-areno). O metabdlito 3-hidroxi-CBZ é
oxidado a quinona [Uetrecht, 2006] e o 2-hidroxi-CBZ é oxidado a iminoquinona, a
qual foi inicialmente proposto ocorrer num processo de duas etapas via 2-hidroxi-
iminoestibeno (Figura 15, rota A) [Ju; Uetrecht, 1999]. Entretanto, recentemente,
estudos in vitro mostraram que o 2-hidroxi-CBZ pode ser oxidado diretamente a
iminoquinona por citocromos P450, seguido da reducao por NADPH a 2-hidréxi-
iminoestibeno (Figura 15, rota B) [Pearce et al., 2005].

A terceira menor rota do metabolismo conduz a formagao do iminoestilbeno.
Em estudos de oxidacdo da carbamazepina e do iminoestilbeno com leucdcitos

ativados, a CBZ foi convertida por uma mieloperoxidase em varios metabdlitos,
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identificados, como sendo a 9-acridina carboxaldeido, acridina e acridona [Furst;
Uetrecht, 1993; Breton et al., 2005].

A investigacdo do mecanismo catalitico de oxidacdo da CBZ em solucéao
aquosa ja foi avaliada utilizando metaloporfirinas carregadas como catalisadores.
Esta reacdo resultou em altas conversdes (99 %) e rendimentos (75-80 %) de
epdxido apds 1h de reacao com o uso de KHSOs como oxidante [Bernadou et al.,
1994]. Outro estudo com este farmaco utilizou a metaloporfirina Mn(lI)TMPyP e
m-CPBA, convertendo a CBZ para o CBZ-EP com rendimentos de 93 % [Groves
et al., 1997].

A degradacéao e parcial mineralizacado da carbamazepina no tratamento de
efluentes e outros ambientes aquaticos utiliza UV/H.O, com a finalidade de
remover o farmaco. Nestes tratamentos oxidativos observou-se que o metabdlito
principal, CBZ-EP, foi degradado a acridina. As andlises indicaram também
pequenas quantidades de acido salicilico, catecol e &acido 2-aminobenzdico,
provenientes do ataque dos radicais ‘OH ao anel aromético [Vogna et al., 2004].
Neste estudo foram identificados produtos diferentes dos metabdlitos encontrados
in vivo. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo in vitro do metabolismo
da CBZ pelo sistema mieloperoxidase/H>O-/HOCI, sendo os derivados da acridina
0s principais metabdlitos observados [Furst; Uetrecht, 1993].

Apesar das intensas pesquisas com este anticonvulsivante, muitas
questdes ainda permanecem, tais como a elucidagdo dos mecanismos que tentam
explicar a formagao de novos metabdlitos, identificagao de intermediarios reativos
e em quais fases do processo de detoxificagdo e/ou transformagéo do composto
ha participacdo do P450. Além disso, o0 uso de CBZ neste estudo € interessante
para uma avaliagdo comparativa dos varios sistemas cataliticos empregados.

Primidona (PRM)
A primidona (PRM, 5-etilexaidro-4,6-dioxo-5-fenilpirimidina, Figura 16) € um

barbitirico usado desde o inicio dos anos 50 e tem se mostrado eficaz no

tratamento das convulsdes parciais e ténico-clonicas, embora este medicamento
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apresente acdo sedativa. A PRM é metabolisada pelo citocromo P450
(CPY2C9/19) em fenobarbital (FENO) e feniletiimalonamida (PEMA) (Figura 16)
[Ferranti et al., 1998].

Os metabdlitos (FENO e PEMA) possuem acbes farmacoldgicas
semelhantes a substancia original, assim, os metabdlitos ativos fazem com que o
efeito terapéutico permaneca mesmo quando a primidona ja tenha sido
metabolisada. A investigacdo dos metabdlitos € de grande importancia, visto que
em muitos casos o farmaco empregado é o fenobarbital ao invés da primidona
[Gareri et al, 1999; Masri; Portier, 1998]. Contrariamente ao efeito terapéutico,
existem  evidéncias toxicologicas atribuidas aos metabdlitos  deste
anticonvulsivante. Estudos utilizando o fenobarbital mostraram potencialidade
carcinogénica em roedores [McClain, 1995] e atividade mitogénica do metabdlito
PEMA na Salmonella [Zeiger et al, 1988].

Estudos do metabolismo in vivo mostraram que o processo de
biodegradacao da primidona esté relacionado com a ocorréncia da clivagem do
anel pirimidinico, com descaboxilagdo oxidativa do carbono localizado entre os
nitrogénios, formando o PEMA. O outro metabdlito (FENO) pode ser formado
através da rota de degradacao oxidativa do farmaco (Figura 16) [Masri; Portier,
1998]. Também foram identificados para-hidroxi fenobarbital (FENO-OH) e a-fenil-
y-butirolactona (BL) como metabdlitos secundarios da primidona [Lafont et al,
1990].
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Figura 16. Metabolismo da primidona [Lafont et al., 1990].

Os estudos oxidativos com este farmaco utilizando metaloporfirinas e
complexos salen podem ajudar na identificacdo de novos produtos de oxidacao,
0s quais podem ser intermediarios no metabolismo in vivo.

1.10 - Antidepressivo: fluoxetina

Bem diferente da tristeza ou do baixo astral, a depressao é o resultado de
uma alteracdo da acdo de neurotransmissores (noradrenalina, dopamina e
serotonina) no cérebro, que sao as substancias responsaveis pelas trocas de
informagdes do Sistema Nervoso Central, ou seja, a comunicacao entre as células
do cérebro (neurbnios). No estado normal, os neurbnios liberam
neurotransmissores, que sdo capturados por outros neurénios por meio de seus
receptores (a substancia de comunicacao se fixa na célula como uma chave na
fechadura). Dentro da célula nervosa, uma bomba de recaptagao retira parte dos

neurotransmissores da sinapse € uma enzima especifica metaboliza o resto das
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substancias (Figura 17 a). Na depressdo acontece uma diminuicdo na quantidade
de neurotransmissores liberados, mas a bomba de recaptacdo e a enzima
continuam trabalhando normalmente. Entdo, o neurbnio receptor captura menos
neurotransmissores e o sistema nervoso funciona com menos "combustivel".
(Figura 17 b) [Lucia, 2008].

Enz

s

Figura 17 a. estado normal Figura 17 b. depresséao

O antidepressivo faz com que haja maior disponibilidade de
neurotransmissores na sinapse. Para isso o remédio pode atuar de duas formas:
bloqueando a acado da bomba de recaptacao (Figura 18 a) ou bloqueando a acao
da enzima que degrada os neurotransmissores (Figura 18 b) [Lucia, 2008].

Enzima  Neurotransmissor

inibida T
- n
ﬁé a?: o =

recaptagiio
Figura 18 a. inibicdo da bomba de Figura 18 b. inibicdo da enzima que
recaptagcao degrada os neurotransmissores.

Os farmacos antidepressivos podem ser classificados em trés diferentes
classes: os triciclicos, os inibidores da monoamino oxidase e o0s inibidores
seletivos de recaptagdo da serotonina. Os dois primeiros grupos foram
descobertos quase que simultaneamente, na segunda metade da década de 1950,

e atuam elevando o nivel cerebral das monoaminas noradrenalina e serotonina. O
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terceiro grupo, os inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina, foi
racionalmente desenvolvido na década de 70, como medicamentos psicotrépicos.
Estes farmacos iniciaram uma nova era no desenvolvimento de drogas utilizadas
no tratamento de transtornos psiquiatricos [Kiss, 2008; Kennedy, 2006].

A fluoxetina (D,L-N-metil-3-fenil-3-[(a, a,a-trifluoro-p-tolil)oxi]propilamina,
Prozac®, Figura 19) é um farmaco pertencente a classe dos inibidores seletivos de
recaptacdao de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), comercializado como uma
mistura racémica de dois enantibmeros, onde o S-enantibmero é
aproximadamente 1,5 vezes mais potente que o R-enantibmero em inibir a
recaptacao de serotonina. Essa diferenca de poténcia farmacoldgica é ainda mais
marcante para o metabdlito ativo norfluoxetina, onde o S-enantibmero tem uma
capacidade inibidora cerca de 10 a 20 vezes mais potente do que o R-
enantiomero [Hilborn et al., 2001]. Apareceu pela primeira vez na literatura
cientifica em 1974 e, em 1987 teve seu uso como antidepressivo aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA), 6rgao de controle de medicamentos do
governo dos Estados Unidos. Desde entdo, € o farmaco antidepressivo mais
prescrito em todo mundo, cerca de 40 milhdes de pessoas ja utilizaram a
fluoxetina, sendo produzido anualmente na Inglaterra e Alemanha
aproximadamente 2000 e 4700 kg do composto ativo, respectivamente [Jawecki,
2007]. Posteriormente, teve seu uso aprovado para o tratamento da desordem
obsessivo-compulsiva e da bulimia. Atualmente, além destas indica¢des, tem sido
utilizada no combate a ansiedade, as desordens de alimentagao, a fobia social e a

doenca do péanico [Fernandes et al., 2008; Vaswani et al., 2003].
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Figura 19. Metabolismo da fluoxetina

No Brasil a histéria da fluoxetina comecou em 1989, dois anos depois de
iniciadas as vendas nos Estados Unidos, sendo atualmente um dos dez maiores
mercados do mundo. Estima-se que entre 2006 e 2007 o consumo de
antidepressivos tem crescido 17 % no Brasil, e cerca de um milh&o de pessoas
tomam diariamente antidepressivos sendo que, desse total, 25 % tomam a
fluoxetina, ou seja, Prozac e similares, o que justifica os estudos com este farmaco
[Athayde, 2008].

Apesar do uso extensivo, acredita-se que cerca de 50 % do metabolismo da
fluoxetina permanece desconhecido [Lemberger et al., 1985; Urichuk et al., 1997].
A principal rota do metabolismo deste farmaco é a N-desmetilagéo para formar o
metabdlito norfluoxetina. No entanto, tem sido proposto que a fluoxetina também
pode sofrer O-desalquilacao para formar o p-trifluorometilfenol. Estudos utilizando
isoformas do citocromo P450 indicam que as espécies CYP2C19, CYP2D6,
CYP3A4 e CYP2C9 tém importante papel na N-desmetilagdo para formar a
norfluoxetina, quando a concentracdo da fluoxetina se encontra no nivel
terapéutico em ensaios in vivo e in vitro [Margolis et al., 2000;Jawecki, 2007].
Entretanto, pouco é conhecido a respeito das isoformas do citocromo P450
responsaveis pela O-desalquilacdo. Conhecer essas isoformas poderia ser
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importante, tendo em vista que muitos metabdlitos apresentam atividade e podem
contribuir para efeitos adversos e resultar em interacao farmaco-farmaco de alto
risco. Além disso, metabdlitos podem competir com outros substratos endégenos
e exdgenos para atingir o sitio ativo de enzimas, resultando em mudangas de
concentragdes dos substratos e seus metabdlitos em tecidos e fluidos biolégicos
[Liu et al., 2002].

A fluoxetina e seus metabdlitos sdo excretados principalmente na urina
(cerca de 60 % em individuos saudaveis) sendo aproximadamente 73 % sob a
forma de metabdlitos ndo identificados, 10 % norfluoxetina, 9,5 % de norfluoxetina
conjugada com glicuronidio, 5,2 % como fluoxetina com glucoronidio e 2,5 % de
farmaco sem conjugagdo. Assim, torna-se extremamente importante a
identificacdo destes metabdlitos desconhecidos para o completo entendimento do
processo de biodegradacao, tendo em vista sua grande utilizacdo [Petrovic;
Barceld, 2007].
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Il- OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi investigar a atividade catalitica das
metaloporfirinas e de complexos salen, em solugdo e imobilizados em diferentes
materiais, na oxidacdo de farmacos anticonvulsivantes (carbamazepina e
primidona) e antidepressivo (fluoxetina) pelos oxidantes: peréxido de hidrogénio,
terc-butil hidroperéxido (+BOOH), &cido m-cloroperbenzéico (m-CPBA) e
iodosilbenzeno (PhlO), com a finalidade de i) comparar com os metabdlitos
obtidos in vivo para melhor entender a participacdo do citocromo P450 na
biotransformacdo desses farmacos e ii) desenvolver métodos para sintese dos
metabdlitos para aplicacdo como padrdes, estudos farmacolégicos, toxicoldgicos,
etc. Os estudos com catalisadores sintéticos visam compreender os mecanismos
degradativos de xenobidticos através de informacées como a seletividade e
caracterizacao de metabdlitos potencialmente reativos e toxicos.

Foi também objetivo deste trabalho a avaliagdo do potencial de
catalisadores heterogéneos contendo o complexo salen imobilizado em diferentes
materiais (alumina, membranas de quitosana e hibridas PDMS/PVA), na catalise
oxidativa de hidrocarbonetos (cicloocteno, estireno e cicloexano) por uma série de
oxidantes (H-O., m-CPBA, -BOOH, PhlO, Phl(Ac).) para utilizagdo posterior dos
catalisadores soélidos mais promissores também na oxidacdo dos farmacos

estudados.
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Il - PARTE EXPERIMENTAL

lll.1 — Reagentes

» Carbamazepina, 10,11-epdxido-carbamazepina, primidona, fenobarbital e
fluoxetina foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Co.

» Os sais utilizados no preparo das solucdes tampao usadas como fase movel
foram grau P.A., sendo o acido fosférico, dihidrogenofosfato de potéassio,
monohidrogenofosfato de potassio de procedéncia Mallinckrodt, acido acético (J.
T. Baker) e acetato de aménio (Synth).

> Os solventes metanol e acetonitrila utilizados como fase moével foram de grau
HPLC e de procedéncia J. T. Baker.

» Os solventes diclorometano, dicloroetano, etanol, acetonitrila, metanol e hexano
utilizados como solventes de reacdo foram de grau PA e de procedéncia
Mallinckrodt e Synth.

> O catalisador de Jacobsen foi adquirido da Acros Organics.

> As metaloporfirinas utilizadas foram previamente sintetizadas no nosso
laboratoério [Mn(TCPP)CI, Fe(TCPP)CIl, Mn(TFPP)CI] e pelo grupo do Prof. Dr.
Rocha Gonsalves [FeBrOCH3;, FeSO.Net, MnC;,, Fe(TDCPP)CI].

» Os complexos salen EDA-Sal, EDA-Van, EDA-Br e AG-20 foram previamente
sintetizadas pelo grupo do Prof. Dr. Rocha Gonsalves.

> As ferro “crowned” porfirinas foram sintetizadas pelo Dr. Juvenal C.S. Filho.

» Os suportes aminofuncionalizados contendo metaloporfirinas ancoradas foram
sintetizados pelo aluno André L. Faria.

» A membrana de polidimetilssiloxano (PDMS) contendo o catalisador de
Jacobsen foi sintetizada durante a iniciagao cientifica.

» Os oxidantes +BOOH, m-CPBA, PhlAc, foram adquiridos da Acros Organics,
H-O, da Fluka e o PhlO foi sintetizado através da hidrdlise do
iodobenzenodiacetato, segundo meétodo descrito por [Sharefkin, 1973] e sua
pureza de 95 % foi determinada por titulagdo iodométrica segundo técnica descrita

por [Lucas et al., 1963].
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» A agua utilizada nos experimentos foi purificada pelo sistema Milli-Q, Millipore.

» Hidréxido de sodio e acido cloridrico foram adquiridos da Synth.

» Os co-catalisadores imidazol, t-butilpiridina, trimetilamina N-6xido foram
adquiridos da Acros Organics, piridina da Fluka e acetato de aménio e bicarbonato
de sddio da Synth.

> Gases hélio, nitrogénio, hidrogénio e argdnio foram adquiridos da White Martins.
» Quitosana, padrdo interno bromobenzeno, agua deuterada (D.O) e
hidrocarbonetos (cicloexano, cicloocteno e estireno) de procedéncia Acros
Organics.

» Poli(dimetilssiloxano) (PDMS) e tetraetoxissilano (TEOS) de procedéncia Dow
Corning.

» Cloreto de aluminio, éter diisopropilico, isopropanol e acetato de polivinila (PVA)
foram adquiridos da Sigma Aldrich Co.

» Catalisador de Sn de procedéncia Huls América Inc.

lll.2 - Equipamentos e dispositivos utilizados

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

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

» Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, com detector Diode Array
SPD-M 10A VP acoplado ao forno de coluna CTO-10A VP e controlador de
sistema SCL-10A VP. Coluna Lichrospher 100RP — 18 5um (125x4mm).

» Aparelho de agua Milli-Q — Barnstead.

» Membrana para filtrar solventes (CLAE) Nylon 66 (0,45um x 47mm) Supelco.

» PH metro — metrohm 620.

» Balanca Analitica Mettler Toledo AG245.

» Agitador por ultrassom Minisom Thornton, Impec Eletronica.
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> Aparelho CG/MS Agilient GC6890/5973 MSD. Detector de quadrupolo com
ionizagao por impacto eletrénico. Coluna utilizada: HP-5MS (29,9 m x 250 um x
0,25mm). Gas de arraste: He. (Laboratério do Professor Antonio Manuel de
Albuquerque da Rocha Gonsalves, Universidade de Coimbra, Portugal).

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

» TA Instruments-SDT Q600-Simultaneous DTA-TGA utilizando um gradiente de
temperatura entre temperatura ambiente (~ 25 °C) até 1500 °C, em uma
velocidade de 20 °C por minuto, com fluxo de N, em 100 mL /min. (realizada na
Universidade de Franca, no Laboratério da Profa. Dra. Katia Jorge Ciuffi).

» Difractbmetro Siemens modelo 5005 usando radiacdo CuK,,.

> Area superficial do catalisador sélido: Equipamento NOVA 1200 da
Quantachrome Corporation, utilizando-se nitrogénio de alta pureza como
adsorbato e nitrogénio liquido como banho refrigerante.

» Espectrémetro infravermelho Nicolet 5ZDX com transformada de Fourier (FT-IR)
gravado de 4000 a 400 cm™.

> Espectrometro 'H RMN Brucker DRX-400 (400 MHz)

111.3- Métodos

ll.3.1- Preparacao e caracterizacao do catalisador de jacobsen entrapeado
em matriz de alumina pela rota sol-gel nao hidrolitica (NHG)

O material foi sintetizado no laboratério da Profa. Dra. Katia J. Ciuffi da
Universidade de Franca-SP juntamente com o aluno Bruno L. Caetano, segundo
modificagdes na metodologia descrita por Corriu [Cerveau et al.,, 1998;
Corriu,1998]. Em um baldo de duas bocas colocou-se 2.5 x 102 mol.L™" de cloreto

de aluminio e 1,5 x 10" mol.L™" de éter diisopropilico (iPr:0) e 1,1 x 10 mol do
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catalisador de Jacobsen. A mistura permaneceu em refluxo por 4 h a 110 °C em
50 mL de diclorometano (DCM, previamente destilado), em meio totalmente anidro
e sob atmosfera de argonio.

O condensador foi adaptado em um banho termostatico, mantido a
temperatura de —8 °C. O gel foi formado apdés 90 minutos de reacdo, sendo que
depois de mais 30 minutos um material s6lido comegou a precipitar. Apds o refluxo
a mistura foi resfriada e envelhecida por uma noite na dgua mae a temperatura
ambiente. O solvente foi retirado a vacuo e o material foi lavado com diferentes
solventes na seguinte ordem: diclorometano, acetonitrila e metanol. Apds lavagem
0 material recebeu tratamento térmico a temperatura de 110 °C, apés o qual foi
obtido o material Mn(salen)-NHG, que contém 2,52 umol catalisador/g de suporte.

O catalisador de Jacobsen entrapeado, Mn(salen)-NHG foi caracterizado
por espectroscopia UV-Vis, andlise termogravimétrica (TG), calorimetria
explaratoria diferencial (DSC), andlise térmica diferencial (DTA), difragdo de raio-X

e area superficial.

ll.3.2 - Imobilizacao e caracterizacao do catalisador de Jacobsen na
membrana de quitosana

A imobilizacdo do complexo salen em membrana de quitosana foi realizada
segundo modificagées na metodologia descrita por Guo et al [Huang et al., 2003].
A 25 mL de uma solugéo 0,1 mol/L de &cido acético foram adicionados 500 mg de
quitosana. A mistura foi agitada até a dissolu¢do da quitosana. A seguir adicionou-
se 100 mL de agua destilada e, em seguida, o pH do meio foi neutralizado com
NaOH 0,1 mol/L (cerca de 20 mL). Adicionou-se entdo 10,00 mL de uma solugao
contendo 5 mg do complexo salen em diclorometano. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 4 h e entao filtrada. Deixou-se o solido secar ao ar em
vidro de reldgio para formar uma membrana. O sélido foi envolto em um papel de
filtro e lavado com diclorometano em um sistema Soxhlet por 24 h. O “loading” foi
determinado indiretamente por espectroscopia UV-Vis, resultando em 1,74 x 10°
mol de catalisador/ g de suporte.
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O catalisador foi caracterizado por UV/Vis, infravermelho (IV), analise
termogravimétrica (TG), analise térmica diferencial (DTA), calorimetria exploratéria

diferencial (DSC) e microscopia eletronica de varredura (MEV).
111.3.3 - Calculo do grau médio de acetilacao (GA) da quitosana

Para determinar o GA da quitosana utilizou-se a Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (‘"H RMN). Os espectros foram obtidos a partir de um
procedimento descrito por Signini e Campana Filho [Signini; Campana Filho,1998].
Aproximadamente 10 mg de amostra de quitosana foi solubilizada em 1 mL de
solugao de HCI/D2O 1% (v/v), durante 24 h, formando uma solucao viscosa. Uma
aliquota dessa solugéo foi colocada em tubos de 5 mm de didmetro para a analise
de '"H RMN a 70 °C.

lll.3.4 - Preparacgao e caracterizagao do catalisador de Jacobsen ocluido nas
membranas poliméricas hibridas PDMS/PVA

Essas membranas foram preparadas em colaboragdo com o Prof. Dr.
Marco A. Schiavon, da Universidade Federal de Sdo Joao Del Rey, sendo a aluna
de mestrado Rosalva Marques responsavel pela sintese. A caracterizagao (UV-
Vis, MEV, TG, DTA, DSC) e atividade catalitica das membranas contendo o
catalisador de Jacobsen foram realizadas na FFCLRP-USP.

Inicialmente preparou-se uma solugdo aquosa a 5 % em massa de acetato
de polivinila (PVA), sob agitacdo magnética e aquecimento (~ 85 °C). A seguir
preparou-se uma solucao alcodlica de isopropanol contendo poli(dimetilssiloxano)
(PDMS) e tetraetoxissilano (TEOS), na presenca de catalisador de Sn (1 % em
relacdo a massa total). Essa ultima solugdo foi vertida no baldo contendo a
solugdo aquosa de PVA. Apdés homogeneizagdo, o sistema foi mantido a
temperatura de refluxo (~ 85 °C) por 7 h. Apds o inicio da gelificagdo foi
adicionado 0,02 % em peso do catalisador de Jacobsen dissolvido em

diclorometano. O material obtido foi transferido para uma placa de Petri de Teflon,
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para cura, por secagem a temperatura ambiente, protegido de poeira, por 14 dias.
A seguir o material foi levado a estufa por 48 h a 70 °C para secagem final.

Foram preparadas trés membranas variando-se apenas a massa de PVA,
de modo a obter redes com 10, 15 e 20 % em massa de PVA, contendo
aproximadamente 2,5 x 10”7 mols de catalisador/g de membrana.

111.3.5 - Intumescimento das membranas poliméricas de PDMS/PVA

A técnica consiste em mergulhar a massa conhecida das membranas em
cada uma das substancias puras a serem analisadas. Apds 24 h retira-se a
membrana do banho, eliminando o excesso de substancia e pesa-se. Determina-
se, pela diferenca de massas, a quantidade maxima de cada uma das substancias
que podera solver-se no suporte durante o tempo de reacdo. Esse valor é
denominado “valor de sor¢ao” [Neys et al., 1999].

Os testes de intumescimento das membranas foram realizados com o0s
substratos (cicloocteno e estireno) e com os oxidantes (t-BOOH e HO;). Nas

medidas de intumescimento foi estimado um erro relativo de 5 %.
lll.3.6- Oxidacao de hidrocarbonetos

As reacbes de oxidacao, com o catalisador de Jacobsen em meio
homogéneo e heterogéneo foram realizadas a temperatura ambiente e sob
agitacdo magnética, em acetonitrila. Os produtos foram analisados por
cromatografia a gas, pelo método de adicao de padrao interno (bromobenzeno).

Os catalisadores de Jacobsen imobilizados em membranas de quitosana e
membranas poliméricas de PDMS/PVA foram avaliados em um sistema trifasico.
Nas reacgdes trifasicas, a membrana catalitica foi localizada na interface entre a
fase aquosa contendo o oxidante soluvel em agua e a fase orgéanica contendo o
substrato. A membrana foi removida no final da reacdo e a fase orgénica foi

diluida com diclorometano (750 uL), e a fase aquosa com metanol (750 pL). O
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padrdo interno (bromobenzeno) foi adicionado em cada fase e os produtos foram
analisados por cromatografia a gas.

Apés ter sido retirada do meio reacional a membrana catalitica era
mergulhada em diclorometano, permanecendo sob agitacdo por 24 h, para
extracdo dos produtos da oxidacdo que poderiam permanecer retidos em sua
estrutura. Esta solugao também era analisada por cromatografia a gas.

Os resultados foram expressos em rendimento baseado no oxidante
adicionado e freqiiéncia de “turnovers”, TOF, sendo calculado da seguinte forma:
TOF = (nimero de mols do produto / numero de mols do catalisador) / tempo de
reagao (h).

111.3.6.1- Atividade catalitica do catalisador de Jacobsen entrapeado na matriz
de alumina — Mn(salen)-NHG

As reacbes com o catalisador de Jacobsen entrapeado na matriz de
alumina, Mn(salen)-NHG, foram realizadas na proporcao catalisador: oxidante:
substrato: 1:1000:20000. No frasco reacional foram misturados cerca de 10 mg do
material Mn(salen)-NHG (2,5 x 10® mol), oxidante (PhlO, PhlAc,, +-BOOH, m-
CPBA, H,0,, NaOCl) (2,5 x 10° mol) e substrato (cicloexano, ciclocteno ou
estireno) (5,0 x 10 mol) e 6 pL de bromobenzeno (5,7 x 10®° mol). O tempo de
reagao foi de 8 h. Para reacbes visando o estudo da estabilidade do catalisador,
apds este periodo adicionou-se nova carga de oxidante e deixou-se reagir por
mais 24 h. Este procedimento foi repetido para seis adi¢des sucessivas de
oxidante.

Foram realizadas reagdes controle com o catalisador de Jacobsen em meio

homogéneo e com a alumina (NHG) na auséncia do complexo.

49



111.3.6.2 - Atividade catalitica do catalisador de Jacobsen imobilizado na
membrana de quitosana, Mn(salen)-Chit

A membrana de quitosana contendo o catalisador de Jacobsen, Mn(salen)-
Chit, foi avaliada em sistema heterogéneo bifasico convencional em acetonitrila e
sistema trifasico na proporcao catalisador: oxidante: substrato 1:2240:1860. No
frasco de reacdo foram misturados 20 mg da membrana, Mn(salen)-Chit (3,48 x
107 mol), oxidante (m-CPBA, +BOOH ou HzO 6,5 x 10* mol) e substrato
(estireno ou cicloocteno, 7,8 x 10 mol). Reacgdes controle foram realizadas sob as

mesmas condigdes utilizando uma membrana de quitosana branco.

11.3.6.3 - Atividade catalitica do catalisador de Jacobsen ocluido nas
membranas poliméricas hibridas PDMS/PVA

As membranas poliméricas contendo o catalisador de Jacobsen, MnSalen-
PDMS-PVA (~ 50 mg, 1,25 x 10"® mol) foram usadas como uma barreira catalitica
entre a fase aquosa (solucdo 70 % de -BOOH ou 30 % de H,05; 2,45 x 10 mol)
e a fase organica (cicloocteno ou estireno; 5,8 x 10° mol) na proporcéo
catalisador: oxidante: substrato 1:19600:46400.

Também foi utilizado um mini-reator com dois compartimentos, um
contendo a fase organica (cicloocteno; 2,0 x 102 mol), outro contendo a fase
aquosa (solugdo 70 % de +-BOOH ou 30 % de H.O.; 9,7 x 10° mol) com a
membrana polimérica (~ 400 mg, 1,0 x 107 mol) localizada entre os dois
compartimentos (Figura 42). Apds a reagao, uma aliquota de 750 pL foi retirada de
cada compartimento, diluida com 750 uL do solvente (diclorometano ou metanol) e
analisadas por cromatografia gasosa. O tempo de reacao foi de 20 h.

Foram realizadas reacbes controle com as correspondentes membranas

branco (sem catalisador).
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lll.3.7- Oxidacao da carbamazepina

l11.3.7.1- Otimizacao do processo de extracao para o catalisador de Jacobsen

e metaloporfirinas

O procedimento de pré-tratamento da amostra para analise por CLAE
apresenta como objetivo eliminar os interferentes (catalisador) da amostra. O
procedimento de extracdo do catalisador de Jacobsen do meio reacional consiste
de uma extracao liquido-liquido, que foi adaptado do método proposto por Maurin
et al. [Maurin et al., 2003] para andlise de farmacos por CLAE em estudos de
oxidagao com metaloporfirinas. O método modificado consistiu na retirada de uma
aliquota de 50 pL da mistura de reacao, adicdo de 500 uL de hexano e posterior
adicao de 500 uL da fase movel utilizada (tampao fosfato 60 %:ACN 23 %:MeOH
17 %). Deixou-se agitar por 15 min e retirou-se a fase superior (hexano). Filtrou-se
a fase inferior composta pela fase mével, CBZ e metabdlitos e completou-se para
volume final de 1 mL. Confirmou-se a auséncia de bandas do catalisador de
Jacobsen no espectro UV-Vis e fez-se a injecdo no cromatografo.

Inicialmente a extragcdo das metaloporfirinas foi realizada utilizando
multiplas extragdes liquido-liquido, para eliminar estes catalisadores do meio de
reacdo. Posteriormente, este procedimento foi alterado. Retirou-se uma aliquota
de 50 pL da mistura de reacéo, adicionou-se 500 uL de hexano e 500 puL de uma
solugédo tampéao fosfato pH 7,0/ metanol (80:20 v/v). Agitou-se mecanicamente por
15 min e retirou-se a fase superior de hexano. Filtrou-se a fase inferior composta
pela fase moével, CBZ e metabdlitos em filtro aquoso de 0,45 um e completou-se o
volume para 1 mL. Confirmou-se a auséncia da banda Soret das metaloporfirinas

no espectro UV-Vis e fez-se a injegcdo no cromatégrafo.
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l11.3.7.2 - Otimizacao e padronizacao das condicées cromatograficas (CLAE-
UV), para andlise da carbamazepina e seus produtos de oxidacao

A otimizacdo da resolucdo cromatografica (CLAE-UV) foi realizada com
solugdes padrao de carbamazepina e de 10,11-epdxido carbamazepina, em
coluna de fase reversa Cig. A fase moével foi variada quanto a composicéao,
proporcbes e valores de pH, utilizando os seguintes solventes: metanol,
acetonitrila, agua Milli-Q e solucdao tampao fosfato de potassio em condicoes
isocraticas. Dentre as condigbes avaliadas a melhor resolugdo cromatogréfica foi
obtida com a seguinte fase mével: solugdo tampao fosfato (pH 7,0 - 0,1 mol.L™),
acetonitrila e metanol 60:23:17 (v/v/v) em fluxo de 1 mL/min e deteccdo UV em
210 nm, em temperatura ambiente (T = 25 °C). Em seguida foi realizada a
padronizacdo do método de andlise utilizando-se cinco solucdes de diferentes
concentracdes de carbamazepina, submetidas ao procedimento de extracédo para
minimizar os erros de analises e injetadas no CLAE, em duplicata.

l.3.7.3 - Otimizacdao das condicoes cromatograficas para analise dos
produtos de oxidacdao da CBZ por CLAE acoplado a um espectrometro de
massa (CLAE-ESI)

O procedimento de extragao utilizado para andlises das reacdes por CLAE-
ESI envolveu secar a mistura reacional e posterior solubilizacdo em uma solugao
composta de agua e acetonitrila, na propor¢cdo de 60:40 (v/v). Os catalisadores
(Jacobsen e metaloporfirinas) e oxidantes nao sao sollveis nesta solucao. Este
processo de extragcao foi utilizado, para evitar o uso de solugdo tampéao fosfato,
incompativel com o sistema CLAE-ESI.

A otimizacdo das condi¢des cromatogréaficas (CLAE-ESI) foi realizada com
solugdes padrao da carbamazepina e 10,11-epoxido-carbamazepina, em coluna
de fase reversa Cqg (Merck) em temperatura isotérmica de 30 °C, com a interface
“electrospray” no modo positivo. A fase mével otimizada foi composta de agua
Milli-Q e acetonitrila 60:40 (v/v).
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As condigdes que proporcionaram resultados satisfatorios para a separagao
de carga, boa dessolvatacao e transferéncia dos ions, para as andlises de CBZ e
CBZ-EP foram voltagem do capilar 4,50 KV, temperatura da fonte de 158 °C e
voltagem do cone em 14 V.

Estas anadlises foram realizadas no laboratério do Prof. Dr. Fernando Mauro
Lancas, no Instituto de Quimica, da Universidade de Sao Paulo, na cidade de Sao
Carlos, com a colaboracao da aluna de doutorado Claudete Alves.

.3.7.4 - Atividade catalitica do catalisador de Jacobsen na oxidacao da
carbamazepina, monitorado por CLAE-UV e por CLAE-ESI

Todas as reacgbes foram realizadas a temperatura ambiente, sob agitacao
magnética, em frascos de 3 mL com tampa rosqueada de topo aberto, contendo
septo de silicone-teflon. O tempo de reacéo foi de 3 h, apds o qual retirava-se uma
aliquota da mistura de reacgdo, realizava-se a extracdo e analisava-se por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A avaliagdo do efeito de diferentes solventes na oxidacdo da CBZ foi
realizada na condicdo 1:40:35 de catalisador:oxidante:farmaco (em numero de
mol), utilizando-se 6,0 x 107 mol do catalisador de Jacobsen e m-CPBA, em 2000
uL de solvente. Os solventes testados foram acetonitrila, metanol, etanol,
diclorometano e dicloroetano.

As reacOes em diferentes pHs (pH 2, pH 4, pH 6 e pH 8) foram realizadas
na condicdo 1:40:35 de catalisador:oxidante:farmaco, utilizando-se os oxidantes
m-CPBA, +tBOOH e H:O, que podem apresentar a homdélise ou heterdlise da
ligagdo O-O, em meio de tampao conveniente de acordo com o seu valor de pKa,
na concentracdo 5 mmol L e acetonitrila 1:1. Em pH 2 utilizou-se o tampao
preparado com &cido fosférico e dihidrogenofosfato de potassio (pKa = 2,12), para
reacoes em pH 4, o tampao de acido acético e acetato de aménio (pKa = 4,74) foi
utilizado e para as reagbes em pH 6 e 8, utilizou-se o tampao
monohidrogenofosfato de potassio e dihidrogenofosfato de potassio (pka = 7,2)
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A avaliacao do efeito de co-catalisadores na oxidacdo da CBZ foi realizada
utilizando o catalisador de Jacobsen em meio de ACN e H>O, como doador de
oxigénio. Estabeleceu-se como condigdo a propor¢cdo molar 1:10:40:35 de
catalisador:co-catalisador:oxidante:farmaco, utilizando-se 6,0 x 107 mol do
catalisador em 2000 pL de solvente. Os co-catalisadores avaliados foram imidazol,
piridina, t-butilpiridina, trimetilamina N-6xido, acetato de aménio e bicarbonato de
sédio. Foram feitas reacbes nas mesmas condicdes, na auséncia de co-

catalisadores, para comparacao.
ll1.3.7.5- Avaliacao da atividade catalitica de ferro “crowned” porfirinas

As reacdes de oxidacdo foram realizadas na condicdo 1:40:35 de
catalisador:oxidante:farmaco, utilizando-se 6,0 x 107 mol de catalisador (ferro
mono- e tetra- “crowned” porfirina). Estas reacdes foram realizadas em meio
homogéneo (2000 pL de acetonitrila) utilizando PhlO e m-CPBA, e em sistemas
bifasicos dicloroetano/agua 1:1 (v/v). NaOCl e m-CPBA foram usados como
oxidantes nesses casos, para avaliar o efeito das ferro “crowned” porfirinas como
catalisadores de transferéncia de fase.

Foram também realizadas reagcdées com as Fe-amino porfirinas, precursoras

das “crowned” porfirinas.
111.3.7.6- Catalise heterogénea na oxidacao da carbamazepina

11.3.7.6- A) Utilizando catalisador de Jacobsen imobilizado em membranas

poliméricas

No frasco reacional foram misturados cerca de 50 mg de membranas
(PDMS e hibridas PDMS/PVA com diferentes teores de PVA: 10, 15 ou 20 %)
(1,25 x 10® mol), 1500 pL de acetonitrila, 5,0 mg de carbamazepina (2,1 x 107
mol) e 2,45 x 10 mol de oxidante (m-CPBA, -BOOH ou H»0,). As reacgdes foram
realizadas na propor¢do molar 1:196000:1680 de catalisador: oxidante: substrato.
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O tempo de reacao foi de 24 h. Em seguida a membrana era retirada do meio de
reacdo e uma aliquota de reagao de 50 uL era diluida em 950 uL de metanol. Esta
aliquota de reacao era analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A membrana que sofreu reacdo era mergulhada em diclorometano,
permanecendo sob agitacdo por 24 h, para a extracdo de produtos da oxidacao
que poderiam permanecer retidos na sua estrutura, e esta solugdo também era
analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Foram realizadas reagbdes “branco” utilizando uma membrana sem o
catalisador de Jacobsen.

Para fins de comparacédo foram realizados reagdes com os catalisadores de
Jacobsen em meio homogéneo, nas mesmas condicbes que as reacoes

heterogéneas.

1.3.7.6- B) Utilizando metaloporfirinas ancoradas em suportes

aminofuncionalizados

A oxidagao do farmaco carbamazepina foi realizada em duas diferentes
condi¢des com os suportes aminofuncionalizados.
(a) Oxidante iodosilbenzeno: Em frasco de 3 mL com tampa rosqueada foram
misturados ~20 mg do catalisador sélido (0,25 umol de Me(TFPP)CI), 1,5 mL de
ACN, 2,0 mg de carbamazepina (8,75 umol) e 2,6 mg de PhlO (10,0 umol). As
reagcbes foram realizadas a temperatura ambiente e sob agitagdo magnética, na
propor¢do molar de catalisador: oxidante: farmaco de 1:40:35. As reacgdes
utilizando Mn(TFPP)CI foram feitas na presenga de um co-catalisador (imidazol-
7,5 umol) em uma razdo molar de 1:30 de Me(TFPP)CI: co-catalisador. O tempo
de reacao foi de 24 h.
(b) Peréxido de hidrogénio: As reacdes foram realizadas de forma similar
aquelas descritas acima, exceto pelo fato deste oxidante ter sido adicionado em
quatro aliquotas sucessivas, em intervalos de 30 min, visando minimizar a

decomposigcao do peréxido.
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Apobs a 24 h, uma aliquota do meio reacional de 50 uL era diluida em 950
uL de metanol. Esta solugcdo era analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Reacgdes controle foram feitas com os suportes sem metaloporfirinas e com

o catalisador suportado na auséncia de oxidante.

111.3.8 — Oxidacao da primidona

111.3.8.1- Otimizacao do processo de extracao do catalisador de Jacobsen e

metaloporfirinas

O procedimento empregado foi baseado na secagem de uma aliquota da
mistura reacional e posterior dissolugdo em solventes os quais nao solubilizam os
catalisadores. Foi retirada uma aliquota de 500 puL da mistura reacional e esta
aliquota foi exposta a uma corrente continua de ar para a remogao do solvente da
reacdo. Em seguida a primidona e os possiveis produtos de oxidacdao foram
ressolubilizados em 500 uL de uma solugao contendo 90 % de agua Milli-Q e 10 %
de acetonitrila. Para garantir a completa solubilizacdo da primidona e seus
metabdlitos, o frasco foi submetido a agitagdo magnética por 15 min.
Posteriormente a solugao foi filtrada, utilizando um dispositivo plastico que contém
um filtro de 0,45 um. Este dispositivo € acoplado na microseringa para que nao
ocorra perda dos analitos durante a filtragem. O catalisador de Jacobsen e
metaloporfirinas ndo séo solubilizados neste meio, pelo fato de apresentar carater
mais apolar que a primidona e seus metabdlitos, e fica retido no filtro. O filtro foi
lavado com o solvente diclorometano, que apresenta alta afinidade por estes
catalisadores e foi registrado o espectro UV-Vis desta solugdo, confirmando que
os complexos ficavam retido no filtro. O volume do extrato foi ajustado para 500 uL
e este foi analisado por espectroscopia UV-Vis para confirmar a auséncia de
bandas tipicas do catalisador de Jacobsen e da banda Soret de metaloporfirinas.
Esta solucao foi introduzida no CLAE para a analise dos produtos de oxidacao da

primidona.
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111.3.8.2— Otimizacao e padronizacao das condicoes cromatograficas (CLAE-
UV), para analise da primidona e seus produtos de oxidacao

A otimizagdo das condi¢cdes de andlise cromatografica (CLAE-UV) foi
realizada com solugdes padrao de primidona (PRM), fenobarbital (FENO) e
feniletimalonamida (PEMA), em coluna de fase reversa Cig. A fase movel foi
variada quanto a proporcoes de acetonitrila e agua Milli-Q, em condicoes
isocraticas e por gradiente. Entretanto, verificou-se que a eluigdo isocratica nao
era adequada, pois ndo foi possivel separar os picos de todos os analitos. O
gradiente de concentracdo da fase movel foi otimizado, tornando o método de
separacao mais eficiente para a identificacdo dos produtos formados. Dentre os
gradientes de solventes testados o que melhor proporcionou a separagao

desejada foi o descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Esquema de separacao dos metabdlitos da primidona por CLAE

Adétodo de Anddise dos Metabdlitos da Frivaidoneg

Corposto termpo do
# Tetrperatura 30°C retengdh
#Tempa de Aralise= 27 min fam)
Fenletilmalonatrida f.06
oA Primidora 14.36
FES 3%

734 75 min Fenobathital 2158

HaO: ACH
X

254 27 min
HayOr ACH
MA3:N

Dentre as condi¢cdes avaliadas, a melhor resolucdo cromatogréafica foi
obtida utilizando-se uma coluna C1s (Merck) de 125x4 mm e fase movel agua Milli-
Q e ACN em eluicdo gradiente, fluxo a 1 mL/min e detecgdo UV em 210 nm, na
temperatura 30 °C.

Depois de estabelecido o método de analise foi realizado a padronizagédo do
mesmo. Foram preparadas solucdes de diferentes concentracées da PRM, FENO
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e PEMA, as quais foram submetidas ao procedimento de extracao e, em seguida,
todas estas solucdes foram injetadas no CLAE, em duplicata.

11.3.8.3 - Otimizacao das condicoes cromatograficas do CG acoplado a um
espectrometro de massas (CG-MS) para analise da primidona e seus
produtos de oxidacao

O procedimento de extracao utilizado para andlise da PRM e metabdlitos
por CG-MS foi baseado na secura do meio reacional e posterior dissolugdo em
metanol, pois a acetonitrila apresenta alto teor de agua, ndo sendo um solvente
recomendado para analise no cromatégrafo a gas.

A otimizacdo das condicbes de separagdo cromatograficas (CG-MS) foi
realizada com solucdes-padrao da primidona e dos metabdlitos conhecidos PEMA
e FENO com concentragées 1,0 x 10 mol/L, em coluna DB5-MS (30m x 0.25mm
x 0.25 pm). As condicbes que proporcionaram resultados satisfatérios para a
separagdo dos produtos de oxidagdo catalitica da primidona foram: temperatura
do injetor 250 °C, temperatura da coluna foi programada para iniciar em 100 °C até
300 °C com velocidade de 10 °C/min durante 5 min, em seguida esta temperatura
foi mantida em 300 °C até 25 min, operando no modo impacto de elétrons, com
energia de 70 eV. Os espectros de massa obtidos foram comparados com a
biblioteca “National Institute of Standards and Technology” (NIST) para a
identificacdo dos produtos.

Estas andlises foram realizadas no laboratério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto.

11.3.8.4 - Atividade catalitica do catalisador de Jacobsen na oxidacao da
primidona, monitorado por CLAE-UV e GC-MS

Todas as reagbes foram realizadas a temperatura ambiente, sob agitagao

magnética, em frascos de 3 mL com tampa rosqueada de topo aberto, contendo

septo de silicone-teflon. O tempo de reacéo foi de 6 h, apds o qual retirava-se uma
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aliquota da mistura de reacgdo, realizava-se a extracdo e analisava-se por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O estudo de oxidacdo da primidona, catalisado pelo catalisador de
Jacobsen ou metaloporfirinas foi realizado utilizando PhlO, m-CPBA, +BOOH e
H-O. como doadores de oxigénio, em meio de acetonitrila. As proporcdes molares
catalisador : oxidante : primidona utilizadas nas rea¢des foram de 1 :40 :35, sendo
6,0. 10”7 mol de catalisador.

Foram realizados estudos variando-se a concentragdo de oxidante, para a
seguinte proporcdo molar 1:150:30, de catalisador (6,0. 107 mol), oxidante (9,0 x
10° mol) e farmaco (1,8 x 10™° mol).

A avaliacao do efeito de co-catalisadores (imidazol) na oxidacdo da PRM foi
realizada utilizando o catalisador de Jacobsen em meio de ACN e +BOOH como
doador de oxigénio. Estabeleceu-se como condicdo padrao a proporcdao molar
1:10:40:35 de catalisador: co-catalisador: oxidante: farmaco, utilizando-se 6,0 x 10°
" mol do catalisador em 1500 pL de solvente. Foram feitas reagcdes sem a
presenca de co-catalisadores para comparacao.

Estudou-se ainda a influéncia do oxigénio no meio reacional. No frasco de
reacdo foram adicionados PRM, oxidante (-BOOH) nas proporcdes descritas
conforme a condicdo padrao e acetonitrila. O sistema foi desaerado com argbnio
por cerca de 30 min. Apbés esse periodo o frasco foi fechado com tampa
rosqueavel com septo, que consiste em um capilar de teflon que mantém o
sistema com uma corrente continua de argénio e uma agulha para escape do gas.
Apo6s cerca de 15 min, adicionou-se pela agulha a solugdo de catalisador de
Jacobsen, recém desaerada. Retirou-se o argbnio e a agulha e o sistema foi
mantido fechado por 3 h, sob agitagdo magnética. Estas reacdes foram
comparadas com as reagbes realizadas nas mesmas condicoes porém, na
presenca de oxigénio (ar).

As reacdes em diferentes pHs (pH 2, pH 4, pH 6, pH 8 e pH 10) foram
realizadas na condicdo padrdo (1:40:35), utilizando-se os oxidantes +BOOH e
PhIO, em meio de tampao conveniente de acordo com o seu valor de pKa, na
concentragdo 5 mmol L' e acetonitrila 1:1. Para pH 2, utilizou-se o tamp&o
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preparado com &cido fosférico e dihidrogenofosfato de potassio (pKa = 2,12), para
reacoes em pH 4, o tampao de acido acético e acetato de aménio (pKa = 4,74) e
para as reagdes em pH 6 e 8, utilizou-se o tampdo monohidrogenofosfato de
potassio e dihidrogenofosfato de potassio (pka = 7,2), para pH 10, utilizou-se o
tampao NH3/NH4ClI (pKa = 9.2).

111.3.9 — Oxidacao da fluoxetina

11.3.9.1- Otimizacao e padronizacao das condicoes cromatograficas (CLAE-
UV), para anadlise da fluoxetina e seus produtos de oxidacao

A otimizacdo da resolugdo cromatografica (CLAE-UV) foi realizada com
solugbes padrao de fluoxetina e com aliquotas de reagdo, em coluna de fase
reversa Cqg (Merck). A fase movel foi variada quanto a composicao, proporgdes e
fluxo, utilizando metanol, acetonitrila na presengca e auséncia de acido acético,
agua Milli-Q sem a adi¢do de sais ou tampéao e na presenca de acetato de amoénio
em condicdes isocraticas.

A condi¢do 6tima para andlise da fluoxetina e seus metabdlitos foi obtida
utilizando-se uma coluna Cqg (Merck) de 125x4 mm e fase mével constituida de
uma solugdo aquosa de acetato de aménio, na concentragdo 20 mmol L', e
acetonitrila contendo 1 % em volume de acido acético, na proporgcédo 59:41 (v/v),
em condigao isocratica, fluxo a 0,8 mL/min e detecgdo UV em 230 nm na
temperatura 30 °C.

Depois de estabelecido o método de analise foram preparadas solucdes
estoque da fluoxetina e do produto de oxidacao p-trifluorometilfenol (TFMF) com
concentracdo de 1000 g.mL' e, a partir desta solugdo, foram preparadas por
diluicdo cinco solugcdes em acetonitrila com concentracdo variando entre 1,5 x 10
e 7,5 x 10° mol L'". Em seguida, todas estas solugdes foram injetadas no CLAE,
em duplicata para padronizagao do método.
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11.3.9.2 - Otimizacao das condicoes cromatograficas do CG acoplado a um
espectrometro de massas (CG-MS) para andlise da fluoxetina e seus
produtos de oxidacao (realizado na Universidade de Coimbra)

A otimizacdo das condicoes de separacao cromatograficas (CG-MS) foi
realizada com solugdes-padrao da fluoxetina e com uma aliquota de reacao, em
coluna capilar HP5-MS (15 m x 0.25mm x 0.25 pm). Com temperatura inicial em
100 °C até 4 min, com aquecimento linear a velocidade de 30 °C/min até 280 °C
durante 20 min, e temperatura do injetor e detector de 200 °C e 250 °C,

respectivamente, no modo de ionizagao por impacto eletrénico.

11.3.9.3 - Estudo da atividade catalitica do catalisador de Jacobsen na
oxidacao da fluoxetina, monitorado por CLAE-UV

Todas as reacOGes foram realizadas a temperatura ambiente, sob
agitacado magnética, em frascos de 3 mL com tampa rosqueada de topo aberto,
contendo septo de silicone-teflon. O tempo de reagao foi de 3 h.

O estudo de oxidacdo da fluoxetina, catalisado pelo catalisador de
Jacobsen foi realizado utilizando PhlO, PhlAc,, m-CPBA, +BOOH e H>O, como
doadores de oxigénio, em meio de acetonitrila. As propor¢cdes molares catalisador
: oxidante : fluoxetina utilizadas nas reacées foram de 1 :40 :35, sendo 6,0. 10”7
mol de catalisador. ApGs reacao, retirou-se uma aliquota de reacao e injetou-se no
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia sem qualquer tratamento prévio, tendo em
vista, a menor sensibilidade deste método de analise devido a baixa absorcao dos

analitos no comprimento de onda 230 nm.
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1.3.9.4 - Estudo da atividade catalitica de metaloporfirinas e complexos
salen na oxidacao da fluoxetina num sistema bifasico por peréxido de
hidrogénio (realizado na Universidade de Coimbra)

As reagbes foram realizadas utilizando as metaloporfirinas (Mn(TDCPP)CI,
FeBrOCHz, MnCi, e FeSO.Net) sintetizadas pelo grupo do Prof. Rocha
Gonsalves. Nestas reacoes, foram adicionados em um frasco de 5 mL, o substrato
(2,15 x 10° mol) a metaloporfirina (2,15 x 10° mol) e co-catalisador (terc-
butilpiridina, 2,15 x 10® mol), todos dissolvidos em 1 mL de diclorometano
contendo 4,3 x 10° mol de 4&cido benzéico, numa relagdo de
catalisador:oxidante:substrato:co-catalisador 1:1500:10:1. Para iniciar as reacoes
adicionava-se cerca de 1 mL de solugcdo aquosa de peroxido de hidrogénio 5 %.
As reacoes foram mantidas sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente. No
final da reacao (3 h), as fases aquosa e organica eram separadas. Retirava-se 100
uL da fase organica e diluia em 900 uL de diclorometano. Em seguida os produtos
da reacao contidos na fase organica eram analisados por CG-MS. A fase aquosa
nao foi analisada devido possiveis danos que poderiam ser causados na coluna
cromatografica.

Para as reagbes realizadas com os complexos salen: catalisador de
Jacobsen, EDA-sal, EDA-Van EDA-Br, AG-20 (sintetizados pelo grupo do Prof.
Rocha Gonsalves). Foram adicionados, em um frasco de 5 mL, a base de Shiff
(3,0 x 10° mol) e o substrato (6,0 x 10° mol) dissolvidos em 750 mL de uma
mistura diclorometano e acetonitrila 1:1, e 750 mL de uma solugao aquosa do co-
catalisador (2,7 x 102 mol L', acetato de amonio), na relacdo catalisador:
oxidante: substrato: co-catalisador 1:200:20:4. A reacéo foi iniciada pela adigao
lenta de solucdo aquosa 30 % de perdxido de hidrogénio. As reagdes foram
mantidas sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente. No final da reacao (3
h), as fases aquosa e orgéanica eram separadas. Retirava-se 100 uL da fase
organica e diluia-se com 900 uL de diclorometano. Em seguida os produtos da
reacao contidos na fase organica eram analisados por CG-MS.
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Para fins de comparacao, as reacdes foram também realizadas em meio
homogéneo de DCM/MeOH 1:1.

1.3.9.5 - Estudo da atividade catalitica de uma porfirina base livre na
fotoxidacao da fluoxetina (realizado na Universidade de Coimbra)

A reacdo de fotoxidagcdo de fluoxetina foi realizada num fotoreator
construido no laboratério e equipado com uma fonte de luz. Num balao de fundo
redondo adicionou-se 2,15 x 10”° mol de fluoxetina (6,6 mg) e a porfirina base livre
H,TDCPP (2,15 x 10° mol), dissolvida em 10 mL de uma mistura de
diclorometano/acetonitrila 1:1, borbulhando oxigénio no meio de reacao, contendo
trés lampadas de 50 W. A reacgao foi monitorada em fung¢éo do tempo (30 min a 24
h), retirando-se aliquotas da mistura de reacao e analisando-se por cromatografia
gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

ll.3.10- Catalise heterogénea utilizando o catalisador de Jacobsen
imobilizado em membranas poliméricas (realizada em conjunto com Rosalva
Marques e Prof. Dr. Marco A. Schiavon)

No frasco reacional foram misturados cerca de 50 mg de membranas
hibridas PDMS/PVA (com diferentes teores de PVA: 10, 15 ou 20 %) (1,25 x 108
mol), 1500 pL de acetonitrila, 2,1 x 10° mol de farmaco (carbamazepina,
primidona ou fluoxetina) e 2,45 x 10 mol de oxidante (tBOOH ou H»05). As
reacbes foram realizadas na proporcao molar 1:196000:1680 de catalisador:
oxidante: substrato.

No final da reacdo, a membrana era retirada do meio e realizava-se uma
diluicdo de acordo com o farmaco utilizado e analisado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. No caso da carbamazepina: uma aliquota de reagao de 50 uL
era diluida em 950 uL de metanol, para o farmaco primidona: uma aliquota de 100
uL era diluida em 400 puL de metanol. No farmaco fluoxetina, ndo era realizado

diluicao, sendo analisado diretamente por CLAE.
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Apos ter sido retirada do meio reacional a membrana era mergulhada em
diclorometano, permanecendo sob agitacdo por 24 h, para a extracdao de produtos
da oxidacado que poderiam permanecer retidos na sua estrutura, e esta solugéao
também era analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Foram realizadas reagdes “branco” utilizando uma membrana sem o
catalisador de Jacobsen.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSOES

IV.1- Preparacao e caracterizacao dos catalisadores soélidos

IV.1.1- Preparacao do catalisador de Jacobsen entrapeado em matriz de
alumina pela rota sol-gel nao hidrolitica (NHG)

A sintese da alumina via rota sol-gel nao hidrolitica (NHG) contendo o
catalisador de Jacobsen foi feita em colaboragdo com o aluno Bruno L. Caetano e
Profa. Dra. Katia J. Ciuffi, da Universidade de Franca.

O processo sol gel é conhecido ha mais de 150 anos e em geral envolve a
formagdo de uma suspensao de um sélido em um liquido, seguido da remogéao
deste liquido e finalmente a densificacdo do sélido. Esta metodologia pode ser
desenvolvida por duas rotas: a hidrolitica (convencional) e a ndo hidrolitica. A rota
hidrolitica envolve a hidrélise de um precursor alcodxido metalico
tetrafuncionalizado, M(OR),, onde R é um grupo alquila ou precursores inorganicos
(sais metalicos como cloretos, nitratos, etc.), usando um catalisador acido ou
basico [Gelman et al., 1999; Piccaluga et al., 2000; Papacidero et al., 2006]. No
processo hidrolitico ocorrem duas reagdes principais durante a transicéo sol-gel:
hidrélise e condensacdo. Ha ainda a possibilidade de formacdo de inUmeras
espécies intermedidrias, o que dificulta a obtencdo de materiais homogéneos em
nivel molecular [Schottner, 2001].

No final da década de 90, Curriu e colaboradores [Cerveau et al., 1998;
Corriu, 1998] relataram a sintese de 6&xidos inorganicos via uma rota nao-
hidrolitica. O método € baseado na condensacdo de um haleto de metal com um
doador de oxigénio como um alcool ou um éter, como por exemplo, o éter
isopropilico, em condigbes anidras, através da clivagem da ligagdo O-R e
formagédo de um haleto de alquila.

M-CI + M-OR — M-O-M + R-CI
O alcooxido é produzido in situ pela reagdo do haleto com o éter, através da

formacao de um aduto de Lewis, seguido da substituicdo nucleofilica do carbono.
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O processo nao hidrolitico, assim como o hidrolitico (convencional), utiliza
temperaturas baixas da ordem de 100 °C, porém apresenta a vantagem de levar a
formagédo de materiais hibridos mais homogéneos além de ser possivel, por esta
metodologia, maior reprodutibilidade na obtencdo dos materiais em sinteses
diversas [Corriu, 1998; Hay; Raval, 1998]. Outras vantagens que podem ser
citadas para este método sao: i) ndo ha necessidade do uso de solventes; ii) pode-
se reduzir ou eliminar totalmente a formagao de grupos metal-OH residuais; iii)
possibilidade de sintetizar materiais com propriedades quimicas e térmicas nao
obtidas pela rota hidrolitica.

Uma crescente atengéo tem sido voltada nos ultimos anos para a utilizagao
do processo sol gel na preparacao de catalisadores suportados. Este interesse é
devido a flexibilidade deste processo, que permite 0 entrapeamento de
catalisadores inorganicos dentro da matriz porosa, com producdo de
microestruturas a baixas temperaturas, resultando em materiais hibridos com
propriedades intrinsecas [Caiut et al., 2003; Gill; Ballesteros, 1998]. Este processo
permite a constru¢cdo de materiais que mimetizam o sitio ativo das enzimas
biolégicas, possibilitando a construgao de catalisadores régio ou “shape”-seletivos.

O catalisador de Jacobsen foi inserido na matriz de alumina pelo processo
sol-gel via rota n&o-hidrolitica, segundo adaptagdes a metodologia de Curriu
Cerveau et al., 1998; Corriu, 1998], gerando um gel nao hidrolitico.

A preparagéo deste material e o tratamento térmico (caracteriza¢ao por TG,
DSC e DTA) foram realizados pelo grupo da Profa. Dra. Katia J. Ciuffi, da
Universidade de Franca. As demais caracterizagdes foram realizadas em nosso
laboratério.

Utilizou-se o haleto de aluminio e o éter diisopropilico, conforme equagéo 2.
O gel contendo o catalisador de Jacobsen foi preparado pela reacao de 1:1,5 mol
de cloreto de aluminio/ éter diisopropilico, na presenca do complexo salen.

AICl; + ROR — ROAICI; + RCI equagao 2

O cloreto de aluminio, na presenca de alcooxidos ou cloroalcooxidos de

aluminio, apresenta estiramentos das estruturas tipo u-Cl e pu-OR, possibilitando

dois tipos de reagdes: (a) ataque nucleofilico do cloro e eletrofilico do aluminio, e
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(b) formagéo da ligagao Al-O-Al, pelo ataque nucleofilico do cloro e eletrofilico do
carbono.

O aquecimento da solugdo na presencga do catalisador de Jacobsen leva a
formacdo da alumina gel contendo o complexo Mn(salen) confinado em seu

esqueleto (Figura 20).

Figura 20. Esquema do catalisador de Jacobsen entrapeado na matriz de alumina
pelo processo sol-gel via rota ndo-hidrolitica, Mn(salen)-NHG.

O refluxo € mantido apds a gelacao, levando a precipitagcdo do Mn(salen)-
NHG na forma de um sélido. E importante o contato do sélido com a agua-méae
durante o envelhecimento do gel, pois foi observado nos experimentos
anteriormente realizados pelo grupo da Profa. Dra. Kétia J. Ciuffi que tempos mais
longos de envelhecimento levaram a maiores rendimentos e maior ancoragem do
catalisador na matriz. Até este estagio a rede é flexivel, e reagdes adicionais de
condensacéao e formacao de novas ligagdes ocorrem durante o envelhecimento no
liquido mae e durante a remocgao lenta do solvente. Este estagio é de grande
importancia para consolidar a rede de alumina e as novas ligagoes formadas
ajudam a conter o Mn(salen) entrapeado no interior da mesma.

O espectro de UV-Vis da agua mae apds o envelhecimento revelou que nao
havia bandas caracteristicas do catalisador de Jacobsen, indicando que 100 % de
complexo ficou entrapeado no material Mn(salen)-NHG.
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Apoés a precipitacao do material sélido e remogéo de solventes foi realizado
um tratamento térmico do material a 110 °C. O p6 amarelo resultante foi lavado
com varios solventes para remover todo o catalisador de Jacobsen néao

entrapeado na rede formada.

IV.1.2- Caracterizacao do catalisador de Jacobsen entrapeado, Mn(salen)-
NHG

O Mn(salen) foi entrapeado com sucesso na matriz de alumina pelo
processo sol gel ndo hidrolitico, como pode ser observado pelo espectro UV-Vis
deste material (Figura 21 a), que exibe as bandas caracteristicas do complexo em
244, 328 e 442 nm (Figura 21 b). A banda em 244 nm é atribuida a transicao
n—n* do anel benzénico do salicilaldeido, enquanto a banda em 328 nm é
atribuida a transicdo n—n* do cromoéforo azometino e em 442 nm a transi¢cédo d—d
[Ortiz; Park, 2000]. A similaridade dos espectros UV-Vis em solugéo e entrapeado

na matriz de alumina indica que a estrutura do complexo foi preservada na matriz .
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Figura 21. Espectros UV-Vis do complexo Mn(salen) (a) entrapeado na matriz de

alumina sob suspenséao de diclorometano; (b) em solugao de diclorometano.
A andlise termogravimétrica do Mn(salen)-NHG em atmosfera de nitrogénio

(Figura 22 b) revelou que, entre 20 e 230 °C ocorre a perda de moléculas de agua
fracamente ligadas ou adsorvidas no material, o pico endotérmico a 180 °C na
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curva de DTA corresponde a este evento. Apesar da sintese ter sido realizada em
meio anidro, moléculas de agua foram adsorvidas ao material ap6s a sua sintese.
Observou-se também outra perda de massa entre 230 e 600 °C, com pico
exotérmico em 400 °C na curva de DTA, correspondente a pir6lise e oxidacao de
grupos residuais de haletos de alquilas [Lima et al., 2001; Silva et al., 20083;
Papacidero et al., 2006]. A decomposicdo do complexo Mn(salen) livre ou
entrapeado ocorre entre 300 e 600 °C (Figura 22 a e 22 b, respectivamente),
mostrando que a estabilidade térmica do Mn(salen) nao foi modificada apds a
incorporag&o na matriz de alumina.
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Figura 22. (a) TG-DTA-DSC do catalisador de Jacobsen sélido, Mn(salen). (b) TG-
DTA-DSC do catalisador de Jacobsen entrapeado na alumina, Mn(salen)-NHG.
Utilizando um gradiente de temperatura entre a temperatura ambiente (~25 °C) até
850 °C, com velocidade de aquecimento de 20 °C/min, sob atmosfera de

nitrogénio com o fluxo de em 100ml/min.

O padrao dos difratogramas de raios-X da alumina branca (sem catalisador)
e Mn(salen)-NHG foram similares com perfis amorfos (Figura 23), indicando que o
processo de imobilizacdo nao altera a estrutura do complexo no suporte.
Conforme relatos da literatura, materiais de alumina n&o-hidrolitica s&o
considerados amorfos quando tratados em temperaturas inferiores a 750 °C, e a
cristalizagdo se inicia em torno de 850 °C, devido a transicdo de fase para y-
alumina [Papacidero et al., 2006]. Lembrando que o tratamento térmico realizado

foi a temperatura de 110 °C, era esperado que o material Mn(salen)-NHG

69



apresentasse caracteristicas amorfas, estando em concordancia com o

difratograma obtido.
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Figura 23. Difratograma de raios-X do p6 do material Mn(salen)-NHG com
velocidade angular de 0,02%s e o intervalo devarredura foide 26 =2 % a 70 °.

A area superficial € um importante critério para caracterizacdo de
catalisadores solidos, pois normalmente acredita-se que a melhor eficiéncia
catalitica esteja associada a areas superficiais maiores, pois quanto maior a area,
mais facil o acesso do substrato ao sitio ativo.

A determinacao da area superficial € usualmente feita por isotermas de
adsorcdo e dessorcdo de N> no material, que consiste na relacdo entre a
quantidade de gas adsorvida por unidade de massa do sélido, a temperatura
constante e diferentes pressdes de gas. O numero de moléculas necessarias para
cobrir toda a superficie do sélido determina a area superficial; considerando-se o

nuamero de moléculas e o numero de camadas, pode-se obter o volume dos poros.
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As isotermas de adsorcao/dessorcao do Mn(salen)-NHG sdo mostradas na
Figura 24. As curvas sao obtidas a partir dos valores de volume de nitrogénio
adsorvido no material (em condi¢des normais de temperatura e pressao) em
funcdo da pressdo relativa P/Po,. Através dos perfis das isotermas de
adsorcao/dessorcdo podem-se obter informacées sobre as propriedades dos

materiais analisados.
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Figura 24. Isotermas de adsorcao/dessorcao de nitrogénio da amostra Mn(salen)-
NHG, utilizando-se nitrogénio de alta pureza como adsorbato e nitrogénio liquido

como banho refrigerante (temperatura: 77 K).

O primeiro passo na analise destes resultados € a comparagdo das
isotermas obtidas com os cinco tipos de isotermas de adsorgéo classificados por
S. Brunauer, L.S. Deming, W.S. Deming e E. Teller [Brunauer et al, 1940]. Esta
classificacao recebe o nome de BDDT, e as isotermas sdo denominadas por tipos
[, 11, Ill, IV e V; além de um tipo VI introduzido posteriormente. Uma ilustracdo

destes diferentes tipos de isotermas € mostrada na Figura 25 (a).
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Figura 25. Tipos de isotermas de fisisor¢céo (a) e tipos de histereses (b), segundo

a classificacdo BDDT (Brunauer, Deming, Deming e Teller).

Por comparacgéao, a isoterma observada na amostra estudada se enquadra
nas isotermas do tipo Il. Este tipo de isoterma é caracteristica de materiais néao-
porosos, mas sob certas condi¢des pode indicar a presenca de uma relativa
porosidade. Analisando-se as curvas da Figura 24, observa-se que as isotermas
apresentam uma histerese no processo de adsorcao/desorcao. Esta histerese é
indicada pela nao-sobreposicao das duas curvas, adsor¢cdo e desorcéo, e pode
ser classificada como tipo H3, a qual indica a existéncia de mesoporos na
estrutura morfolégica dos materiais. No entanto, estes mesoporos estao presentes
em pequena quantidade, devido ao material apresentar uma isoterma tipo Il
(materiais altamente mesoporosos apresentam isotermas tipo V). Estes
mesoporos levam a um processo de adsorcdo chamado de condensacao capilar,
ocorre dentro de mesoporos formados pela agregacao das particulas que provoca
a pequena histerese observada. Uma ilustracdo deste processo de agregacao

com a eventual formagéo dos poros € mostrada na Figura 26.
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Figura 26. llustracdo do processo sugerido para a formagdo de mesoporos em

agregados de particulas.

E bem conhecido que a introducdo de catalisadores homogéneos em
suportes porosos conduz a diminui¢ao na area superficial e no volume de poro do
material. Na Tabela 4 sdo mostrados os dados de porosidade e propriedades da

superficie.

Tabela 4. Area surperficial e volume de poro da alumina (NHG) e Mn(salen)-NHG

Material Sger (M g) Volume de poro (ml g™')
Alumina (NHG) 99,8 0,183
Mn(salen) 31,2 0,088

O suporte de alumina tem area superficial de 99,8 m? g e volume de poro
0,183 ml g, ap6s a imobilizagdo do complexo, a area surpeficial diminui para 31,2
m2.g™", que esta em concordancia com as areas superficiais relatadas na literatura
para sistemas Co/alumina, a qual apresenta valores entre 1 a 45 m2g"
[Papacidero et al., 2006]. A diminui¢cdo do volume do mesoporo (~ 52 %) e da area
superficial (~ 68 %) € mais uma indicacdo de que o catalisador de Jacobsen foi
realmente entrapeado na matriz de alumina, resultando em poros com diametros

menores.
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IV.1.3- Imobilizacao do catalisador de Jacobsen por coordenaciao em
membrana de quitosana

A quitosana é um polimero N-deacetilado derivado da quitina, conforme
mostra a estrutura na Figura 27. Esta apresenta grupos amino responsaveis pelas
suas principais caracteristicas tais como: (a) seu comportamento catidnico em
solugcao acida e (b) sua afinidade por ions metdlicos. A sorcao de ions metalicos
pode ocorrer através de mecanismos de formacdo de quelatos para cations
metalicos em solugdes neutras, ou através de atracdes eletrostaticas e troca

ibnica por metais aniénicos em solugdes acidas [Guibal, 2005].

CHZOH
SN
CHsC
HO
CHyCNH
1 H
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HO
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HO o
NH3
H HO
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Figura 27. Reacao de N-desacetilagdo da quitina produzindo a quitosana.

Com base no principio de que 0s grupos amino podem coordenar-se a ions
metdlicos, o catalisador de Jacobsen foi imobilizado em membrana de quitosana
por oclusdo e coordenacdo, por mistura de uma solucdo do complexo na
quitosana dissolvida em acido acético. Apés um periodo de 4 h foi realizada a
filtracao e o sélido foi deixado em um vidro de relégio para formar uma membrana.
A determinacao da quantidade de complexo no suporte, ou "loading", foi realizada
indiretamente por espectroscopia UV/Vis, medindo-se a absorbancia da solugao
de lavagem do sélido com diclorometano, em 246 nm e utilizando o valor de
absortividade molar do complexo neste A (e = 3,88 x 10> L/mol.cm). O “loading” foi

calculado pela diferenca entre o nimero de mols de catalisador utilizado na
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incorporacado e o numero de mols de catalisador presente no liquido de lavagem,
correspondendo a 1,74 x 10™ mol de catalisador/ g de suporte,

Ap6s a secagem a membrana de quitosana contendo o catalisador de
Jacobsen, Mn(salen)-Chit, foi caracterizada por UV/Vis, IV, TG, DTA, DSC e MEV
e também o grau de desacetilagao foi determinado por 'H RMN.

V.14 - imobilizado em
membrana de quitosana, Mn(salen)-Chit

Caracterizacao do catalisador de Jacobsen

O catalisador de Jacobsen imobilizado em membrana de quitosana foi
caracterizado por espectroscopia UV-Vis colocando-se a membrana contendo o

catalisador diretamente no caminho éptico, utilizando-se como branco a

membrana de quitosana sem o catalisador (Figura 28 a). Obteve-se também um
espectro do catalisador de Jacobsen em solugédo de diclorometano (Figura 28 b),

para fins de comparagéo.
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Figura 28. Espectro UV-Vis (a) da membrana de quitosana contendo o catalisador

de Jacobsen; (b) do catalisador de Jacobsen em DCM.

Verificou-se que o complexo ocluido na membrana apresenta absor¢cao em
231, 326 e 430 nm (comprimentos de onda caracteristicos do catalisador de
Jacobsen), enquanto o catalisador em meio homogéneo apresenta absor¢cdes em
244, 326 e 441nm. Os deslocamentos de 13 nm (de 244 para 231 nm) e de 11 nm
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(de 441 para 430 nm) das bandas do catalisador ancorado podem ser atribuidos a
interacdo do grupo amino (NH.) da quitosana coordenados ao sitio metalico do
catalisador [Neys et al, 1999].

Os espectros de infravermelho para o catalisador ocluido na membrana de
quitosana apresentam absorcdes na regido de 4000 a 400 cm™'. As principais
bandas observadas e suas respectivas atribuicdes encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Atribuicbes das bandas do espectro de infravermelho da membrana

contendo o catalisador de Jacobsen, em KBr

Comprimento de onda (cm™) Atribuicao

3448-3462 estiramento axial do grupo OH sobreposta ao
estiramento axial de N-H

1654-1652 deformacao axial de C=0 de amida
1638 vibracées C=N do catalisador de Jacobsen
1560 deformacéo angular de N-H
1380 deformacédo angular simétrica de CHs
1424 deformacao axial de C-N de amida
1320 Deformacéo axial de C-N de grupos amino

890-1156 bandas de estruturas sacaridicas

As bandas observadas sdao muito semelhantes aquelas descritas por
Brugnerotto et al., [Brugnerotto et al., 2001] para polimeros de quitosana. A
existéncia das bandas de absorcado referentes a ligagdo C=N do catalisador de
Jacobsen confirma que ocorreu a imobilizacdo do mesmo na matriz polimérica da
quitosana.

As técnicas de anadlise térmica fornecem informagdes sobre o mecanismo
de decomposicao e estabilidade térmica, sendo a DSC mais apropriada para
investigacdo da transigcao vitrea. Entretanto, ela é fortemente dependente do teor
de H>O, enquanto a TG fornece informagdes a temperaturas mais elevadas. A
estabilidade térmica do material preparado foi investigada através dos métodos

TG (Analise Termogravimétrica), DTA (Andlise Térmica Diferencial), DSC
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(Calorimetria Exploratéria Diferencial) no Laboratério de Analises Quimicas da
Professora Katia Jorge Ciuffi, da UNIFRAN (Figuras 29 e 30).
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Figura 29. Andlise de TG-DTA-DSC da membrana de quitosana sem o catalisador
de Jacobsen (branco), utilizando um gradiente de temperatura entre a temperatura
ambiente (~25 °C) até 1500 °C, com velocidade de aquecimento de 20 °C/min, sob

atmosfera de nitrogénio com o fluxo de em 100ml/min.
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Figura 30. Andlise de TG-DTA-DSC da membrana de quitosana com o catalisador
de Jacobsen, utilizando um gradiente de temperatura entre a temperatura
ambiente (~25 °C) até 1500 °C, com velocidade de aquecimento de 20 °C/min, sob

atmosfera de nitrogénio com o fluxo de em 100ml/min.

A andlise termogravimétrica derivada das quitosanas em nitrogénio, tanto
para a quitosana branco como na presenca do catalisador, indicam trés perdas de
massa da ordem de 59 % ocorridas entre 25 e 370 °C, sendo que somente a 1500
°C completou-se a perda total de massa (99 %). A primeira perda de massa, de 20
a 190 °C, corresponde a perda de moléculas de agua fracamente ligadas no
material. A analise térmica diferencial (DTA) e a calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), revelam a presenga de um pico endotérmico nesta regiao,
confirmando esta atribuicdo. Na regiao entre 200 e 370 °C s&o observadas duas
perdas de massa (200 a 330 e de 340 a 370 °C), ambas associadas a picos
exotérmicos no DSC e DTA. O pico exotérmico a 320 °C € atribuido a
decomposicao da quitosana, semelhante ao que foi observado por Campana Filho
[Raymond et al., 1993]. E interessante notar, que na presenca do catalisador, a
quitosana se decompds em temperatura maior (333 °C) mostrando que houve um
aumento na estabilidade térmica deste material por insercao do complexo. O pico
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exotérmico a 493 °C (para ambas as quitosanas, com e sem o catalisador) pode
ser atribuido a decomposicao de grupos organicos.

A Figura 31 corresponde a fotomicrografias da membrana de quitosana
obtidas por MEV e mostram o carater fibroso e ndo poroso do material.

N Y
20um
204 enT=2000k/  Mag= 200KX

20um
2 EHT=2000kV  Mag= 1.00KX

(a) (b) (c)

Figura 31. Microscopia Eletrdnica de Varredura da membrana de quitosana com
catalisador de Jacobsen (a) com aumento de 1.000 vezes; (b) com aumento de
2.000 vezes; (c) com aumento de 12.000 vezes.

As micrografias da quitosana mostraram uma superficie regular, com
estrutura organizada por agregacédo de cadeias individuais, através de interagdes
por ligagdes de hidrogénio inter- e intramolecular na rede polimérica da quitosana
[Kittur et al., 2002]. As micrografias do catalisador de Jacobsen imobilizado
apresentam morfologias semelhantes a membrana de quitosana branco, indicando
que o complexo foi distribuido de forma homogénea no suporte e ndo alterou as

propriedades estruturais do mesmo.
IV.1.5 - Calculo do grau médio de desacetilacao (GD) da quitosana

O grau médio de desacetilagdo (GD) € uma das principais propriedades que
diferencia a quitosana da quitina. O reconhecimento do GD é essencial quando se
estuda a relagao entre estrutura-propriedade [Brugnerotto et al., 2001].

O GD é definido como o numero de grupos amino em relacdo aos grupos
amida da cadeia polimérica, podendo ser determinado por meio de varias
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técnicas, tais como, titulagdo condutimétrica, titulacdo potenciométrica,
infravermelho, TG e 'H RMN [Raymond et al., 1993; Brugnerotto et al., 2001;
Santos et al., 2003; Niola et al., 1992]. O ideal € que esses métodos sejam
simples, eficientes e rapidos. No presente caso, o grau médio de desacetilagao foi
obtido por 'H RMN.

Segundo Silverstein [Silverstein et al., 1994], quando nucleos magnéticos,
como 'H e °C, sdo imersos em um campo magnético intenso, seus spins se
orientam no mesmo sentido ou em um sentido contrario ao campo. Sob irradiacao
com ondas de radiofreqiiéncia, o sistema absorve energia e os nucleos mudam de
spin, passando do estado de energia mais baixa para o mais alto. A absorgéo de
energia € detectada, amplificada e exibida sob forma de um espectro de
ressonancia magnética nuclear.

O espectro de 'H RMN da quitosana é quantitativo nas analises em relacéo
aos valores de grau médio de acetilagdo (GA) e grau médio de desacetilagcéo
(GD).

Como a dissolugdo da quitosana em meio acido resulta em uma solugéao
viscosa, faz-se necessario que a medida seja realizada a 70 °C. No entanto, a
aquisicdo de dados deve ser rapida nesta temperatura, de modo a minimizar
problemas causados pela hidrélise acida [Varum et al., 2001].

Varias relacbes baseadas nas areas dos picos de hidrogénio podem ser
usadas para calcular o grau médio de acetilagdo, usando espectroscopia 'H RMN.
Por exemplo, podem ser usadas as seguintes relacdes:

i) utilizando a area do pico na regido de 2 ppm, atribuido aos nucleos de
hidrogénio da metila do grupo acetamido (Aun.ac) € a area do pico 3,2
ppm, atribuido ao nucleo de hidrogénio na posicdo 2 do anel
glicosamino, ligado ao amino (An-2).

Equagéo 3a: GA= Apac

H-2
ii) utilizando a area do pico na regido de 2 ppm, atribuido aos nucleos de

hidrogénio da metila do grupo acetamido (An-ac) € @ soma das areas dos
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picos atribuidos ao nucleo na posigdo 1 do anel glicosamino, ligado ao
grupo amino (An.1p) € a area do pico relativo ao nucleo na posigao 1 do

anel glicosamino ligado ao grupo acetoamido (Au-1a).

Equacdo 3b: GA = Ay_ac
3(Asp +Au_4)

A primeira relacao de areas € preferida pelo fato de que as areas relativas a
nucleos dos grupos metila, presentes no grupo acetoamido, € ao nucleo na
posicao 2 do anel glicosamino, sdo relativamente livres das influéncias do pico

DOH (8= 3,8 ppm). A formacao de DOH é decorrente do equilibrio:

HCI + D,O —= DCI + DOH

A determinagdo do grau médio de acetilagdo da quitosana por foi feita
utilizando a area do pico na regido de 2 ppm do espectro de 'H RMN, atribuido
aos nucleos de hidrogénio da metila do grupo acetamido (Ay.ac) € a area do pico
em 3,2 ppm, atribuido ao nucleo de hidrogénio na posi¢cao 2 do anel glicosamino
(An-2) (Figura 32), através da equacgdo 3a [Signini; Campana, 1998].
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Figura 32. Espectro de '"H RMN da amostra de quitosana em HCI/D20O (1% v/v),
300 MHz.
Equacéo 3a:

GA — AH—AC
34, ,

125

262,5
% GA = 4,8 %
% GD = 95,2 %

A determinagdo do grau médio de desacetilagdo GD por 'H RMN é um
método simples e ndo-destrutivo e apresenta alta especificidade devido ao pico do
grupo acetamido, e apresentou concordancia com valores obtidos de
caracterizacao de quitosanas comerciais (cerca de 90 %) [Santos et al., 2003]. Os
fabricantes ndo fornecem informacdes a respeito de valores de GD, logo, €
importante determinar este parametro para prever propriedades fisico-quimicas da

quitosana.
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IV.1.6 - Preparacao e caracterizacao do catalisador de Jacobsen ocluido em
membranas poliméricas

Dentre as estratégias adotadas para a incorporacdo do catalisador em
suportes heterogéneos, a imobilizagdo dos complexos em membranas poliméricas
pode ser considerada um grande avango para a obtencdo de catalisadores
seletivos. O motivo esta relacionado a possibilidade deste suporte reproduzir as
propriedades hidrofébicas da matriz protéica presentes nos sistemas enzimaticos
[Parton et al.,1996].

A principal propriedade das membranas € controlar o acesso do substrato a
espécie ativa, fazendo com que estes sistemas heterogenizados atuem como
catalisadores altamente seletivos. Assim, a capacidade do substrato sorver na
membrana e difundir entre as cadeias poliméricas para atingir o sitio catalitico
depende basicamente da polaridade, forma e tamanho da molécula. [Vankelecom;
Jacobs, 2000].

Em um trabalho anterior [Guedes et al., 2005B] foi investigada a atividade
do catalisador de Jacobsen ocluido em uma membrana constituida por filmes de
polidimetilssiloxano (PDMS), na oxidagao de hidrocarbonetos por -BOOH e H>O,,
utilizando um sistema trifasico. Este sistema apresentou excelentes resultados

cataliticos com o -BOOH, levando a 102 h™" ¢

turnovers”/hora (TOF) na epoxidacao
seletiva do estireno, por exemplo. No entanto, ndo foi observado formacéo de
produtos quando se utilizou H>.O, como oxidante, devido ao excessivo carater
hidrofébico da membrana dificultar a sor¢do do oxidante polar e,
consequentemente, impedir a interacdo do oxidante hidrofilico com o sitio
catalitico no interior da membrana.

A busca por sistemas cataliticos mais viaveis do ponto de vista ambiental
levou ao desenvolvimento de membranas poliméricas que fossem mais polares e
que pudessem, assim, favorecer a sorcao do peroxido de hidrogénio, um oxidante
mais limpo [Marques et al., 2007]. A estratégia para obtencdo destas membranas
mais polares foi introduzir um outro polimero mais polar, o acetato de polivinila

(PVA). Este trabalho foi desenvolvido em colaboragdo com o Prof. Dr. Marco A.



Schiavon e aluna Rosalva Marques, da Universidade Federal de Sao Joao Del
Rei, responsaveis pela sintese e parte da caracterizagdo das membranas
PDMS/PVA.

A obtencao das membranas foi baseada na reagdao de condensacao entre o
PDMS e o tetraetoxissilano (TEOS), na presenca do catalisador de Sn, gerando o
PDMS reticulado, o acetato de polivinila (PVA) fica apenas entrelacado a rede
inorganica, gerando assim a rede polimérica. O catalisador foi adicionado na etapa
B (Figura 33), ficando ocluido dentro da membrana polimérica de PDMS-PVA.
Foram preparadas trés membranas contendo diferentes teores de PVA (10 %, 15
% € 20 %).
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MnSalen-PDMS-PVA

Figura 33. A) Esquema da reacao de condensacao entre TEOS e PDMS gerando
PDMS reticulado; B) formagdo das membranas poliméricas de MnSalen-
PDMS/PVA (linhas continuas pretas representam as cadeias de PDMS reticuladas

e linhas continuas azuis representam as cadeias de PVA).

As curvas termogravimétricas (TG e DTG) das membranas contendo o
catalisador de Jacobsen (MnSalen), em diferentes propor¢cées de PVA, e seus
precursores PDMS e PVA, sado apresentadas nas Figuras 34a e 34b,
respectivamente. As membranas apresentaram estabilidade térmica intermediaria
a dos seus constituintes puros, sendo que o perfil da curva do material contendo
10 % em massa de PVA é semelhante aquele observado para o PDMS, enquanto



que para a membrana contendo 20 % de PVA, o perfil da curva € mais préximo
daquele do PVA. Além disso, os processos de perda de massa das membranas
poliméricas ndo sdo coincidentes com nenhum processo de perda de massa dos
componentes puros, indicando que estes se modificam, provavelmente devido a
homogeneizacgao e certo grau de compatibilizagdo dos materiais durante a sintese.
Os processos de degradacao térmica do PVA e do PDMS reticulado ja foram bem
descritos na literatura e no caso do PVA corresponde a eliminagcdo do acido
acético na faixa de 300-400 °C, seguida da degradacao do polieno na faixa de
400-500 °C [Holland e Hay, 2001; Rimez et al., 2008] e o PDMS se decompde
para produzir oligdmeros ciclicos através da cisdo da ligacédo Si-O na faixa de 400-
650 °C [Camino et al., 2001]. Verificou-se que o aumento da proporgao do PVA
promove uma diminuicdo na estabilidade das membranas. O catalisador de
Jacobsen se decompbe em cerca de 330 °C, no entanto, ndo foi possivel a
visualizacdo da decomposicao do complexo, devido a quantidade de catalisador
imobilizado na matriz polimérica ser muito pequena em relagdo a quantidade de

polimero presente.
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Figura 34a. (a) Curvas das analises termogravimétricas (TG) do PDMS, PVA e das
membranas poliméricas contendo o MnSalen, em diferentes concentragdes de PVA;
(b) curvas derivadas das anadlises termogravimétricas (DTG) do PDMS, PVA e das
membranas poliméricas contendo o MnSalen, em diferentes concentracées de PVA
(sob atmosfera de nitrogénio, 10 °C/min).



A Figura 35 mostra o MEV da membrana polimérica MnSalen-PDMS-PVA
(10 %) com os correspondentes espectros de fluorescéncia, obtidos por
espectroscopia de raios-X de energia dispersiva, das areas selecionadas.

=3

Figura 35. Micrografia da membrana polimérica MnSalen-PDMS-PVA com os
correspondentes espectros de fluorescéncia (espectroscopia de raios-X de energia

dispersiva) das areas selecionadas com aumento de 1.000 vezes.

E possivel observar que o PVA, o qual é imiscivel em PDMS devido &
diferenca de polaridade dos dois polimeros, esta uniformemente distribuido na
matriz de PDMS, na forma de esferas. E possivel ainda observar alguma
miscibilidade entre as duas fases, proximas as regides mais ricas de PVA, o que
pode ter sido favorecido pelo método de sintese empregado. De fato, os espectros
de fluorescéncia confirmam que a parte mais clara € mais rica nos elementos C e
O, principais componentes do PVA, e a parte mais escura é mais rica no elemento
Si, contendo ainda C e O, presentes na estrutura do PDMS.



IV.1.7 - Intumescimento das membranas poliméricas

A medida da capacidade de sor¢cado dos reagentes das reagdes quando se
utilizam catalisadores ocluidos em membranas poliméricas é fundamental, uma
vez que determina a quantidade exata de substrato e oxidante que podem atingir o
sitio catalitico.

A técnica utilizada neste trabalho para determinacao da sor¢ao consiste no
teste de intumescimento da membrana com o0s compostos estudados
separadamente [Vankelecom et al., 1996]. Este teste corresponde a quantidade
méaxima de substancia que a membrana é capaz de sorver num determinado
tempo, e o objetivo foi determinar e comparar a afinidade do polimero para cada
um dos reagentes. Os testes foram realizados com cicloocteno, estireno, t-BOOH
e H>O,, que foram utilizados como substratos ou oxidantes, avaliando-se o ganho
de massa da membrana apés ficar 24 h mergulhada na substancia pura. Os

resultados destes experimentos estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de sor¢éo obtidos no teste de intumescimento das membranas

com as substancias estudadas, apos 24 h

Substancia Membrana Membrana 1 Membrana 2 Membrana 3

PDMS* (10 % PVA) (15 % PVA (20 % PVA)

(mmol/g de (mmol/g de (mmol/g de (mmol/g de

membrana) membrana) membrana) membrana)
Estireno 6,10 8,96 6,20 5,27
Cicloocteno 4,42 13,20 10,30 8,41
+-BOOH 2,60 4,00 4,30 4,62
H.0, 30% 0,89 2,30 9,70 14,9

* membrana baseada em PDMS sem adigao de PVA, referéncia [Guedes et al.,
2005B]. Utilizou-se ~ 50 mg de cada membrana.

Esses dados indicam que a membrana constituida apenas de PDMS é
tipicamente hidrofébica, tendo maior afinidade para substratos apolares



(cicloocteno e estireno). Com a adicdo do PVA na rede de PDMS houve um
aumento consideravel nos valores de sorcao para o H.O. e, em menor proporgao,
para o -BOOH. Contrariamente, ocorre uma diminuicao do intumescimento para
0s substratos, portanto, quanto maior a concentragdo de PVA na membrana
polimérica, menor o valor de sor¢cdo dos hidrocarbonetos. Estes resultados
refletem-se no perfil catalitico destes sistemas (item 1V.2.3).



IV.2. Estudo da atividade catalitica do Mn(salen) imobilizado na oxidacao de
hidrocarbonetos

IV.2.1- Mn(salen) imobilizado em matriz de alumina pela rota sol-gel nao
hidrolitica, Mn(salen)-NHG

A atividade catalitica do Mn(salen)-NHG foi investigada utilizando os
seguintes hidrocarbonetos: cicloocteno, estireno e cicloexano e oxidantes m-
CPBA, t+BOOH, H»O,, PhlO e PhlAc, em reagdes a temperatura ambiente e
pressdo atmosférica (Figura 36). Os resultados cataliticos sdo mostrados em

termos de frequéncia de “turnovers” e rendimento em funcdo da quantidade de

oxidante.
+Mn(salen) — » @o
cicloocteno ciclooctenoéxido
/O\
CH=CH, HC—CH, CHO CH,-CHO
estireno estirenéxido benzaldeido fenilacetaldeido
OH (@]
/
+ Mn(salen) —— +
cicloexano cicloexanol cicloexanona

Figura 36. Reacdes de oxidagcédo dos hidrocarbonetos catalisados por Mn(salen).
Os resultados das Tabelas 7 € 8 mostram que o sistema Mn(salen)-NHG é

muito mais eficiente para catalisar as reagcdes de epoxidagcao do cicloocteno e do
estireno do que o complexo em meio homogéneo, para os oxidantes m-CPBA e
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H.O. (70 %) (reacédo 1, 2, 9 e 10, Tabela 7; 1, 2, 9 e 10, Tabela 8). A maior
eficiéncia do catalisador suportado é devido ao papel do suporte em orientar o
substrato para o ciclo catalitico, além de evitar a destruicdo do catalisador ou sua
dimerizagdo, que gera espécies inativas e ainda, prevenir a cisdao homolitica da
ligacdo O-O do perdéxido, devido ao seu carater acido [Nam et al, 2000A].

Tabela 7. Resultados das reacbes de oxidagdo do cicloocteno por diferentes
oxidantes, com o catalisador de Jacobsen entrapeado em matriz de alumina e em
meio homogéneo, em meio de acetonitrila

PRODUTO
REACAO  OXIDANTE CATALISADOR CICLOOCTENOXIDO
TOF Rendimento (%)

1 m-CPBA Mn(salen) 35 25
2 Mn(salen)-NHG 103 79
3 +BOOH Mn(salen) nd Nd
4 Mn(salen)-NHG 3 2
5 PhlO Mn(salen) 16 13
6 Mn(salen)-NHG 19 16
7 PhlAc, Mn(salen) nd nd
8 Mn(salen)-NHG 9 8
9 H»,0,70 % Mn(salen) 29 23
10 Mn(salen)-NHG 86 70

Condicoes: cicloocteno (5,0 x 10™ mol); oxidante (2,5 x 10™ mol); catalisador de Jacobsen (2,5 x
10® mol); nd: ndo detectado; TOF (frequéncia de “turnover”): relagdo molar produto/[catalisador x
tempo (h)]; reagdo branco (auséncia de catalisador): nd; rendimento baseado no oxidante; H,O, 30
%: nao gerou produtos.

Verifica-se que o melhor oxidante para catalisar a epoxidacdao do
cicloocteno e estireno € o m-CPBA tanto em solugcdo como no sistema
heterogeneizado (Tabelas 7 e 8, reacbes 1 e 2). Nas reacées com #+BOOH a
producé@o do epoxido néo foi favorecida e o benzaldeido foi o principal produto na

oxidagao do estireno. A formacao deste produto é atribuida a reag6es radicalares
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[Silva et al., 2006]. Quando a reacdo € conduzida sob atmosfera de argbnio o
rendimento do benzaldeido é significativamente reduzido e a seletividade para
estirendxido aumenta (Tabela 8, reacdes 3,4 versus 5,6). Estes resultados
evidenciam a presenca de mecanismo radicalar na formacao do benzaldeido.

Tabela 8. Resultados das reacbes de oxidacdo do estireno por diferentes
oxidantes com o catalisador de Jacobsen entrapeado em matriz de alumina, em

meio de acetonitrila

PRODUTOS

REACAO OXIDANTE CATALISADOR Benzaldeido Estirenoxido fenilacetaldeido

TOF  R(%) TOF R(%) TOF R(%)

1 m-CPBA Mn(salen) nd nd 26 12 nd nd
2 Mn(salen)-NHG 11 8 87 68 nd nd
3 t-BOOH Mn(salen) 21 10 nd nd nd nd
4 Mn(salen)-NHG 23 11 nd nd nd nd
52 Mn(salen) 7 3 nd nd
6% Mn(salen)-NHG 6 4 13 6 nd nd
7° PhlO Mn(salen)-NHG nd nd 22 17 23 16
8° PhlAc, Mn(salen)-NHG nd nd 23 16 40 28
9 H>0, 70 % Mn(salen) nd nd 9 4 nd nd
10 Mn(salen)-NHG nd nd 71 55 nd nd

Condicobes: estireno (5,0 x 10™ mol); oxidante (2,5 x 10™ mol); catalisador de Jacobsen (2,5 x 10°
mol); nd: ndo detectado; TOF (frequéncia de “turnover”): relagdo molar produto/[catalisador x tempo
(h)]; reagéo branco (auséncia de catalisador): nd; H,O, 30%: ndo gerou produtos; ® reagdo em
atmosfera de arg6nio; b reacdes em meio homogéneo: nd.

PhIO tem sido um dos oxidantes mais utilizados nas reacdes de oxidacao
catalisados por metaloporfirinas e sistemas similares [Guedes et al., 2005A],
entretanto, no sistema em estudo forneceu baixos rendimentos (da ordem de 16
%) quando comparado com o m-CPBA, provavelmente devido a baixa solubilidade
do PhIO em acetonitrila. PhlAc, tem sido usado recentemente em substituicdo do
PhIO [In et al., 2003; Silva et al., 2007]. Este oxidante tem a vantagem de ser

soluvel em muitos solventes organicos, ndo € potencialmente explosivo, é um
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reagente comercial, usado como matéria prima para producado do PhlO e é um
oxidante seletivo para as reagdes organicas. Em presenca de H>O produz o PhlO
in situ [In et al., 2003], que em seguida reage com o catalisador levando a
epoxidagao de alcenos. Entretanto, a geracao do PhlO in situ é lenta e depende
da presenca de H>-O no meio [Li e Xia, 2004]. Observa-se na Tabela 8 a formacao
de maior quantidade de fenilacetaldeido na reacdo utilizando PhlO e PhlAc;
(Tabela 8, reacado 7 e 8). Reacbes controle usando estirenéxido como substrato,
nas mesmas condi¢des, mostraram que o fenilacetaldeido nao é gerado a partir de
rearranjos deste substrato, indicando que a formacao de oéxido de estireno
compete com a formacdo de fenilacetaldeido. Uma interpretacdo proposta por
Groves et al [Groves e Myers, 1983] para ferroporfirinas é uma transicao
assimétrica, como mostrada na Figura 37, que gera o epdxido (caminho a) ou, por
rearranjo, o fenilacetaldeido (caminho b). A formacdo do fenilacetaldeido esta
relacionada com a reatividade do intermediario de modo que, quanto menor a
reatividade maior € o tempo de vida e, conseqlentemente, maiores sdo as
chances de que ocorra o rearranjo do hidrogénio, levando a formacédo do
fenilacetaldeido (Figura 37, caminho b). Assim, devido a baixa solubilidade do
PhIO no meio de reacgéo e a lenta geracao do PhlO in situ no caso do PhlAc, a
reacao € lenta o suficiente para que ocorra o rearranjo do intermediario, gerando
rendimentos da ordem de 16 e 28 % para o fenilacetaldeido, respectivamente para
PhlO e PhlAc; (Tabela 8, reacdo 7 e 8).
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Figura 37. Intermediario manganés salen transferindo o oxigénio para o estireno

[adaptado de Groves e Myers, 1983].

Solugédo aquosa 30 % de H>O» ndo € capaz de epoxidar alcenos nestas
condi¢des. Entretanto, quando se utiliza H,O», 70 %, o material Mn(salen)-NHG &
eficiente na reacao de oxidacao do cicloocteno e estireno (rendimentos de 70 % e
55 %, respectivamente, Tabelas 7 e 8, reagcdo 10). Provavelmente a maior
quantidade de agua no peroxido 30 % bloqueia os poros da matriz, dificultando o
acesso da olefina ao sitio ativo do catalisador e subsequente difusdo dos produtos
formados [Rinaldi e Schuchardt, 2004; Caiut et al., 2003].

A oxidagdo do cicloexano é um importante processo para a producao de
fibras poliamidas e plasticos, sendo necessaria uma producdo anual de
quantidades superiores a 10° toneladas de cicloexanona e cicloexanol [Dapurkar
et al., 2004; Berezin et al., 1968].

Os resultados cataliticos utilizando o catalisador de Jacobsen entrapeado
em alumina, Mn(salen)-NHG, e em meio homogéneo na oxidagao do cicloexano
por m-CPBA, PhlO, PhlAc,, -BOOH e H>O, 70 % estdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados das reacbes de oxidagdao do cicloexano por diferentes
oxidantes, com o Mn(salen)-NHG em meio de acetonitrila

PRODUTOS
REACAO OXIDANTE CATALISADOR Cicloexanona Cicloexanol
TOF R (%) TOF R (%)
1 m-CPBA Mn(salen) 5 4 11 9
2 Mn(salen)-NHG 210 70 4
3 +BOOH Mn(salen) 6 2 5
4 Mn(salen)-NHG 59 46 3 2
52 PhlO Mn(salen)-NHG 56 44 11 9
6% PhlAc, Mn(salen)-NHG 52 41 6 5
7 H»0, 70% Mn(salen) 5 4 7 6
8 Mn(salen)-NHG 19 15 7 6

Condicdes: cicloexano (5,0 x 10™ mol); oxidante (2,5 x 10 mol); catalisador de Jacobsen (2,5 x
10® mol); nd: ndo detectado; TOF (frequéncia de “turnover”): relagdo molar produto/[catalisador x
tempo (h)]; reagéo branco (auséncia de catalisador): nd; H,O, 30%: ndo gerou produtos; ® reacdes
com Mn(salen) em solugéao usando PhlO e PhlAc, ndo geraram produtos.

Mn(salen)-NHG é muito eficiente para catalisar a oxidagao do cicloexano do
que o complexo em meio homogéneo (Tabela 9) para todos os oxidantes
estudados. Além disso, Mn(salen)-NHG é altamente seletivo para cicloexanona
(cerca de 95 %, reacao 2 e 4, Tabela 9), o que é desejavel tendo em vista que a
cicloexanona é um intermediario para a producao de acido adipico [Zhou et al.,
2005; Costas et al., 2000]. A seletividade para a cetona pode ser explicada pela
oxidagdo adicional do cicloexanol nas condi¢cdes de reagdo. Esta hipdtese foi
confirmada monitorando a reagdo em pequenos intervalos de tempo. Durante os
primeiros 90 min de reacao o cicloexanol era o principal produto formado. Apos 2
h a razdo élcool/cetona diminuiu, indicando a conversao de cicloexanol para
cicloexanona (Figura 38). Além disso, foi realizada uma reagéo controle utilizando
o cicloexanol como substrato, para avaliar se a cetona pode ser gerada nestas
condi¢cdes. Observou-se a produgcdao de 85 % de cetona, confirmando que a
cicloexanona é formada a partir do alcool.
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Figura 38. Rendimentos (expressos em porcentagem) de cicloexanol e
cicloexanona em fung¢ao do tempo da reacao de oxidacao do cicloexano catalisada
por Mn(salen)-NHG, em meio de acetonitrila, 25 °C.

Quando em solucado o complexo Mn(salen) produz a mistura de cicloexanol
e cicloexanona, na razao de aproximadamente 2,5, usando peréxidos (+-BOOH,
H202 70 % e m-CPBA) como oxidantes. Quando os mesmos experimentos foram
realizados sob atmosfera de argbnio o rendimento de cicloexanona foi
significativamente reduzido e a raz&o alcool/cetona foi aumentada para 4,3.

Tem sido relatado na literatura que a espécie oxo-manganés (V) é o
intermediario reativo para a oxidagao de alcanos catalisado por complexos salen e
periodato de sodio como oxidante [Bahramian et al, 2005]. O mecanismo de
hidroxilagdo catalisado por complexos salen pode ser comparado ao mecanismo
“rebound” para metaloporfirinas. Neste mecanismo, o intermediario de alta
valéncia Mn"(O) abstrai um &tomo de hidrogénio do alcano, gerando um radical de
vida curta e o complexo Mn"Y(OH) na gaiola (“cage”) do solvente. O intermediario
Mn"(OH) rapidamente transfere o grupo hidréxi para o radical e,
consequentemente, ocorre a formacgao do alcool [Vinhado et al, 2005; Nunes et al.,
2005; Groves e Adhyam, 1984]. A producdo de cetona pode ser explicada pelo
escape do radical alquila do “cage”, o qual reage com o O, para produzir radical

peroxil, levando a reagdes radicalares em cadeia.
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Para investigar a possibilidade de reciclagem, o catalisador imobilizado na
alumina foi separado da mistura de reacdo por filtracdo, lavado com
diclorometano, seco a temperatura ambiente e utilizado em uma nova reagdo nas
mesmas condigdes. Os resultados obtidos demonstraram a alta capacidade de
reutilizacdo do sistema Mn(salen)-NHG, sendo o mesmo suporte utilizado cinco
vezes para a oxidagdo do cicloexano, cicloocteno e estireno usando m-CPBA
como oxidante (Figura 39), sem perda de atividade catalitica em relacao a primeira
reacao do material.

—e— rendimento total de produtos do cicloexano
—4— rendimento total de produtos do cicloocteno
—=— rendimento total de produtos do estireno
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Figura 39. Reciclagem do suporte Mn(salen)-NHG na oxidacdo de cicloexano,

cicloocteno e estireno, por m-CPBA, em meio de acetonitrila.

Para se investigar a estabilidade do catalisador Mn(salen)-NHG foram feitas
reagdes de oxidacao do cicloocteno e estireno com seis adicées sucessivas de
oxidante (PhlO, PhlAc,, m-CPBA, H2O2 70 %), nas quais, apds 24 h de reacao,
adicionava-se a mesma quantidade de oxidante da reacgdo inicial (relagao
catalisador:oxidante 1:1000). A Figura 40 mostra os graficos de desempenho
destas reacoes para todos os oxidantes estudados.
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Figura 40. Rendimentos das reac¢des de epoxidagao do cicloocteno (a) e estireno

(b), com adicdes sucessivas de oxidante a cada 24 h, em meio de acetonitrila.

Perdxido de hidrogénio 70 % e m-CPBA foram os melhores oxidantes para
as reacbes sucessivas. Verificou-se que ap6s 144 h, ou seja, seis adicoes
sucessivas de oxidante, o catalisador permanece estavel, com rendimentos
reprodutiveis de 96 % para cicloocten6xido (TOF total 733) e 91 % de estirendxido
(TOF total 714) nas reagc6es com m-CPBA por exemplo.

Foi observado que os rendimentos de epoxido diminuem apds a terceira

adicao de PhlO e PhlAc,. Estes resultados podem ser explicados pela desativacao
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dos sitios cataliticos do Mn(salen)-NHG devido a precipitacdo de iodoxibenzeno
formado pela reacao de desproporcionamento de iodosilbenzeno na superficie do
catalisador [Assis e Smith, 1998].

PhIO
PhlO + Mn"(salen) — Phl + O=Mn"(salen) — PhIO, + Mn"(salen)

Ap6s a sexta adicdo de oxidante (PhlO e PhlAcz) o Mn(salen)-NHG foi
recuperado por filtragdo, lavado com diclorometano, seco e reutilizado com nova
carga de substrato e oxidante. Este tratamento restaurou a atividade do
catalisador, conduzindo a resultados similares aos obtidos na primeira reagédo do

catalisador suportado, comprovando a hipétese acima.

IV.2.2 — Mn(salen) imobilizado na membrana de quitosana, Mn(salen)-Chit

A eficiéncia do catalisador imobilizado em membrana de quitosana foi
avaliada pela oxidacdo dos substratos estireno e cicloocteno, em dois tipos de
sistemas: sistema heterogéneo bifasico convencional e um sistema trifasico, onde
a membrana catalitica de quitosana age como uma barreira entre duas fases
imisciveis, como oxidante na fase aquosa de um lado e o substrato (fase organica)
do outro lado da membrana (Figura 41). Neste estudo, utilizou-se m-CPBA, t-

BOOH e H>O» como oxidantes. Os resultados sdo mostrados nas Tabelas 10 e 11.

Figura 41. Sistema catalitico trifasico.
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Tabela 10. FreqUéncia de “turnovers”, TOF, das reacbes de oxidagcdo do
cicloocteno catalisados por Mn(salen)-Chit ap6s 6 h.

PRODUTO
REACAO OXIDANTE MEIO DE REAGAO CICLOOCTENOXIDO
TOF Rendimento*

(%)

1 m-CPBA trifasico 160 39

2 acetonitrila 114 28

3 t-BOOH trifasico 13 3

4 acetonitrila 13 3

Condicoes: Cicloocteno (7,8 x 10™ mol); oxidante (6,5 x 10™ mol); catalisador de Jacobsen (3,48 x
107 mol); TOF: relagdo molar produto/[catalisador x tempo (h)]; tempo de reagdo: 6 h; oxidante
H,0O, ndo gerou produtos, * rendimento baseado no oxidante.

Tabela 11. Freqiéncia de “turnovers”, TOF, das reacdes de oxidagcao do estireno
por Mn(salen)-Chit apés 6 h.

PRODUTO

REACAO OXIDANTE MEIO DE REACAO

Benzaldeido Estirenoxido fenilacetaldeido

TOF  R(%) TOF R(%) TOF R(%)

1 m-CPBA trifasico nd nd 65 16 37 9

2 acetonitrila nd nd 49 12 nd nd
3 +-BOOH trifasico 12 3 35 9 nd nd
4 acetonitrila 10 2 51 12 nd nd

Condicgdes: Estireno (7,8 x 10 mol); oxidante (6,5 x 10™ mol); catalisador de Jacobsen (3,48 x10™
mol); TOF: relagdo molar produto/[catalisador x tempo (h)]; tempo de reacdo: 6 h; oxidante H,O,
nao gerou produtos.

Como pode ser observado nas Tabelas 10 e 11, o sistema trifasico
mostrou-se eficiente e seletivo para catalisar a epoxidagdo dos hidrocarbonetos
com ambos oxidantes m-CPBA e +BOOH. Os relativamente baixos valores de
rendimentos para o catalisador Mn(salen)-Chit sdo devido as limitacbes naturais
de sistemas heterogéneos, tais como a lenta difusdo dos reagentes para o sitio

catalitico. Apesar destas limitacdes, a membrana de quitosana atuou como um
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catalisador de reacado na interface entre as duas fases imisciveis, eliminando a
necessidade de agentes transferidores de fase.

Pode ser verificado que o melhor oxidante para epoxidacao catalisada do
cicloocteno e do estireno € o m-CPBA, tanto para a reagdo em meio de acetonitrila
quanto para os sistemas trifasicos (Tabelas 10 e 11). Observou-se a formacao
seletiva de cicloocten6xido, indicando que a reagdo ocorre via formagao da
espécie Mn"(O)salen, originada da clivagem heterolitica do perdxido.

Para o estireno observou-se, além do epo6xido (produto principal), a
formacao do fenilacetaldeido, proveniente do rearranjo do intermediario discutido
anteriormente. Nas reacOes utilizando o +BOOH foram produzidos epéxido e
benzaldeido, sendo este o produto secundario da reacao (Tabela 11). A formacao
de benzaldeido é atribuida a reagdes radicalares, uma vez que alquil-
hidroperéxidos tendem a sofrer clivagem homolitica da ligagdo O-O, com a
formacdo de um intermediario de baixa reatividade, Mn'"Y(OH)salen, e radicais
RO?®, os quais iniciam reagOes radicalares que tém continuidade pela presenca de
oxigénio na solucdo, resultando no benzaldeido [Silva et al., 2006]. Reacdes
realizadas em atmosfera de argdnio levaram a diminuicdo dos rendimentos de
benzaldeido, de TOF 10 para TOF 2, confirmando a participagdo de mecanismo
radicalar na presenca de O..

O Mn(salen)-Chit ndo é capaz de catalisar a oxidagao do cicloocteno e do
estireno com H>O,. Provavelmente a agua da solu¢cdo do oxidante forma uma
camada na superficie do suporte que impede a aproximacao da olefina, apolar, ao
sitio ativo do catalisador [Rinaldi et al, 2004].

IV.2.3- Mn(salen) imobilizado em membranas poliméricas PDMS/PVA

Também nos estudos com o catalisador de Jacobsen ocluido nas
membranas de PDMS/PVA empregou-se a estratégia do sistema trifasico,
eliminando a necessidade de solventes ou agentes de transferéncia de fases
(Figura 41). Esta estratégia, associada as propriedades de sor¢cado do polimero,
podem influenciar drasticamente os resultados cataliticos [Vankelecom et al.,
1996].
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Um mini-reator também foi utilizado como sistema trifasico, com separacao
do substrato (cicloocteno) e do oxidante (-BOOH ou H>O, 30 %) pela membrana

na junc¢ao dos dois compartimentos do mini-reator (Figura 42).

Figura 42. Mini-reator

Nas Tabelas 12 e 13 estdo apresentados os resultados cataliticos utilizando
o sistema trifasico e o mini-reator. Os produtos de oxidagao foram encontrados em
ambas as fases no sistema trifdsico, porém, estavam presentes em maior
concentracao na fase organica. Ja no mini-reator os produtos estavam presentes

apenas no compartimento da fase organica.
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Tabela 12. Resultados cataliticos (em freqUéncia de “turnovers”, TOF) das
reacbes de oxidagdo de estireno por H,O, 30 % e tBOOH, utilizando as

membranas poliméricas contendo o catalisador de Jacobsen

Reacao Catalisador Oxidante Estirenoxido Benzaldeido Fenilacetaldeido TOF

total
1 Membrana 1 H,0, 21 79 nd 100
2 Membrana 1 +BOOH 115 27 5 147
3 Membrana2  H.O, 29 76 7 112
4 Membrana2  +BOOH 87 38 4 129
5 Membrana 3 H>0, 43 68 27 138
6 Membrana3  +BOOH 79 35 2 116
7 Membrana’ H,O, nd nd nd nd
8 Membrana~  +-BOOH 102 7 nd 109

Condicoes: estireno (5,8 x 10™ mol); oxidante (2,45 x 10 mol); catalisador de Jacobsen (1,25 x
10® mol); nd: n&o detectado; reagdo branco (membrana sem o catalisador): nd; membrana 1: 10 %
PVA; membrana 2: 15 % PVA; membrana 3: 20 % PVA; membrana baseada em PDMS sem

adigdo de PVA [Guedes et al., 20058B].

Tabela 13. Resultados cataliticos (em frequéncia de “turnovers”, TOF) das
reacbes de oxidacdo de cicloocteno por H-O. 30 % e t-BOOH, utilizando as

membranas poliméricas contendo o catalisador de Jacobsen

Reacdao Catalisador Oxidante TOF Ciclooctenoxido TOF
no sistema trifasico Ciclooctenéxido no
convencional mini-reator
1 Membrana 1 H,0, 46 8
2 Membrana 1 +BOOH 72 45
3 Membrana 2 H,0, 59 9
4 Membrana 2 +BOOH 71 41
5 Membrana 3 H.O, 80 12
6 Membrana 3 +BOOH 69 39
7 Membrana H-0- nd NR
8 Membrana +BOOH 12 NR

Condicoes: sistema trifasico: cicloocteno (5,8 x 10™ mol); oxidante (2,45 x 10™ mol); catalisador
de Jacobsen (1,25 x 108 mol); mini-reator: cicloocteno (2,0 x 102 mol); oxidante (9,7 x 10 mol);
catalisador de Jacobsen (1 x 10”7 mol); nd: ndo detectado; NR: ndo realizado, a membrana nio é
resistente no mini-reator, ocorre ruptura da mesma; reagdo branco (membrana sem o catalisador):
nd; membrana 1: 10 % PVA; membrana 2: 15 % PVA; membrana 3: 20 % PVA; membrana
baseada em PDMS sem adi¢do de PVA [Guedes et al., 2005B].
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Os resultados das Tabelas 12 e 13 mostram a vantagem de se inserir 0
polimero polar PVA na membrana de PDMS, pois sistemas anteriores utilizando
apenas membrana de PDMS néao foram capazes de promover a oxidagado destes
substratos por peréxido de hidrogénio, devido a incapacidade da membrana em
sorver este oxidante polar. Além disso, os resultados com t-BOOH utilizando a
membrana PDMS foram inferiores quando comparados com as membranas mais
polares (insercdo de PVA).

Os resultados também demonstram que a eficiéncia catalitica destes
sistemas depende da polaridade da membrana na qual o catalisador se encontra
ocluido. Assim, a frequéncia de “turnovers” € essencialmente controlada pelas
propriedades de sor¢cdo da matriz polimérica. O +BOOH tem carater hidrofébico, e
sua sorcdo € favorecida na membrana 1, a qual contém menor quantidade do
polimero mais polar (PVA). Como resultado, a eficiéncia catalitica deste sistema é
maior para este oxidante quando comparado com o H>O,, mais polar. Por outro
lado, usando-se a membrana 3, que contém maior propor¢cao de PVA (polimero
polar) verificou-se a maior eficiéncia catalitica para o oxidante HxOo.

O peroxido de hidrogénio apresenta diversas vantagens como oxidante,
como baixo custo e gerar 4gua como unico subproduto da reagao, além da maior
disponibilidade comparado ao t+BOOH. Por estes motivos, o peréxido de
hidrogénio é considerado um oxidante limpo e de grande potencial de aplicacao
em reagcdes de oxidagcado catalisadas por metaloporfirinas e complexos salen.
Assim, os altos valores de freqiéncia de “turnovers” atingidos utilizando a
membrana 3, TOF 138 h™' e TOF 80 h™", para os substratos estireno e cicloocteno,
respectivamente, sdo considerados excelentes resultados cataliticos.

As reacgdes de oxidagao do cicloocteno forneceram o ciclooctenéxido como
Unico produto. A oxidagao do estireno conduziu a formacao do estirendxido como
maior produto nas reac¢des com o +-BOOH. Contrariamente, o H>O, levou a maior
seletividade para o benzaldeido, sugerindo a contribuicao de mecanismos
radicalares.

Observou-se na Tabela 12 a formacdo de pequena quantidade de

fenilacetaldeido na oxidacdo do estireno. Sua formagdo estad relacionada a
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reatividade das espécies intermediérias, como discutido anteriormente, com maior
probabilidade de ocorrer rearranjo no sistema ocluido, conduzindo a formacao do
fenilacetaldeido, que compete com a formagdo do estirendéxido [Guedes et al.,
2006].

O mini-reator apresentou menores freqiéncias de “turnovers” quando
comparado ao sistema trifasico da Figura 41 (Tabela 13). No entanto, apesar dos
menores valores de TOF, este sistema isola totalmente a fase organica da fase
aquosa, indicando que a reacao ocorre realmente no sitio catalitico no interior da
matriz polimérica, a qual é capaz de sorver o substrato € o oxidante e difundi-los
em direcao ao sitio catalitico. Além disso, os produtos sdo encontrados apenas na
fase organica, o que favorece o processo de separacao, sendo esta uma etapa de
grande importancia na produgao industrial.
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IV.3- Atividade Catalitica do catalisador de Jacobsen na oxidacao de

farmacos

IV.3.A- Carbamazepina

IV.3.A.1- Otimizacao do processo de extracao para o catalisador de Jacobsen
e para as metaloporfirinas

Para que fosse possivel a analise dos produtos da oxidagdo da
carbamazepina, nas reagdes com metaloporfirinas e catalisador de Jacobsen, foi
necessario encontrar um método de extracdo desses compostos do meio
reacional. A extragdo dos produtos € uma etapa de grande importancia, pois evita
que a metaloporfirina ou complexo salen seja injetado na coluna de separacéo,
juntamente com os produtos da oxidagao, pois estes compostos podem adsorver
irreversivelmente na fase estacionaria, podendo levar a sua degradacao (C-18),
visto que estes complexos podem agir como catalisadores para a oxidagao de
alcanos.

O método de extracao utilizado foi uma modificacdo do método descrito por
Maurin et al. [Maurin et al., 2003], considerando as diferentes solubilidades da
carbamazepina, metabdlitos e metaloporfirinas ou complexo salen em solventes
organicos apolares. A carbamazepina e seus metabdlitos sdo soluveis em agua e
solventes organicos altamente polares, como MeOH e ACN, e insoluveis em
solventes como DCM, DCE e hexano. Ja o catalisador de Jacobsen e as
metaloporfirinas sdo sollveis solventes apolares, sendo que o catalisador de
Jacobsen é mais solivel em hexano do que as metaloporfirinas. No caso das
metaloporfirinas € necessario utilizar a mistura com maior teor de agua, assim a
metaloporfirina € facilmente removida da solu¢gdo contendo os analitos por
extracao liquido-liquido.

Considerando essas diferencas de solubilidade, o catalisador de Jacobsen
e as metaloporfirinas foram extraidas da mistura de reacao por adicao de hexano,

seguida da adicdo de uma solucdo de tampao fosfato, MeOH e ACN nas
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proporcdes 60/17/23 (v/v/v) para o complexo salen e 80/20/0 (v/v/v) para as
metaloporfirinas. Formam-se duas fases, a fase orgéanica apolar (hexano) e a fase
cujo constituinte principal é a agua. Os complexos metaloporfirina e salen
permanecem na fase organica apolar e os analitos na fase polar.

Para verificar a eficiéncia do método de extragcéo e, consequientemente, do
método de andlise, foi preparada uma solucdo de concentragdo conhecida de
carbamazepina e injetou-se no CLAE ap6s o processo de extracdo. A
carbamazepina apresentou recuperacoes proximas a 100 % atestando a eficiéncia
deste método de extracao.

IV.3.A.2- Padronizacao das condicoes cromatograficas (CLAE-UV), para
analise da carbamazepina e seus produtos de oxidacao

A cromatografia liquida em fase reversa utiliza fase estacionaria ndo polar,
silica quimicamente ligada a grupos apolares, e fase moével polar. Sua utilizacao
tem se intensificado desde 1974, quando surgiram materiais comercialmente
confiaveis para fase reversa, e hoje é a técnica mais utilizada em CLAE. Uma das
vantagens € a utilizacdo de 4gua (ou solugcdo tampao) como um dos eluentes,
diminuindo a exposicao dos analistas a compostos toxicos [Cass e Degani, 2001].

A escolha da fase mével é de extrema importancia na separacdo dos
analitos, devido a interagcdo que ocorre entre ambos, resultando em um efeito
significativo no tempo de retengdo dos analitos. A fase movel precisa ser
selecionada de modo a nao interferir na deteccdo dos analitos de interesse, nao
absorver radiagao UV no comprimento de onda selecionado, manter a capacidade
tamponante no decorrer das andlises e estabilizar as espécies idnicas de
interesse.

A otimizacdo das condigées de separacdo cromatograficas (CLAE-UV) foi
realizada com solugdes padrdo da carbamazepina e 10,11-epdxido-
carbamazepina. A fase moével foi variada quanto a composicao, proporgoes e pH,
utilizando metanol, acetonitrila, agua Milli-Q e tampao fosfato de potassio em

condicodes isocraticas.
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A fase movel tampao fosfato/ACN/MeOH 65:18:17 (v/v/v) inicialmente
testada nao foi eficiente, visto que o farmaco CBZ apresentou um tempo de
retencao de 9,9 min e um pico largo com cauda. Com a alteracao das propor¢cdes
de fase movel para tampao fosfato/ACN/MeOH 60:19:21 (v/v/v) (Figura 43 a),
obteve-se um cromatograma com tempos de retencédo da CBZ-EP e CBZ de 3,3
min e 6,7 min, respectivamente. Nestas condi¢des, o tempo de analise foi menor e
os picos foram melhor resolvidos. A maior propor¢cdo de solvente orgéanico
aumenta a solubilidade dos analitos na fase movel, resultando em tempo de
retencao menor.

Foi realizada também uma avaliacdo da for¢ca do solvente nesta analise.
Sabendo-se que a forgca do solvente em fase reversa aumenta com o decréscimo
da polaridade do mesmo, ou seja, agua (solvente mais fraco) < metanol <
acetonitrila [Cass; Degani, 2001], testou-se a fase mével tampao fosfato/ ACN/
MeOH 60:23:17 (v/v/v) (Figura 43 b). Nestas condi¢cdes a CBZ-EP e CBZ eluiram
em 3,0 min e 5,5 min, respectivamente. Comparando-se com a fase moével
anterior, com menor propor¢dao de ACN (solvente mais forte), observou-se que os
analitos apresentaram um tempo de retengdo menor e uma melhor resolugcéao
cromatografica, sendo esta condicdo utilizada nas andlises dos produtos de
oxidacao da CBZ.
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Figura 43. Cromatograma da CBZ e CBZ-EP em duas proporcdes de fase movel:
(a) tampéao fosfato/ACN/MeOH 60:19:21 (v/v/v); (b) tampéao fosfato/ACN/MeOH
60:23:17 (V/V/v).

Assim, a condi¢ao 6tima para analise da carbamazepina e seus metabdlitos
foi obtida utilizando-se uma coluna C1s (Merck) de 125x4 mm e fase mdével tampéao
fosfato (pH 7,0 - 0,1 mol.L’"), ACN e MeOH 60:23:17 (v/v/v) em condicdo
isocratica, fluxo a 1 mL/min e deteccdo UV em 210 nm na temperatura ambiente
(T=25 °C). O cromatograma obtido, Figura 43 b, ilustra a boa separacao dos
compostos em curto tempo de analise (12 min). A eluicao da CBZ-EP (i, =3,0 min)
e CBZ (t=5,5 min) esta em ordem decrescente de polaridade e concorda com a
apresentada na literatura [Bugamelli et al., 2002].

Em geral, técnicas cromatograficas requerem a etapa inicial de extracao,
para eliminar interferentes e concentrar os analitos, aumentando a seletividade e
sensibilidade analitica. Para minimizar os erros decorrentes de perdas dos analitos
durante o processo de extracado, tem sido adicionado as amostras um padrao
interno na etapa anterior a extragdo. Este devera ter estrutura semelhante as dos

analitos e ser extraido nas mesmas condi¢cdes. Por outro lado, um bom padrao

108



interno para reacdes cataliticas tem como principal caracteristica inércia quimica
nas condicdes da reacdo do substrato, o que evita erros durante as analises, ou
seja, é necessario que nao ocorra reacao entre o padrao interno, a carbamazepina
e 0 oxidante, evitando a formacao de outros produtos de oxidacédo. Assim, devido
a dificuldade de se encontrar um padrao interno inerte e com estrutura semelhante
ao farmaco, optou-se pela nao utilizagdo de padrdao interno na analise dos
produtos de oxidagdo da carbamazepina.

Foi realizada a padronizagdo do método com curvas de calibragdo apenas
para a carbamazepina. Nao foram tragadas curvas para os metabdlitos por ndo
possuirmos as quantidades necessarias dos padrdes destes metabdlitos. Foram
preparadas cinco solugdes, em MeOH, com concentracdo de carbamazepina
variando entre 6,780 x 10° e 4,237 x 10* mol.L". Foi feita uma curva de
calibragdo (Figura 44) lancando na abscissa a concentragdo do farmaco e na

ordenada a 4rea do pico obtida nos respectivos cromatogramas.
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Figura 44. Curva de calibracao do farmaco carbamazepina.
A equacao da reta obtida desta padronizacéao é:

A, =-2,37.10*+ 1,24.10" . [CBZ]
[CBZ] = (A, + 2,37.10%/ 1,24.10"°
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A quantificacdo dos produtos foi feita com base na proporcdo molar 1:40:35
de catalisador:oxidante:substrato utilizada nas reagdes, levando em consideragao
que o limitante da reagdo é a quantidade de carbamazepina (2,1 x 10®° mol;
0,01059 mol.L"). Desta forma, a diferenca da concentracdo inicial da
carbamazepina e concentragao final do farmaco que néo foi consumido, fornece a

concentracao de carbamazepina que foi convertida em produtos.

[CBZ] inicial — [CBZ] ndo consumida = [CBZ] reagiu

IV.3.A.3 - Otimizacao das condicoes cromatograficas para analise da
carbamazepina e seus produtos de oxidacao por CLAE acoplado a um
espectrometro de massas (CLAE-ESI)

O espectrémetro de massas € constituido de 3 componentes bésicos: fonte
de ions, analisador e detector. Apds os analitos serem eluidos da coluna séo
ionizados e volatilizados pela fonte de ionizagdo. Os ions formados sao separados
de acordo com sua razdo massa/carga (m/z) por um campo elétrico no analisador.
Os ions de uma dada razao m/z atingem o detector e a corrente i6nica é
amplificada e registrada. Estes equipamentos necessitam de alto vacuo para
permitir que os ions atinjam o detector sem colidir com outras moléculas gasosas,
pois as colisdes reduzem a resolucéo e a sensibilidade do instrumento, induzindo
fragmentacao ou impedindo que os ions atinjam o detector [Siuzdak, 1996].

A fonte de ionizagao utilizada nestes estudos foi a “electrospray” (ESI), a
qual é uma técnica de ionizacdo branda, que produz moléculas gasosas ionizadas
a partir de uma solugéo. Isto é feito criando um fino “spray” de goticulas altamente
carregadas na presencga de um forte campo elétrico [Thomson, 1998].

O campo elétrico foi gerado aplicando-se uma voltagem de 4,50 kV
diretamente ao capilar de entrada da solugéo, com um contra eletrodo localizado a
alguns milimetros da ponta do capilar. Nestas condi¢des, o liquido emergente
assume um formato conico da ponta do qual uma névoa de goticulas carregadas €
ejetada. Estas goticulas sdo atraidas eletrostaticamente ao orificio de entrada do

espectrometro. Gas de secagem e aquecimento foram aplicados as goticulas
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antes destas entrarem na regido de vacuo do espectrbmetro, para causar a
evaporacao do solvente da superficie destas goticulas.

A temperatura atua auxiliando na dessolvatacao dos ions e na eliminacao
da interferéncia do solvente, constituinte da fase mével. Observou-se que em
temperaturas altas, a utilizagcdo de cone alto reduz a resposta, e a temperatura
muito baixa e utilizacdo de cone muito baixo, também gera diminuicdo na
resposta. Uma tentativa de interpretacdo do fenémeno considera a energia
fornecida aos ions. Uma energia muito elevada do cone associada a energia
elevada resultante da alta temperatura podem ocasionar fragmentagdes, por outro
lado, a baixa energia do cone associada a baixa temperatura ndo consegue
arrastar os ions ainda parcialmente solvatados. O cone, por sua vez, € o
responsavel pela transferéncia dos ions da fonte de ionizagao para o interior do
espectrometro [Thomson, 1998].

Levando-se em consideracdo o que foi descrito acima, a otimizacdo da
voltagem do cone e temperatura da fonte foram analisados em conjunto. As
condicbes que foram mais satisfatérias para a separacdo de carga, boa
dessolvatacao e transferéncia dos ions da CBZ e CBZ-EP foram voltagem capilar
4,50 kV, temperatura da fonte 158 °C e voltagem do cone em 14 V.

O eletrospray (ESI) pode operar no modo positivo ou negativo. O que
determina qual € o melhor modo de operacdo € a estrutura do analito que deve
possuir sitios acidos ou basicos. As substancias com sitios basicos, ou seja,
capazes de receber um proton, sdo analisados no modo positivo aplicando-se um
potencial positivo. A carbamazepina e seus metabdlitos apresentam o grupo NHz
capaz de receber o préton, portanto a andlise foi realizada no modo positivo.

Outro fator importante no acoplamento CLAE/MS com ionizagdo ESI € o
solvente utilizado como fase mével. Esta técnica de ionizacao requer solventes
polares préticos e volateis, como agua, metanol e acetonitrila. O tampé&o fosfato
que foi utilizado como fase mével no CLAE-UV é incompativel com esta fonte de
ionizagdo, pois este tampdo ndo € volatil, causando entupimento da fonte,

diminuindo a intensidade relativa do sinal, 0 que impossibilita a analise.
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A otimizacao das condicOes de separacao cromatograficas (CLAE-ESI) foi
feita com solucdes padrao da carbamazepina e 10,11-epdxido-carbamazepina, em
coluna de fase reversa Cig, mantida a temperatura de 30 °C. A fase moével foi
composta de agua Milli-Q e acetonitrila 70:30 (v/v), em condi¢des isocraticas.

Os cromatogramas obtidos com as solugdes padrdo de CBZ-EP e CBZ
indicaram uma boa separacao dos compostos, além de um curto tempo de analise
e boa reprodutibilidade. A CBZ-EP eluiu em 4,0 min e a CBZ em 6,7 min, Figuras
45aeb.

10,11 -epdwido-carbamazepina CBZEP . SIR O 1 Channel ES+
tr = 4.0 min TIC
100+
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%_
0% T e e e T T TilfE
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(a)
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1009 14868
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2]
o T T T T T T T T T T T T T Time
2.00 4.00 5.00 B8.00 10.00 12.00 14.00

Figura 45. Cromatogramas obtidos com solucbes padrao de (a) CBZ-EP e (b)
CBZ em agua Milli-Q e acetonitrila 60:40 (v/v).
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Os espectros obtidos da CBZ e CBZ-EP no modo de varredura SCAN estao
apresentados nas Figuras 46 e 47, respectivamente.

N Scan ES+
100 carbamazepina a7 T
%,
259
201 215 o5n | 260 28s s
S208 M257 20204724225 034 (238040 245 7o Stmeor | 2TR2820a3 295495 3D.Um

200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 250 265 270 275 280 265 290 295 300

Figura 46. Espectro de massas CLAE-ESI (SCAN) obtido no modo positivo para a
carbamazepina com voltagem do capilar 4,50 KV, temperatura da fonte de 158 °C

e voltagem do cone em 14 V.
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Figura 47. Espectro de massa CLAE-ESI (SCAN) obtido no modo positivo para o
10,11-epoxido-carbamazepina com voltagem do capilar 4,50 KV, temperatura da

fonte de 158 °C e voltagem do cone em 14 V.
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O espectro da CBZ e CBZ-EP apresentaram o ion molecular e seus adutos
(Tabela 14) como principais fragmentos no espectro. A informagéo principal obtida
destes espectros é a massa molar da substancia, com pouca informacéao estrutural

devido a auséncia de fragmentagao.

Tabela 14. Principais picos apresentados no espectro de massas da solugédo

padrao de carbamazepina e 10,11-epdxido-carbamazepina

CBz CBZ-EP
massa molar 236 252
[M+H]* 237 253
[M+Na]* 259 275
[M+K]* 275
[M+NH,]* - 270

Estas analises foram realizadas no laboratério do Prof. Dr. Fernando Mauro
Lancgas, no Instituto de Quimica, da Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos.

IV.3.A.4 - Estudos de oxidacao da carbamazepina

Estabeleceu-se como condicdo padrdo para o estudo do metabolismo da
carbamazepina a proporcdo molar 1:40:35 de catalisador:oxidante:substrato,
utilizando-se 6,0 x 10”7 mol do catalisador, 2,4 x 10 mol do oxidante e 2,1 x 10”
mol de CBZ, em 2000 uL de acetonitrila, solvente escolhido tendo em vista a
solubilidade da CBZ, metabdlitos e oxidantes neste meio.

Os produtos foram analisados por CLAE e CLAE-ESI.

A formacao de CBZ-EP ou qualquer outro produto nao foi detectado na
auséncia de catalisador, como mostra o cromatograma da reac¢ao branco (Figura
48 a), confirmando que o catalisador de Jacobsen é responsavel pela producao do
metabdlito CBZ-EP (Figura 48 b).
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(b)

Figura 48. (a) Cromatograma da reagao branco; (b) Cromatograma da reagao na
presenca do Mn(salen), nas condi¢cdes padrao 1:40:35, mostrando a producéao do
metabdlito CBZ-EP.

A analise da solucdo da reacao de oxidacao da carbamazepina catalisada
por Mn(salen) por CLAE-ESI mostrou os fragmentos com m/z listados na Tabela
15. A Figura 49 mostra um cromatograma da solucdo da reacdo, comprovando
que nenhum outro produto além do CBZ-EP foi formado nestas reacdes.
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Tabela 15. Picos observados na andlise da solucdo da reacdo de oxidacdo da
carbamazepina por diferentes oxidantes (m-CPBA, +-BOOH, H20.), catalisada por
Mn(salen) em ACN.

Tempo de retencao m/z Produto
(min) Identificado
4,0 253 CBZ-EP
6,7 237 CBz

CBZ
Reacio de oxidacio da b = 6.7 min ~ SIR of 5 Channels ES+
carbamazeping ’ TIC

1007 15268

o0

CBZEP
tr = 4.0 min

L B e o — Time

5.00 Jooo 1200

1400
Figura 49. Cromatograma da reacéo de oxidagdo da carbamazepina por H>O, na

presenca de Mn(salen), em meio de acetonitrila.

Na tentativa de otimizar as condigdes de producdo do CBZ-EP e estudar o
mecanismo de formagdo deste produto, catalisada pelo complexo salen, foram
avaliadas algumas variaveis de reagdo como solvente, oxidante, pH e presenca de
co-catalisadores.

Um bom solvente deve apresentar estabilidade frente ao ambiente oxidante,
pois pode agir como substrato competindo com a oxidacado do farmaco, o que

acarreta baixos rendimentos. Os resultados cataliticos da Tabela 16 permitem
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avaliar o efeito do solvente na oxidacdo da CBZ, utilizando o m-CPBA como

oxidante.

Tabela 16. Efeito de diferentes solventes na oxidagdo da CBZ pelo m-CPBA,

catalisada pelo Mn(salen) (rendimento em porcentagem igual a conversao)

REACAO SOLVENTE RENDIMENTO (%) CBZ-EP
1 Acetonitrila (ACN) 69
2 Metanol (MeOH) 44
3 Etanol (EtOH) 41
4 Diclorometano (DCM) 5
5 Dicloroetano (DCE) 7

Condicoes: carbamazepina (2,1 x 10™ mol); oxidante (2,4 x 10 mol); catalisador de Jacobsen (6,0
x 107 mol); nd: ndo detectado; reagdo branco (auséncia de catalisador): nd; rendimento baseado
no farmaco adicionado.

Observa-se na Tabela 16 um pronunciado efeito do solvente de acordo com
a polaridade do mesmo. A solubilidade da carbamazepina foi determinante nos
rendimentos de CBZ-EP. Em solventes apolares nos quais a CBZ apresenta
limitada solubilidade, como DCM e DCE, os rendimentos de CBZ-EP foram baixos.
Contrariamente, solventes mais polares levaram a melhores resultados. Entre os
solventes polares, os alcoois levaram a menores rendimentos de epoxido que a
ACN, devido ao fato dos alcoois poderem atuar como substratos, competindo com
a carbamazepina pela espécie responsavel pela transferéncia do oxigénio
[Gilmartin e Smith, 1995; Cooke e Smith,1992]. Em ACN, solvente que nao
compete com o substrato pela espécie oxidante, o catalisador de Jacobsen foi
capaz de converter cerca de 70 % de carbamazepina em epdxido, 0 que pode ser
explicado pela maior habilidade da ACN em estabilizar o estado de oxidagdo do
intermediario Mn(V), provavelmente por ter alto valor de capacidade doadora (DN
= 14.1) [Goldsby et al., 1989; Lee et al., 1998]. Este solvente também foi
considerado o mais eficiente em diversos sistemas cataliticos da literatura com
outros complexos salen [Bahramian et al.,, 2005; Bahramian et al., 2006;
Mirkhani et al., 20086].
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Varios doadores de oxigénio, tais como KHSOs, m-CPBA, +BOOH e
Na.SOs;, tém sido utilizados na oxidacdo da carbamazepina em sistemas
envolvendo metaloporfirinas sollveis em agua, sendo que estes sistemas levam a
altos rendimentos em solucdes acidas, com diminuicao da eficiéncia catalitica em
solugdes com pH acima de 6 [Yang e Nam, 1998]. Contrariamente, complexos de
ferro e manganés com tetrazamacrociclos mostraram que a oxidacao em pH 10
produz quatro vezes mais CBZ-EP quando comparado com a reagdo em pH 7,
usando H>O. como oxidante [Hubin et al., 2005]. Em estudos com polioxo de
tungsténio contendo cobalto [Co(PW1;Og0)]”, observou-se um pH 6timo para a
epoxidacao da CBZ pelo KHSOs proximo de 5. Entretanto, em pHs inferiores a 3.5
e superiores a 7 foram gerados apenas tragos do epdxido correspondente [Choi et
al., 2002]. Além disso, os oxidantes +BOOH e H,O, nao produziram a CBZ-EP
neste estudo com [Co(PW1:Og0)]>. Estes dados da literatura revelam a
dependéncia dos resultados de acordo com o catalisador, o oxidante e pH
empregado, evidenciando a importancia do estudo do efeito do pH.

Foram realizadas reacdes de oxidagao da CBZ pelos peroxidos (m-CPBA,
BOOH e H>0,) em diferentes pHs (2-8) para avaliar a sua influéncia no
mecanismo de clivagem da ligacdo O-O do peréxido. As reacdes foram feitas em
meio tamponado usando o tampdo adequado na concentragdo 5 mmol L' e
acetonitrila, na proporgao 1:1.

Os resultados cataliticos obtidos na oxidacao da carbamazepina com o0s
diferentes oxidantes e pHs sdo mostrados na Figura 50.
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Figura 50. Dependéncia do pH para a oxidacao da carbamazepina por oxidante
perdxidos, rendimento de CBZ-EP igual a conversao.

Observou-se que a formacao da CBZ-EP é dependente do oxidante e do
pH da reacdo. Os oxidantes m-CPBA e H.O, sdao mais eficientes em pHs mais
baixos. A influéncia do pH € pequena para o0 m-CPBA e +BOOH, mostrando que a
natureza do oxidante, ou seja, a presenca dos substituintes ligados ao grupo —
OOH exerce maior efeito na catalise.

Quando se utiliza hidroperoxidos e peracidos é possivel a ocorréncia de
dois mecanismos para a ativagdo do oxigénio: um mecanismo envolve a clivagem
homolitica da ligacdo O-O, com formagdo de RO’ e de intermedidrios pouco
reativos, Mn'Y(O)salen, como espécie ativa, resultando em baixos rendimentos; o
outro envolve a clivagem heterolitica da ligacdo O-O, com formacao da espécie
ativa MnY(O)salen que é responsavel pela ativagdo do oxigénio. A clivagem
heterolitica da ligacao O-O é favorecida pela protonacdo do O terminal, e,
portanto, pelo abaixamento do pH do meio [Nam et al., 2000A; Nam et al., 1999],
explicando a variacao dos rendimentos de conversdao da CBZ na Figura 50. Na
reagdo com m-CPBA observou-se a formacdo seletiva de CBZ-EP e altas
conversoes, indicando que a reacao ocorre via clivagem heterolitica do perdxido, a

qual é facilitada pela presenca de grupos que retiram elétrons, como o grupo acil
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do m-CPBA. Contrariamente, o alquil-hidroperéxido, +-BOOH, nao foi eficiente na
epoxidagado da carbamazepina. Este oxidante, ao coordenar ao metal central do
salen, sofre a cisdo homolitica da ligacao O-O que é facilitada pela presenca dos
grupos t-butil doadores de elétrons pelo efeito indutivo, conduzindo a baixas
conversoes.

Quando peréxido de hidrogénio foi utilizado como oxidante, observou-se
uma forte dependéncia do pH (Figura 50). Em pH 2 o rendimento € semelhante ao
obtido para m-CPBA, e em pH 8 o resultado se aproxima aquele obtido para t-
BOOH, indicando a participacéo de intermediarios diferentes em fungéo do pH do
meio de reacgdo, resultantes da clivagem homolitica ou heterolitica. Em altos
valores de pH existe o predominio da homdlise, que resulta em espécies
radicalares e intermediarios Mn'V(O)salen, os quais apresentam baixa reatividade.
Em baixos pH, a cisdo heterolitica é a forma principal de ativagcéo da ligagéao O-O,
pois o0 proton ajuda a estabilizar a separagéo de cargas no estado de transicéo,
com formagao da espécie MnY(O)salen, mais reativa [Yang e Nam, 1998].

E bem conhecido na literatura que os complexos salen na forma
monomeérica, como o catalisador de Jacobsen, possuem a atividade catalitica
bastante melhorada na presenca de derivados N-éxido [Sun e Tang, 2006]. Este
fato esta relacionado com a habilidade destes co-catalisadores ativarem e
estabilizarem o sistema catalitico. O derivado N-6xido coordena as espécies de
Mn(lll)salen a partir do primeiro ciclo catalitico, prevenindo que esta espécie reaja
com intermediarios ativos Mn"(O)salen para produzir o dimero cataliicamente
inativo, p-oxo-Mn(IV) [Canali et al., 2000].

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia catalitica do catalisador de
Jacobsen na epoxidacdo da carbamazepina pelo peréxido de hidrogénio, foi
realizado também um estudo da influéncia de co-catalisadores.

Embora com menores rendimentos que aqueles observados com o m-
CPBA, o peroxido de hidrogénio foi escolhido neste estudo devido as diversas

vantagens, como baixo custo e gerar agua como unico subproduto da reacgao.
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Os resultados cataliticos utilizando os co-catalisadores imidazol, piridina, t-
butilpiridina, trimetilamina N-6xido, acetato de aménio e bicarbonato de soédio, na
oxidagcao da carbamazepina pelo H>O, estdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17. Efeito de diferentes co-catalisadores nas reagdes de oxidagao da CBZ
pelo H>O2, na presenca do catalisador de Jacobsen, expressos em rendimento de
CBZ-EP (igual a conversao)

REACAO CO-CATALISADOR RENDIMENTO (%) CBZ-EP
1 Auséncia de co-catalisador 38
2 Imidazol 59
3 Piridina 39
4 t-butilpiridina 47
5 Trimetilamina N-6xido 53
6 Acetato de aménio 66
7 Bicarbonato de sédio 61

Condicoes: carbamazepina (2,1 x 10 mol); oxidante (2,4 x 10 mol); catalisador de Jacobsen (6,0
x 107 mol); co-catalisador (6,0 x 10® mol); nd: ndo detectado; reagdo branco (auséncia de
catalisador): nd; rendimento baseado no farmaco adicionado.

A oxidacao na presenca do complexo Mn(lll)salen e auséncia de co-
catalisadores levou a conversdo de 38 % da CBZ em epdxido. Todos os co-
catalisadores, exceto a piridina, favoreceram a formagao de epo6xido (Tabela 17,
reacdo 3). O resultado com a piridina era esperado devido a menor afinidade
deste ligante pelo ion Mn(lll) [Balasubramanian et al., 1987; Kelly e Kadish,
1982; Battioni et al., 1988]. Bahramian et al. [Bahramian et al., 2005] observaram
a seguinte ordem decrescente da atividade dos co-catalisadores na oxidagao de
cicloocteno 4-t-butilpiridina > 4-metilpiridina > piridina, em concordancia com a
capacidade c-doadora e n-doadora das piridinas metil-substituidas [Bahramian et
al., 2005]. Os resultados da Tabela 17 (reacbes 3 e 4) estdo em concordancia com
esta ordem de atividade observada por Bahramian et al. [Bahramian et al., 2005].

Co-catalisadores nitrogenados, tais como imidazol, piridina, t-butilpiridina e
trimetilamina N-6xido atuam como ligantes axiais do Mn(salen) via intermediarios

(1), (2) e (4) (Figura 51), devido a habilidade que esses ligantes nitrogenados
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possuem em coordenarem ao Mn na posicdo trans- a ligagdo metal-oxo,
estabilizando a espécie intermediaria catalitica, Mn'(O)salen (4). Esse
intermediario é o responsavel pelas oxidacdes estéreo-seletivas eficientes. A
presenca do ligante também previne a reducdo do intermediario Mn"(O)salen ao
intermediario Mn'/(O)salen, espécie responsavel por reacdes do tipo radicalares,
nao seletivas e pouco eficientes [Battioni et al., 1988; Doro et al., 2000]. Estes co-
catalisadores nitrogenados também atuam como catalisador acido-base,
favorecendo a cisdo heterolitica da ligacdo peréxido, com a formagdo do
intermediario metal-oxo de alta valéncia [Battioni et al., 1988].

O/OH
i (1) H202 | ” (2)
Mn(salen) > Mn(salen)
A
CH3CO,
A '/
9 @ _OCOCHg] (3)
v < gl
Mn(salen) Mn(salen)

Figura 51. Mecanismo de epoxidacdo com H.O. catalisada por Mn(salen) na

presenca de co-catalisadores, sendo R = CH3 para o acetato de aménio.

Utilizando-se acetato de amoénio ou bicarbonato de soédio foi possivel
aumentar significativamente os rendimentos (Tabela 17, reacdo 6 e 7). Estes
resultados cataliticos mostraram que sais (NH4OAc e NaHCQO3) sdo geralmente
co-catalisadores mais eficientes quando comparados com as bases nitrogenadas
usuais. Resultados similares foram relatados por Thellend et al. [Thellend et al.,
1994] quando acetato de amoénio foi empregado como aditivo, mostrando que
estes sais atuam como bons co-catalisadores para epoxidacdo de alcenos
utilizando metaloporfirinas e peréxido de hidrogénio como oxidante.
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A funcao dos sais (NH4sOAc e NaHCO3) como co-catalisadores nas reacoes
de oxidacao catalisadas por complexos metélicos ainda ndao estd completamente
definida. Os sais carboxilados podem promover a formacao de HO, a partir do
H.O,, favorecendo a formagao do complexo hidroperdxido (2) para gerar a espécie
ativa Mn"(O)salen (4), via intermediario peroxiacil-manganés (3), o qual também
pode oxidar a carbamazepina como mostrado na Figura 51 [Pietikdinen, 1998;
Pietikdinen, 2001]. Estas espécies peroxiacil-manganés também foram propostas
por Yamada e outros pesquisadores como espécie ativa. A rota similar de
oxidagcdo de hidrocarbonetos foi proposta em outros sistemas cataliticos na
presenca de derivados de &cido benzoéico [Yamada et al., 1994; Gonsalves e
Serra, 2001; Lee e Nam, 1997; Kamaraj e Bandyopadhyay, 1997 Anelli et al.,
1989].

Os melhores resultados obtidos com os sais podem ser devido também a
maior estabilidade destes ligantes quando comparado com bases nitrogenadas,
como imidazol, que podem ser oxidados a N-Oxidos [Gonsalves et al.,1991;
Battioni et al., 1988]. Além disso, ha a possibilidade do solvente acetonitrila
participar na epoxidagao ou destruicao do imidazol através da formagao do acido

acetilperoximidico (oxidagao tipo-Payne) [Payne et al.,1961].

IV.3.A.5 - Avaliacao da atividade de ferro “crowned” porfirinas na oxidacao
da carbamazepina (realizada em conjunto com o Dr. Juvenal C.S. Filho)

As metaloporfirinas Fe(TCP)Cl e Fe(MCP)CI (Figura 52) foram previamante
sintetizadas e caracterizadas pelo Dr. Juvenal C.S. Filho, utilizando como
materiais de partida as porfirinas orto-aminosubstituidas, capazes de formar
ligagdo peptidica com o éter coroa 4-carboxibenzo-18-"crown”-6. As reac¢des de
oxidacao foram realizadas com as porfirinas Fe(TCP)Cl e Fe(MCP)ClI em meio
homogéneo (metanol), utilizando PhlIO e m-CPBA como oxidantes, e em sistemas
bifasicos dicloroetano/agua, com NaOCl e m-CPBA como oxidantes, para avaliar o
efeito das ferro “crowned” porfirinas como catalisadores de transferéncia de fase

na oxidacdo da carbamazepina. As reagdes com as ferroporfirinas precursoras
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contendo grupos amino, Fe(Mnu2TPP)CI e Fe(Tnw2PP)Cl (Figura 52), foram
também realizadas com o intuito de avaliar o efeito do éter coroa ligado a porfirina
na atividade catalitica destes complexos. Os resultados estdo mostrados nas

Tabelas 18 e 19.
Ry

Fe(MCP)CI: R,=R,=R,=H, R,=
)
Fe(TCP)Cl: R,=R,=R,=R,= Co o

Fe(My,,PP)Cl: R,=R,=R.=H, R,= NH,
Fe(Ty,PP)Cl: R,=R,=R,=R,= NH,
M = Fe (lll)

Figura 52. Estrutura das metaloporfirinas utilizadas na oxidagédo da

carbamazepina.

124



Tabela 18. Resultados cataliticos (%) obtidos na reacdo de oxidacdo da CBZ

catalisadas pelas ferroporfirinas em meio homogéneo (MeOH)

REACAO CATALISADOR OXIDANTE RENDIMENTO (%)
CBZ-EP
1 Fe(MCP)CI PhIO 32
2 Fe(Myu2 TPP)CI PhIO 15
3 Fe(MCP)CI m-CPBA 36
4 Fe(Myue TPP)CI m-CPBA 17
5 Fe(TCP)CI PhIO 38
6 Fe(Tn2PP)CI PhIO 7
7 Fe(TCP)CI m-CPBA 67
8 Fe(T2PP)CI m-CPBA 8

Condicoes: carbamazepina (2,1 x 10 mol); oxidante (2,4 x 10™ mol); metaloporfirinas (6,0 x 10"
mol); nd: ndo detectado; reagdo branco (auséncia de catalisador): nd; rendimento baseado no
farmaco adicionado.

Tabela 19. Resultados cataliticos (%) obtidos na reacao de oxidacdo da CBZ

catalisadas pelas ferroporfirinas em sistema bifasico (DCE/H20)

REACAO CATALISADOR OXIDANTE RENDIMENTO (%)
CBZ-EP
1 Fe(MCP)CI NaOCl 13
2 Fe(Myuo TPP)CI NaOCl 5
3 Fe(MCP)CI m-CPBA 54
4 Fe(Miz TPP)CI m-CPBA 20
5 Fe(TCP)CI NaOCl 33
6 Fe(TyuePP)CI NaOCl 5
7 Fe(TCP)CI m-CPBA 81
8 Fe(T2PP)CI m-CPBA 8

Condicoes: carbamazepina (2,1 x 10 mol); oxidante (2,4 x 10 mol); metaloporfirinas (6,0 x 10"
mol); nd: ndo detectado; reagdo branco (auséncia de catalisador): nd; rendimento baseado no
farmaco adicionado.

Pode-se observar pelos resultados das Tabelas 18 e 19 a maior eficiéncia
catalitica das ferro “crowned” porfirinas comparadas as ferro aminoporfirinas
precursoras, como resultado da presenca do substituinte éter coroa. Este
substituinte age de duas maneiras:
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i - em efeito associativo com o sitio catalitico, promovendo a aproximagao e
interacao do oxidante e substrato, com o centro catalitico, provavelmente através
de pontes de hidrogénio [Banfi et al., 1996]. Este efeito é intensificado pela
proximidade do éter coroa na posig¢ao orto do anel meso-arila ao centro metalico.

ii - evitando a destruigdo bimolecular da ferroporfirina, por ser mais volumoso que
os substituintes NH, da ferroporfirina precursora. Isto foi comprovado
comparando-se o0 branqueamento da solugdo com ambas ferroporfirinas
(“crowned” e amina-substituidas) apo6s reacao, e pelo espectro UV-Vis destas
solucdes. Nas reagdes com as Fe(Mnu2TPP)CIl e Fe(Tnw2PP)CI, observou-se um
rapido branqueamento da solugdo e o espectro mostrou o desaparecimento da
banda Soret das ferro-aminoporfirinas, indicando a destruicdo destes complexos
metalicos. Ja& nas reacbes com Fe(MCP)Cl e Fe(TCP)CIl, a banda Soret ndo
sofreu alteracdo, indicando que a unidade éter coroa protegeu a porfirina da
destruicao oxidativa.

Verifica-se que o0 melhor oxidante para catalisar a epoxidacdo da
carbamazepina € o m-CPBA. Como discutido anteriormente para o Mn(salen),
quando se utiliza este oxidante é possivel a ocorréncia de dois mecanismos para a
ativagdo do oxigénio: um mecanismo envolve a clivagem homolitica da ligacao O-
O do peroxido, com o RO como a espécie ativa, resultando numa baixa
seletividade; o outro envolve a espécie metal-oxo produzida apés a clivagem
heterolitica da ligagdo O-O, com formacdo da espécie Fe'VO(P++), responsavel
pela epoxidagcédo. Na reagdo com este oxidante na presencga das FeP, observou-se
a formacéao seletiva de CBZ-EP, indicando que a reagao ocorre via formacao da
espécie ativa Fe'VO(P-+), originada da clivagem heterolitica do peréxido, que é
favorecida pelos substituintes retiradores de elétrons do grupo fenila deste
oxidante [Nam et al., 2000A].

Um outro efeito que pode estar atuando nas rea¢cdes com a Fe(TCP)CI é
resultado das quatro unidades do éter coroa podem agir como “pingas” que
orientam e dirigem o substrato para a cavidade do sitio ativo [Banfi et al., 1996;
Gunter et al., 1998] (Tabela 18, comparar reacées 1 € 3 com 5 e 7). O aumento

nos rendimentos com a Fe(TCP)Cl sdo muito mais significativos com o oxidante
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m-CPBA, o que indica uma maior interacdo com as unidades éteres coroa (Tabela
18, reacdo 3 e 7), resultante da possibilidade de interacbes m-m entre o anel
aromatico do m-CPBA e o substituinte benzo do éter coroa.

Os sistemas bifasicos DCE/H,O apresentaram rendimentos de epdxido
melhores quando comparados com os sistemas homogéneos para as ferro
“crowned” porfirinas, utilizando m-CPBA e NaOCI como doadores de oxigénio
(Tabela 18 e 19). Estes resultados mostram que as Fe(MCP)CI e Fe(TCP)CI estéao
atuando também como agentes de transferéncia de fases, que pode ser explicada
pela propriedade dos éteres coroa de serem sollveis tanto em meio aquoso
quanto organico. Assim, estes substituintes promovem a interacdo da CBZ, que é
soluvel em meio aquoso, com o catalisador que estd na fase organica,
dispensando o uso de agente transferidores de fases adicionais, 0 que € comum e
bem relatado na literatura para sistemas bifasicos com metaloporfirinas e estes
oxidantes [Gonsalves et al., 2002], e resultando em rendimentos de até 33 % nas
reagbes utilizando o NaOCIl. Os resultados com este oxidante podem ser
considerados bons, tendo em vista que o NaOCI é um reagente barato e soluvel
em agua. A unidade éter coroa complexa o ion Na*, desta maneira “arrastando” o
oxidante para proximo do sitio catalitico, aumentando a concentragao do ion OCI
que pode substituir o ligante aniénico axial cloreto, conduzindo a formagédo da
espécie Fe"(O-Cl)porp, Figura 53.

Existem duas propostas para o mecanismo de ativagdo do oxigénio:

i - a coordenacao do anion hipoclorito ao ferro pode ser suficiente para aumentar
as propriedades eletrofiicas do atomo de oxigénio e tornar possivel a
transferéncia direta de oxigénio para a carbamazepina (rota A, Figura 53);

ii - a dissociacao heterolitica da ligacao O-CI é necessaria para gerar o complexo
ferril porfirina m-cation, Fe'V(O)porp™*, que é mais eletrofilico, reagindo entdo com a
CBZ (rota B, Figura 53)[Meunier et al., 1984].
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Figura 53. Mecanismo de formacgéo de intermediarios a partir da coordenacéo do

anion hipoclorito em pH > 8 [adaptado de Meunier et al., 1984].

O &cido hipocloroso é gerado espontaneamente do NaOCI em fase aquosa
(pH 10) e é distribuido entre as fases aquosa e organica, que contém o substrato e
a ferroporfirina, respectivamente. A formacdo do complexo intermediario similar
HOCI/Mn-porfirina é favorecida pelo efeito “pull” no sistema catalitico descrito por
Banfi et al [Banfi et al., 1996]. Os atomos de oxigénio basicos podem facilitar a
quebra da ligacao O-H formando assim a espécie ferro-oxo de alta valéncia, que €
responsavel pela transferéncia de oxigénio ao substrato. De forma analoga, o ion
H* do m-CPBA aproxima e promove interagdo com a unidade do éter coroa, que
facilita a clivagem heterolitica da ligacao O-O, resultando na formacao da espécie
ativa Fe'YO(P++), capaz de oxidar a carbamazepina (Figura 54). Assim, o fator que
pode explicar a grande eficiéncia das ferro “crowned” porfirinas na oxidagao da
carbamazepina, em sistema bifésicos utilizando os oxidante NaOCl e m-CPBA, é o
efeito “pull” dos éteres coroa sobre o complexo intermediario HOCI/Fe-porfirina ou
m-CPBA/Fe-porfirina.
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Figura 54. Provavel mecanismo para formacdo da espécie ferro-oxo, como
resultado do efeito “pull” exercido pela unidade éter coroa da Fe(TCP)CI.
Similarmente ao proposto por Banfi et al para manganés “crowned” porfirinas com
NaOCI/HOCI como oxidante [adaptado de Banfi et al., 1996].

IV.3.A.6 - Oxidacao da CBZ na presenca do catalisador de Jacobsen
imobilizado em membranas poliméricas (realizada em conjunto com Rosalva

Marques e Prof. Dr. Marco A. Schiavon)

Para utilizacdo de membranas poliméricas como suportes de catalisadores
dois fatores sdo determinantes: (i) a afinidade do polimero pelos reagentes, ou
seja, a capacidade das substancias sorverem-se na membrana, a qual depende
de varios fatores, sendo os principais a polaridade e a estrutura das moléculas; (ii)
a difusdo dos reagentes através das cadeias do polimero para atingirem o sitio
catalitico. A difusdo depende da taxa de sor¢ao do reagente e também do grau de
cruzamento das cadeias do polimero, o qual é determinado pela sua composicao
[Parton et al., 1996].

Os valores obtidos dos experimentos de sor¢do e os resultados cataliticos
para as membranas de PDMS (membrana hidrofobica) e hibridas PDMS/PVA
contendo o catalisador de Jacobsen estdo mostrados na Tabela 20.
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Tabela 20. Valores de sorcdo e resultados cataliticos para a oxidagdo da
carbamazepina utilizando catalisador de Jacobsen em solucédo e imobilizado nas

membranas poliméricas

Valor de sorcao

Reacao Catalisador Oxidante (mmol do Rendimento
oxidante/g de CBZ-EP (%)
membrana)

1 Mn(salen) m-CPBA - 87
2 Membrana PDMS m-CPBA 3,29 57
3 Membrana 1 (10 % PVA) m-CPBA 2,95 51
4 Membrana 2 (15 % PVA) m-CPBA 2,48 40
5 Membrana 3 (20% PVA) m-CPBA 2,16 37
6 Mn(salen) H,0, - 54
7 Membrana PDMS H,0, 0,89 nd
8 Membrana 1 (10 % PVA) H,0, 2,30 nd
9 Membrana 2 (15 % PVA) H,0, 9,70 23
10 Membrana 3 (20% PVA) H.0, 14,9 31
11 Mn(salen) +BOOH - 5
12 Membrana PDMS +BOOH 2,60 44
13 Membrana 1 (10 % PVA) +BOOH 4,00 85
14 Membrana 2 (15 % PVA) +BOOH 4,30 85
15 Membrana 3 (20 % PVA) +BOOH 4,62 71

Condicoes: carbamazepina (2,1 x 10™ mol); oxidante (2,45 x 10™ mol); catalisador de Jacobsen ou
membrana polimérica (1,25 x 10°® mol); nd: ndo detectado; reagdo branco (auséncia de
catalisador): nd; rendimento baseado no farmaco adicionado.

O catalisador de Jacobsen ocluido nas membranas poliméricas é capaz de
catalisar eficientemente a reacdo de epoxidacao da carbamazepina, dependendo
da natureza do oxidante. O oxidante m-CPBA apresentou melhores resultados
com a membrana hidrofébica contendo apenas PDMS quando comparado com as
membranas hibridas de PDMS/PVA (Tabela 20, reacdo 2 a 5), o que esta
relacionado a maior facilidade em solver-se na membrana apolar. Embora a
conversao para o catalisador ocluido tenha sido menor ao observado em meio
homogéneo para o m-CPBA (Tabela 20, reacao 1), deve-se lembrar que, com o
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catalisador ocluido a reacao depende da difusdo dos reagentes para o interior da
matriz polimérica onde os sitios cataliticos estéo localizados.

As reacgbes utilizando +BOOH e H>O, apresentaram diferencas na
reatividade quando realizadas em meio homogéneo e heterogéneo, devido as
propriedades de sorcdo do suporte. A reacdo com tBOOH em solucao foi
ineficiente (Tabela 20, reacao 11), devido a clivagem homolitica da ligagdo O-O do
peroxido, como explicado anteriormente. Entretanto, quando este mesmo oxidante
foi utilizado com Mn(salen) ocluido nas membranas poliméricas, ocorreu a
producao de CBZ-EP com conversdes de 44 % a 85 % (Tabela 20, reagédo de 12 a
15) resultado do moderado caréater hidrofdbico deste oxidante que facilita a sor¢éo
até o sitio catalitico na membrana polimérica. A adicdo de PVA aumentou a
afinidade do polimero pelo -BOOH (sorcdo aumentou de 2,60 para 4,62 mmol do
-BOOH/g de membrana) favorecendo a oxidacao seletiva do substrato.

O perbdxido de hidrogénio € eficiente na epoxidacdo da CBZ com o
catalisador de Jacobsen em solugdo, como discutido anteriormente, devido a
preferencial cisdo heterolitica da ligacdo O-O nestas condi¢des (Tabela 20, reacao
6). Contrariamente, ndo se observou CBZ-EP quando se utilizou H>O, e Mn(salen)
ocluido na membrana de PDMS ou membrana hibrida de PDMS/PVA 10 %
(Tabela 20, reacao 7 e 8). A auséncia da atividade catalitica nestas reacdes pode
ser justificada pela maior afinidade da membrana pelos outros reagentes (por
exemplo: solvente) com maior carater hidrofébico, ndo possibilitando o arraste do
oxidante hidrofilico para o interior do polimero [Guedes et al., 2005B]. Membranas
hibridas PDMS/PVA (15 % e 20 % de PVA) apresentam uma maior polaridade e,
conseqlentemente, foram capazes de sorver uma maior quantidade do oxidante
H.O,, resultando em conversdes da ordem de 30 % de CBZ, e demonstrando a
vantagem de inserir o polimero PVA na membrana de PDMS para catalise com
este oxidante (Tabela 20, reacdo 9 e 10). Assim, € possivel modular a polaridade
da membrana polimérica para sorver mais prontamente os reagentes desejados,

tornando a catalise mais seletiva.
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IV.3.A.7 — Oxidacao da CBZ na presenca de metaloporfirinas ancoradas em
suportes aminofuncionalizados (realizada em colaboracao com o aluno de

doutorado André L. Faria)

A Fe(TFPP)CI e Mn(TFPP)CI foram previamente ancoradas por ligagao
covalente em montmorilonita K-10 ou silica aminofuncionalizadas, MeMontX e
MeSilX, onde X = 1 ou 2, representando o comprimento da cadeia (“brago”) que
liga a metaloporfirina ao suporte, pelo aluno André Luis de Faria, durante a
realizacao do seu mestrado neste laboratorio [Faria et al., 2008].

A montmorillonita K-10 corresponde a um silicato cristalino com estrutura
lamelar, também conhecido como filossilicato. Esta argila possui um cation em sua
camada lamelar que, trocado por um composto organico como o grupamento
amino, torna-se um suporte adequado para ancoragem de qualquer porfirina que
contenha um bom grupo fugitivo.

Tanto a silica (Sil) quanto a montorillonita K-10 (Mont) foram previamente
modificadas pela reacdo dos grupos OH destes materiais com 3-
aminopropiltrietoxissilano (X = 1) e N-(6-aminoexil)-3-aminopropiltrietoxissilano (X

= 2), conforme mostrado na Figura 55 [Faria et al., 2008].
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Figura 55. Representacdo dos suportes mostrando o tamanho das cadeias,

“bracos”, que ligam a metaloporfirina ao suporte.
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A imobilizacdo da Me(TFPP)Cl nos suportes aminofuncionalizados foi
realizada pela reacédo de substituicdo nucleofilica do atomo de flior em para no
anel fenila da porfirina com o grupo amino do suporte.

Utilizando as porfirinas Mn(TFPP)CI e Fe(TFPP)CI e os diferentes materiais
como suporte foi possivel avaliar alguns parametros que influenciam na eficiéncia
da catalise tais como: natureza do suporte, distdncia da metaloporfirina a
superficie do suporte e o metal presente no macrociclo porfirinico.

Os resultados cataliticos com estes materiais, bem como com as
metaloporfirinas em solugdo para comparagdo, na oxidacdo da CBZ séo
mostrados na Tabela 21.

Tabela 21. Resultados cataliticos das reag¢des de oxida¢ao da carbamazepina por
PhIO e H»O, catalisados por Mn(TFPP)CI e Fe(TFPP)CI em meio homogéneo e

suportadas em matrizes aminofuncionalizadas.

RENDIMENTO (%) CBZ-EP

REACAO CATALISADOR PhIO H.0,
1 Fe(TFPP)CI 100 Nd
2 FeSilt Nd Nd
3 FeSil2 2 Nd
4 FeMont1 Nd 3
5 FeMont2 Nd 3
6 Mn(TFPP)CI 86 13
7 MnSil1 41 6
8 MnSil2 36 7
9 MnMont1 93 9
10 MnMont2 20 3

Condicoes: carbamazepina (8,75 x 10™ mol); oxidante (1,0 x 10™ mol); metaloporfirinas (2,5 x 10”
mol); co-catalisador (imidazol- 7,5 x 10°® mol); nd: ndo detectado; reagdo branco (auséncia de
catalisador): nd; rendimento baseado no farmaco adicionado.

Pode-se observar na Tabela 21 que todos os catalisadores ativos em meio
homogéneo ou suportados foram seletivos para a formacao do ep6xido (CBZ-EP),
com rendimentos de até 93 % e 100 %, respectivamente para MnMont1 e
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FeTFPP. Resultados semelhantes ja foram reportados utilizando metaloporfirinas
carregadas em solucao aquosa, com rendimentos de 75 a 80 % de epdxido com o
uso de KHSOs como oxidante [Bernadou et al., 1994].

Como pode ser observado na Tabela 21, os catalisadores Mn(TFPP)CI
suportados sao bastante eficientes para catalisar a epoxidacao da carbamazepina
pelo PhlO. Os rendimentos sao geralmente menores e a reacdo € mais lenta com
com o catalisador sélido quando comparado a reacdo em solugdo. Estas séo
limitagbes naturais dos sistemas cataliticos heterogéneos, devido a lenta difusao
dos reagentes para o sitio catalitico e a baixa solubilidade do oxidante no meio.
Apesar destas limitagdes, a MnMont1 apresenta excelente eficiéncia catalitica
superando a MnTFPP em solugéo.

Os resultados da Tabela 21 mostram que a atividade catalitica destes
materiais exibe uma grande dependéncia em fungdo do comprimento da cadeia
carbdnica (“bragco”) que liga a metaloporfirina ao suporte, como observado
anteriormente na oxidacdo de hidrocarbonetos [Faria et al., 2004]. De maneira
geral, “bracos” longos sado desfavoraveis por serem mais flexiveis e favorecem a
bis-coordenacédo dos grupos amino livres do suporte ao metal central, bloqueando
o sitio catalitico [Faria et al., 2008]. “Bracos” de tamanho intermediario sao
melhores por manterem o catalisador fixo, mas nao tdo proximo da superficie
sélida, favorecendo a aproximacao do farmaco ao sitio ativo, sem a desvantagem
do efeito estéreo do suporte que poderia dificultar a aproximacao do substrato.
Assim, a argila Montmorillonita de “brago” menor (MnMont1) levou a um melhor
rendimento (93 %, Tabela 21) que a MnMont2, com “brago” mais longo (20 %,
Tabela 21). Da mesma forma, o rendimento da MnSil1 foi maior que a MnSil2.
Também a natureza do suporte tem grande influéncia na catalise, como pode ser
observado comparando-se os resultados do catalisador na MontX e SilX. A
montmorillonita, mais hidrofébica, favorece a aproximacado do substrato, menos
polar, ao sitio catalitico. No caso do “braco” maior este efeito ndo € significativo,
uma vez que a manganés porfirina se encontra mais distante do suporte.

O H.0O. nao foi eficiente para a epoxidagao da carbamazepina nestes

sistemas. A atividade deste oxidante é limitada pela decomposicdo em agua e
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oxigénio molecular, catalisada pela metaloporfirina. O uso de metaloporfirinas
suportadas tém levado a um favorecimento desta decomposicdo pelo suporte
inorganico. Esse comportamento poderia explicar 0 pequeno nimero de sistemas
cataliticos reportados envolvendo metaloporfirinas suportadas e peréxido de
hidrogénio [Schiavon et al., 2001; Benedito et al., 2003; Nakagaki et al., 2002;
Ferreira et al., 2006; Costa et al., 2008]. Este oxidante também pode coordenar ao
metal central da porfirina e sofrer uma cisdo homolitica da ligagcdo O-O do
perdxido, que leva a formacao de radicais RO e de intermediarios pouco reativos,
Mn"(OH)porp ou Fe"(OH)porp, os quais resultam em baixo rendimento de
epoxidacao [Nam et al., 2004].

Observa-se na Tabela 21 que a Fe(TFPP)ClI em meio homogéneo foi o
catalisador mais eficiente, com 100 % de rendimento de CBZ-EP. Contrariamente,
as ferroporfirinas suportadas sao ineficientes para catalisar a reagdo de
epoxidagdo da carbamazepina. Estes mesmos catalisadores soélidos levam a
rendimentos da ordem de 90 % na reacdo de oxidacado do cicloocteno e estireno,
mostrando que sédo bons catalisadores para outros substratos [Faria et al., 2008].
Uma reacao controle foi realizada com a Fe(TFPP)CI ancorada em um filossilicato
hibrido de magnésio aminofuncionalizado, ja reportado na literatura, sendo
bastante eficiente na oxidacao de alcanos e alcenos [Faria et al., 2004]. Também
com estes sistemas os resultados para oxidacao da carbamazepina continuaram
sendo inferiores a 5 %.

Quando as ferroporfirinas suportadas foram utilizadas como catalisadores,
observou-se a modificacdo instantdnea da coloragdo da solucao apos a adicao de
iodosilbenzeno ao frasco de reacdo, que passou de amarelada para lilas e em
seguida, adquiriu um tom esverdeado. Apds 24 h a coloragao voltou a tonalidade
inicial. Estudos espectroscépicos foram realizados utilizando a Mont1 branco
misturada a uma solugéao de ferroporfirina e CBZ em acetonitrila. Observou-se o
deslocamento da banda Soret da ferroporfirina de 407 nm para 420 nm (Figura
56). Este deslocamento é caracteristico da reducao de Fe(lll)porf a Fe(ll)porf que
geralmente ocorre na presenca de excesso de base nitrogenada. E bem

documentado na literatura que a adicdo de bases nitrogenadas, tais como
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imidazol, a solucao de Fe(lll)porf alto spin pode levar a formagao de complexos
hexa-coordenados de ferro(ll) baixo spin, principalmente na auséncia de ar. Esta
reducao também tem sido observada no nosso grupo para outros sistemas
suportados [Cooke et al., 1995]. Pode-se concluir entdo que, embora a
ferroporfirina ndo esteja suportada através da coordenacdo pelo ferro, esta
coordenacgao provavelmente esta ocorrendo com grupos NH> livres da silica e da
CBZ, o que provocaria a redugéao do ion Fe(lll) mesmo na presenca de ar. Esta
reducdo explica a auséncia de atividade catalitica desta ferroporfirina quando
suportada na oxidagédo da CBZ.

0,754

Mont1 + Fe(TFPP)CI antes da adigdo da CBZ
Mont1 + Fe(TFPP)CI apés adigdo da CBZ
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Figura 56. Espectro da mistura do suporte Mont1 e Fe(TFPP)CI antes e depois da

adicao de carbamazepina.

Com a ferroporfirina na forma Fe(ll)porf, a oxidagdo por PhlO leva a
Fe'V(OH)porf ou FeV(O)porf, espécies pouco eficientes para epoxidagdo do
substrato [Nam et al., 2004].

Observou-se que a atividade cataliica das metaloporfirinas
aminofuncionalizadas na oxidagdo da CBZ é dependente do metal, natureza do
suporte e comprimento da cadeia que liga o catalisador ao suporte. Portanto,
esses sdo parametros que podem ser otimizados para potencializar a acao

catalitica destes sistemas.
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IV.3.B- Primidona

IV.3.B.1 - Desenvolvimento de método de analise da primidona e seus
produtos de oxidacao

Para a analise dos produtos de oxidacao da primidona € necessario extrair
estes compostos do meio de reacdo, pois ndao se pode injetar na coluna
cromatografica complexos metalicos, uma vez que esses compostos podem
interagir com o material da coluna, danificando-a. A extracao foi realizada levando-
se a solugdo a secura, e solubilizando o residuo em uma solugdo composta de
agua e acetonitrila, na proporcao de 90:10 (v/v), seguida de filtragcao do extrato. O
catalisador de Jacobsen néo é solubilizado neste meio e fica retido no filtro.

Para verificar a eficiéncia do método de extracao e, conseqientemente, do
método de andlise, foram preparadas solugées de concentracdo conhecida de
primidona (PRM) e dos padrdes dos possiveis produtos de oxidagao, fenobarbital
(FENO) e feniletiimalonamida (PEMA), e injetou-se no CLAE ap6s o processo de
extracdo. A PRM, FENO e PEMA apresentaram recuperactes de 93 %, 89 % e 95
%, respectivamente, estando de acordo com os valores aceitos para validagao
analitica.

A otimizacao das condicoes de separagdao cromatograficas (CLAE-UV) foi
realizada com solugdes padréao da PRM, FENO e PEMA. A fase mével foi variada
quanto a proporcdes de acetonitrila e agua Milli-Q em condigcbes isocraticas, ou
seja, a composicdo da fase mével permanece constante durante a andlise. A
eluicdo isocratica € normalmente preferida a gradiente (composicao da fase mével
varia durante a andlise) devido a uma série de desvantagens atribuidas ao uso de
gradiente, tais como: o tempo de analise é prejudicado pelo tempo que deve ser
concedido para reequilibrio da coluna, resultando em problemas com a
estabilidade da linha de base; o desenvolvimento e a otimizagcdo sao mais
complexos, pois tém um numero maior de variaveis a serem examinadas; a
transferéncia de método € complicada, pois as diferencas entre equipamentos

podem afetar a separagdo conseguida. Entretanto, verificou-se que a eluicao
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isocratica ndo era adequada, pois nao foi possivel separar os picos de todos os
analitos. A mistura de reacado apresentou muitos picos, possivelmente de
metabdlitos desconhecidos, que se sobrepuseram em todas as diferentes
proporcdes de fase movel utilizadas. Assim, apesar dos problemas inerentes foi
necessaria a utilizacao da eluicao gradiente, aumentando-se a forga da fase mével
durante a separacado cromatografica. A escolha do gradiente foi realizada por
tentativas, variando-se as proporgdes de agua Milli-Q e acetonitrila durante a
analise, visando a resolucao cromatografica de todos os picos. Verificou-se que o
metabdlito PEMA e produtos desconhecidos mais polares que a primidona
interagiam pouco com a coluna, sendo eluindo rapidamente, ocorrendo
sobreposicdo dos picos. Para aumentar a interacdo destes compostos mais
polares com a fase estacionaria diminuiu-se o carater apolar da fase mével. A
porcentagem o6tima de ACN na mistura foi de 7 % nos primeiros 15 minutos. No
entanto, o metabdlito FENO apresentou maior interagdo com a coluna nestas
condic¢des, sendo eluido tardiamente, e aumentando o tempo de andlise. Assim,
optou-se por aumentar o carater apolar da fase mével de forma lenta e gradual,
para que a variacdo da linha de base ndo prejudicasse a analise. Ao final o
equilibrio da coluna era reestabelecido com o retorno da propor¢cédo de ACN para a
condicao inicial de 7 %. Nestas condi¢bes, o tempo de andlise foi de 27 min. A
Tabela 22 mostra a variagao da fase mével no decorrer da andlise e o tempo de

retencéo dos padrbes dos produtos e da primidona.

138



Tabela 22. Esquema de separagdo dos produtos de oxidagcdo da primidona por
CLAE-UV.

Métado de Andlise dos produtos & oxidapde da Pringdona

Covrgrosta bE de
¥ Temperahma 30°C rsﬁﬁa e

¥ Tempo de Analise = Z7 min frzn)

Feniletilmalonanida a1

144

218

A condigao 6tima para analise da primidona e seus metabdlitos foi obtida
utilizando-se uma coluna Cig (Merck) de 125x4 mm e fase mével agua Milli-Q e
ACN em eluicdo gradiente, fluxo a 1 mL/min e deteccdo em 210 nm, na
temperatura de 30 °C.

O cromatograma obtido de uma aliquota da solugao equimolar da primidona
e dos padrdes, Figura 57, ilustra a boa separagdao dos compostos em tempo de
analise relativamente curto (27 min). A eluicdo do PEMA (t, = 6,1 min), PRM (t=
14,4 min) e FENO (t= 21,6 min) esta em ordem decrescente de polaridade e

concorda com a apresentada na literatura [Ferranti et al., 1998].
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Figura 57. Cromatograma da mistura equimolar da PRM e padrdes — condi¢des

de analise conforme Tabela 22.

Para a padronizacao do método de analise por CLAE-UV foram preparadas
5 solugbes de concentragbes diferentes e conhecidas de cada padrdo. Essas
solugdes foram submetidas ao processo de extracdo. Apds este processo, cada
solugdo foi injetada no CLAE e os valores das areas de cada padrao foram
utilizados para se construir os graficos de area versus concentragdo (mol L), para

cada um dos produtos de oxidagdo conhecidos (Figura 58 e 59).
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Figura 58. Curva de calibracao para o fenobarbital (FENO).
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Figura 59. Curva de calibracao para a feniletiimalonamida (PEMA).

Através da equacao da reta, y = a + bx, onde y representa a area x a
concentragdo em mol L', a coeficiente linear e b coeficiente angular, foi possivel
definir a expressdo matematica para se determinar a concentragdo de cada

produto de uma solug¢do desconhecida, conforme abaixo:
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A equacéo da reta obtida na padronizagao de fenobarbital é:
A, =2,19.10°+ 2,20.10" . [FENO]
[FENQ] = (A, - 2,19.10°)/2,20.10™
A equacéo da reta obtida na padronizagao de feniletiimalonamida é:
A, =1,93.10°+6,06.10° . [PEMA]
[PEMA] = (A, - 1,93.10°)/ 6,06.10°

IV.3.B.2 - Estudo da oxidacao da primidona catalisada pelo Mn(salen) e
metaloporfirinas

Na oxidacao da primidona in vivo sdo gerados os metabdlitos fenobarbital
(FENO) e feniletiimalonamida (PEMA), como mostrados na Figura 60 [Lafont et al.,
1990; Ferranti et al., 1998].

C%CH3 CchHB CH,CHg,
O= cyp2coiig  OF alcool 05 ©
HN.__NH — HN.__NH desidrogenase  HN._ _NH
b T
PRM
/ PRM-OH FENO
> CH,CH, CHC§CH3
O hidrélise ~ O=
H':|>:31H2 - NH, NH,
PEMA

Figura 60. Metabolismo /n vivo da primidona, PRM: primidona, PRM-OH: 2-
hidroxiprimidona, FENO: fenobarbital e PEMA: fenilethilmalondiamida.

O estudo de oxidacdo da primidona, catalisado pelo catalisador de
Jacobsen e metaloporfirinas (Figura 61) foi realizado utilizando PhlO, m-CPBA, t
BOOH e H,O, como oxidantes, em meio de acetonitrila. A propor¢gdo molar
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catalisador : oxidante : substrato utilizada nas reac¢des foi de 1 : 40 : 35, com 6,0.
10" mol do catalisador.

Mn(TCPP)CI or Fe(TCPP)C

*@39*

n(salen)

Figura 61. Metaloporfirinas e complexo salen utilizados neste estudo.

A Tabela 23 mostra os resultados cataliticos apés 6 h de reagdo na
presenca do catalisador de Jacobsen. Os rendimentos dos produtos
desconhecidos foram estimados assumindo-se a média do fator de resposta da
primidona, fenobarbital e PEMA.
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Tabela 23. Resultados cataliticos obtidos na oxidagao da primidona por diferentes
oxidantes (PhlO, m-CPBA, -BOOH, H>0,), na presenca do Mn(salen), em meio de
acetonitrila

Reacéo Produto PhIO m-CPBA +-BOOH H,0,
R(%) R (%) R (%) R (%)

1 PEMA tracos 31 23 27

2 FENO 19 2 9 5

3 PD 1 nd 12 14 14

4 PD 2 6 nd nd nd
5 PD 3 tracos tracos tracos tracos

Condicoes: catalisador:substrato:oxidante= 1:40:35; Reagdes controle (auséncia de catalisador):
nd; tempo de reagado: 6 h; nd: ndo detectado; PD: produto desconhecido. R (%) baseado no
substrato.

Observa-se na Tabela 23 a dependéncia do oxidante nos rendimentos e na
distribuigdo de produtos. O PhlO conduz a formacao preferencial do fenobarbital
(19 %) e tracos de PEMA (Tabela 23, Figura 62). Os oxidantes m-CPBA, +-BOOH
e H,O, geraram o metabodlito PEMA com até 31 % de rendimento e pequenas
quantidades de fenobarbital (Tabela 23, Figura 63). A formagao de fenobarbital
pode ser explicada pela oxidagdo do grupo metileno situado entre os dois atomos
de nitrogénio. Esta oxidagdo ocorre via um intermediario de &lcool secundario no
metabolismo in vivo. Este mesmo intermediario pode favorecer a clivagem do anel
pirimidinico, com descaboxilagdo oxidativa do carbono localizado entre os
nitrogénios, formando o metabdlito PEMA, como observado nas reagdes in vivo
(Figure 60) [Lafont et al., 1990].
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Figura 62. Cromatograma da reacao de oxidacao da primidona por iodosilbenzeno
na presenca do Mn(salen), acetonitrila e agua como fase mével e eluicao por
gradiente, detecgdo em 210 nm.
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Figura 63. Cromatograma da reacdo de oxidagdao da primidona por H>.O, na
presenca do Mn(salen), acetonitrila e agua como fase moével e eluicdo por
gradiente, deteccdo em 210 nm.
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Além dos metabdlitos FENO e PEMA, verificou-se também a formacao de
trés produtos desconhecidos na oxidacdao da PRM, os quais foram inicialmente
denominados PD 1, PD 2 e PD 3, de acordo com a ordem de eluigdo. Os produtos
de oxidacao foram isolados e analisados por espectrometria de massas (GC-MS).
O PD 1 correspondeu ao segundo produto em maior abundancia nos sistemas
cataliticos utilizando os perbéxidos como oxidantes (Tabela 23). O espectro de
massas deste composto apresenta sinal m/z 163 e padrdo de fragmentacao
correspondente ao composto 2-fenilbutiramida, PBA (Tabela 24, Figura 64). Esse
produto ja havia sido identificado anteriormente por Foltz et al. como um menor
metabdlito da primidona em sistemas biolégicos [Foltz et al., 1972]. O produto
desconhecido 2 (PD 2) mostrou no espectro de massas um pico com razao m/z
162 e padrao de fragmentacdo coincidente com a v-fenil-y-butirolactona, BL
(Tabela 24, Figura 65), também ja detectado anteriormente em pacientes que
apresentaram toxicidade com a primidona [Andresen et al., 1976; Andresen et al.,
1977; Cavé et al., 1986; Lafont et al., 1990]. Nao foi possivel a identificacdo do
produto desconhecido 3, pois ele é formado em niveis de tragos, dificultando a
deteccao do espectrdmetro de massas.

Tabela 24. Principais fragmentos detectados por CG/MS dos produtos PD 1 (PBA)

e PD 2 (BL) gerados durante a oxidagao da primidona

Composto lon Fragmentos (m/z)
molecular

PD 1 (PBA) 163 163(17%),148(7%),135(24%),119(20%),

(2-fenilbutiramida) 91(100%), 78(12%),65(10%)

PD 2 (BL) 162 162(100%),133(10%),117(69%),107(98%),

(y-fenil-y-butirolactona) 91(33%),77(72%),56(100%), 51(52%)
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Figura 65. Espectro de massas do produto PD 2, identificado como y-fenil-y-

butirolactona.

Na tentativa de compreender o mecanismo de formagdo dos varios

produtos de oxidacdo da primidona, catalisada pelo complexo salen, foram

avaliadas algumas varidveis de reagdo como quantidade de oxidante, Og,

presenca do ligante imidazol e pH.

A Tabela 25 mostra o rendimento total (R %) das reag¢des de oxidagao da

primidona por PhlO e -BOOH, na presenca de excesso de oxidante em relacao ao

substrato (relacdo molar 1:150:30 de catalisador:oxidante:substrato). A Figura 66

mostra a distribuicéo relativa dos produtos, em porcentagem.
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Tabela 25. Rendimento total das reacdes de oxidagcdo da PRM catalisada pela

complexo salen na condigdo de excesso de oxidante, em meio de acetonitrila

Reacao Oxidante R (%)
1 PhIO' 26
2 PhlO? 22
3 +-BOOH' 45
4 +-BOOH? 58

Condicoes: Rendimento (%) baseado na quantidade de substrato, apés 6 h de reagao; ! Relagao
molar 1: 40:35 de catalisador:oxidante:substrato. ° Relagdo molar 1: 150:30 de
catalisador:oxidante:substrato.
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'8 50,
% OPEMA
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° OPBA
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é 50- EPD 3
2
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0,
cond 1- cond 2 - cond1 t- cond2 t-
PhlO PhlO BOOH BOOH

Figura 66. Distribuicdo (em porcentagem) dos produtos de oxidacdo da PRM,
catalisadas pelo complexo salen, utilizando PhlO e +-BOOH como oxidantes nas
condicbes padrao (1) e na condicao de excesso de oxidante (2).

Verifica-se que o excesso de PhlO leva a um decréscimo no rendimento
total das reacbes, provavelmente devido a reagcdo competitiva de
desproporcionamento catalisado do PhlO. Ao contrario, o excesso de +-BOOH

resultou em um aumento do rendimento total da reagdo, como esperado.
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Alteragcbes na distribuicdo relativa dos produtos em fungcdo da quantidade
de oxidante foi observada somente para o sistema Mn(salen)/t-BOOH. Excesso de
t-BOOH, resultou em aumento na porcentagem do PBA e diminuicdo do PEMA
(Figura 66), indicando a provavel oxidagao adicional do PEMA a PBA, favorecida
pelo excesso de oxidante.

Para os sistemas envolvendo metaloporfirinas e complexos salen, ligantes
nitrogenados como imidazol (Im) agem como co-catalisadores, como ja discutido
anteriormente (item 1V.3.A.4).

A Figura 67 mostra o grafico da distribuicao relativa dos produtos, em
porcentagem, na presenca € auséncia do imidazol, utilizando +BOOH como
doador de oxigénio.
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distribuicdo dos produtos (%)

PEMA FENO PBA BL PD3

Figura 67. Distribuicdo em porcentagem dos produtos formados na oxidacdo da
PRM no sistema Mn(salen)/-BOOH, nas condicbes padrdo, € na presenca de
imidazol.

A presenca do ligante nitrogenado praticamente ndo alterou o rendimento

total das reacdes para o sistema estudado (45 % e 48 % na auséncia e presenca
do imidazol, respectivamente). Em termos da distribui¢do de produtos (Figura 67),
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os resultados cataliticos na presengca do imidazol trouxeram informacoes
importantes quanto ao mecanismo da reacgao.

Verificou-se que o imidazol favoreceu a formagao do metabdlito FENO, com
concomitante diminuicdo na quantidade dos compostos PEMA e PBA. Esses
resultados mostram que os dois produtos PEMA e FENO sao formados por
mecanismos distintos e competitivos, envolvendo diferentes espécies cataliticas.
Provavelmente o FENO é formado via espécie Mn"(O)salen, a qual é estabilizada
na presenca do ligante nitrogenado, e o PEMA é formado via intermediario
Mn"(O)salen, o qual é formado pela reducédo do intermediario Mn"(O)salen na
auséncia do ligante nitrogenado, conforme discutido anteriormente.

Com o objetivo de investigar a ocorréncia de mecanismos radicalares foi
estudada a atividade catalitica do sistema Mn(salen)/t-BOOH na auséncia de O,
(utilizando atmosfera de argbnio). Em sistemas com baixa concentracdo de
oxigénio espera-se uma diminuicdo de reacdes radicalares paralelas e maior
formacdo de produtos gerados via intermediarios metal-oxo. O +BOOH foi
escolhido como padrdo para os estudos em atmosfera de argbnio pois este
oxidante, ao coordenar ao metal central do salen, tende a sofrer a cisdo homolitica
da ligacdo O-O do peréxido, que é facilitada pela presenca dos grupos t-butil
doadores de elétrons pelo efeito indutivo, gerando produtos radicalares [Mac Leod
et al., 2006].
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Figura 68. Distribuicdo dos produtos (em porcentagem) formados na oxidagdo da
PRM por t+BOOH na presengca do catalisador de Jacobsen, em ACN, em
atmosfera de oxigénio (ar) e sob atmosfera de arg6nio.

Nenhuma alteracdo foi observada nos rendimentos totais das rea¢des na
presenca e auséncia de O,. Entretanto, em termos de distribuicdo dos produtos da
reacao verifica-se, no gréafico da Figura 68, que houve um aumento no rendimento
do PEMA e diminuicdo do PBA na auséncia de O.. Esses resultados indicam que
o PBA é formado via mecanismo radicalar, iniciado pela cisdo homolitica da
ligacdo O-O do peréxido e propagado pelo O, do meio.

Devido ao PEMA e FENO serem gerados a partir de um mesmo
intermediario no metabolismo in vivo (Figura 60), e relatos da literatura de que a
preparagcdo destes compostos envolve diferentes condigbes de pH [Lafont et al.,
1990], a influencia do pH foi avaliada na formacdo dos produtos no sistema
estudado.

Observa-se na Figura 69 a forte dependéncia do pH na distribuicdo de
produtos. Em pHs acidos (pH 2 e pH 4), o PBA foi formado preferencialmente na
reacdo, indicando que este produto poderia ser gerado a partir da hidrélise ou
decomposi¢ao do intermediario PRM-OH em meio acido. Observa-se também que
o metabdlito fenobarbital foi obtido em maior quantidade quando comparado com
o PEMA, uma vez que o meio acido favorece a oxidagao adicional do intermediario
PRM-OH. A medida que o pH aumenta, o PEMA se torna o principal produto de
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reacao e o a quantidade de fenobarbital diminui consideravelmente, comprovando
que a hidrélise alcalina do intermediario PRM-OH é um mecanismo importante
para a formacéo do PEMA.
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Figura 69. Distribuicdo dos produtos (em porcentagem) formados na oxidagéo da
PRM por t-BOOH, na presenga do catalisador de Jacobsen, em meio de ACN, em
diferentes pHs.

Em termos de rendimento total de produtos da oxidagdo da primidona,
observou-se que 0 meio basico favorece maior conversao da primidona (65 % em
pH 10 contra 47 % em pH 2). Experimentos controle na auséncia de catalisador
(branco de reacao) em diferentes pHs mostraram que em meio &cido ndo ocorreu
a formacao de produtos, e em meio basico observaram-se conversdes de 5 % da
primidona em PEMA.

Foram realizadas reagdes em pH 2 e pH 10 utilizando iodosilbenzeno como
oxidante, para verificar se estas distribuicdes de produtos estavam relacionadas
com o oxidante. No entanto, também com PhlO observou-se o mesmo perfil de
distribuicdo, ou seja, o PEMA € o principal produto em meio basico e o FENO
prevalece em meio acido.

Reacdes controle de oxidagdo do PEMA nas mesmas condicdes, levaram a
formacao de PBA (2-fenilbutiramida) como produto. Reag¢des controle de oxidacao
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do FENO, nas mesmas condi¢des levaram a produgcédo de BL. Estes resultados
levaram a conclusao de que o PEMA nao é gerado a partir de degradacao do
FENO, e sua formagdo compete com a formagdo do FENO, como sugerido
anteriormente.

Os resultados destes estudos levaram a proposta de um esquema de
reacdo (Figura 70) para a oxidacdo da primidona catalisada pelo Mn(salen), a
partir das seguintes observacoes:

i. Os produtos PEMA e PBA n&o sdo formados quando se utiliza o PhlO
como oxidante, sendo obtidos apenas o FENO e BL (Figura 66).

ii. Excesso de oxidante leva a um aumento na producao de PBA, com uma
concomitante diminuicdo na quantidade do PEMA para o sistema Mn(salen)/t-
BOOH (Figura 66).

iii. A presenca de imidazol para o sistema Mn(salen)/-BOOH aumenta a
seletividade para o FENO, e diminuicdo na quantidade de PEMA e PBA (Figura
67).

iv. Reagbes na auséncia de O, levam a maior producdao de PEMA e FENO
e reducao na formagao do PBA (Figura 68).

v. Reagdes controle utilizando PEMA como substrato conduziram a
formacéao do PBA.

vi. Reagdes controle utilizando FENO como substrato produziram BL e ndo
produziram o PEMA.

Levando-se em consideragdo a observacdo /i e vi conclui-se que o0s
produtos PEMA e FENO sao formados por mecanismos distintos e competitivos. O
oxidante PhlO forma predominantemente o intermediario Mn'(O)salen e os
oxidantes peroxidos e peracidos podem formar dois intermediarios, dependendo
do tipo de clivagem (homolitica ou heterolitica). Os estudos das variaveis foram
realizados com o oxidante t-BOOH, que sofre preferencialmente a clivagem
homolitica devido aos grupos doadores terc-butil. Baseando-se nas observagdes ii
e v conclui-se que o PBA é formado pela oxidacao adicional do PEMA, uma vez
que o excesso de oxidante favorece esta oxidagdo, com aumento de seletividade
para o PBA. E possivel propor também, baseando-se nas observagdes iii e iv, que
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o FENO ¢ formado a partir da espécie Mn"(O)salen, pois esta espécie ativa é
favorecida na presenga de imidazol e atmosfera inerte; contrariamente o PBA é
formado por via radicalar, como resultado da quebra homolitica da ligacao O-O,
formando radicais ROe, que é propagada pelo oxigénio presente no meio.

l PRM oxidagao
Clivagem heterolitica + (pH >7)
e e “Mn¥(O)salen ——= FENO "% (BL)
Fig. 71
a Y

O/ ©

Mn(lll)salen + PhIO

Mn(lll)salen + ROOH

b [O]
J—> PEMA — > (PBA)
Mn'V(OH)salen +PRM . -CONH,
Clivagem homolitica + RO .~ CONH,

Figura 70. Esquema proposto para a oxidagdo da primidona catalisada pelo

Mn(salen).

A formagédo da espécie Mn"(O)salen depende da clivagem heterolitica da
ligacao metal-oxo. Este intermediario reage com a primidona com a transferéncia
do oxigénio para formacao do FENO (Figura 70, a). Este produto pode sofrer -
hidroxilacdo na cadeia etila, seguida da alcodlise do anel pirimidinatriona,
formando o y-fenil-y-butirolactona (Figura 71) de maneira andloga ao observado
por Al-Tarakji-Khalfhl et al. Em sistemas bioldgicos [Al-Tarakji-Khalfhl et al., 1993].

29998 P2

FENO L (y-fenil-y-butirolactona)

Figura 71. Mecanismo de formacdo do produto BL (y-fenil-y-butirolactona),
adaptado de Al-Tarakji-Khalfhl et al. [Al-Tarakji-Khalfh et al., 1993].
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A clivagem homolitica da ligacao O-O do peroxo levaria a formagéo da
espécie Mn'"/(OH)salen responsavel pela producdo do PEMA, que por sua vez
pode sofrer oxidagdo adicional gerando o PBA (Figura 70, b). Este composto
(PBA) também pode ser formado por mecanismos radicalares provenientes da
presenca de radicais RO+ e/ou outros radicais que, associados ao oxigénio
molecular, propagam a reacao.

Metaloporfirinas também foram utilizadas na oxidacao da primidona com a
finalidade de comparar sua eficiéncia com aquela do complexo salen. Os
resultados sdo mostrados nas Figuras 72 e 73, em termos de rendimento total da
reacao e distribuicdo de produtos, respectivamente.

80
701
60
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401
301
201
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O,
Mn(TFPP)CI Mn(TCPP)CI Mn(salen) Fe(TCPP)CI

rendimento (%)

Figura 72. Rendimento total das reacdes de oxidacdo da PRM por t-BOOH

catalisadas por sistemas porfirinicos e complexo salen, em meio de acetonitrila.
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Figura 73. Distribuicao dos produtos (em porcentagem) formados na oxidacao da
PRM por -BOOH, utilizando diferentes catalisadores, em meio de acetonitrila.

Em relacdo aos rendimentos de reacao, observa-se que a Mn(TFPP)CI € o
catalisador mais eficiente, gerando 79 % de produtos, sendo que 40 %
corresponde ao fenobarbital. As metaloporfirinas carregadas negativamente,
Mn(TCPP)CI e Fe(TCPP)CI, apresentaram rendimentos relativamente baixos, 39
% e 24 %, respectivamente, provavelmente devido a menor solubilidade da
primidona em meio aquoso, no qual estes complexos sao soluveis.

Todos o0s complexos metalicos estudados, exceto o Mn(TFPP)CI,
apresentaram um perfil de seletividade semelhante, com a formagéo preferencial
de PEMA e menor quantidade de FENO, 2-fenilbutramida e PD 3. A
metaloporfirina  Mn(TFPP)CI destacou-se entre os demais, também na
seletividade, gerando o FENO como maior produto, e ndo foi produzido o PEMA e
o PBA.

Em relacdo ao ion metalico, observou-se que as manganés porfirinas foram
mais eficientes que a ferroporfirina, como observado para outros sistemas

estudados [Gunter e Turner, 1991]. O catalisador de Jacobsen foi menos eficiente
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quando comparado com a metaloporfirina Mn(TFPP)CI, entretanto o complexo

salen é barato e de facil sintese, além de ser mais seletivo para o PEMA, que é o

principal metabdlito da primidona nos sistemas naturais.

IV.3.B.3 - Oxidacao da primidona utilizando o catalisador de Jacobsen

imobilizado em membranas poliméricas (realizada em conjunto com Rosalva

Marques e Prof. Dr. Marco A. Schiavon)

As membranas hibridas de PDMS/PVA foram avaliadas na oxidacdao da

primidona utilizando o H>O, e o +tBOOH como oxidantes. Os resultados sao

mostrados na Tabela 26.

Tabela 26. Resultados cataliticos para a oxidagdo da primidona utilizando

catalisador de Jacobsen imobilizado nas membranas hibridas de PDMS/PVA

Reacéao Catalisador Oxidante Rendimento PEMA

(%)
1 Membrana 1 (10 % PVA) H,0, nd
2 Membrana 2 (15 % PVA) H.0, nd
3 Membrana 3 (20 % PVA) H,0, nd
4 Membrana 1 (10 % PVA) t+BOOH 40
5 Membrana 2 (15 % PVA) tBOOH 42
6 Membrana 3 (20 % PVA) tBOOH 46
7 Membrana 1 (10 % PVA)* H.0, nd
8 Membrana 2 (15 % PVA)* H,0, nd
9 Membrana 3 (20 % PVA)* H,0, nd
10 Membrana 1 (10 % PVA)* tBOOH 66
11 Membrana 2 (15 % PVA)* +BOOH 69
12 Membrana 3 (20 % PVA)* tBOOH 82

Condicoes: primidona (2,1 x 10™ mol); oxidante (2,45 x 10~ mol); catalisador de Jacobsen (1,25 x
10® mol); nd: ndo detectado; reagéo branco (auséncia de catalisador): nd; rendimento baseado no
farmaco adicionado; * indica que foi utilizado o dobro de massa da membrana polimérica, ou seja,
2,5 x 10® mol de catalisador.
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Observou-se que as membranas hibridas PDMS/PVA contendo o
catalisador de Jacobsen foram eficientes quando o +BOOH foi utilizado como
oxidante, promovendo a oxidagdo seletiva da primidona em PEMA, que € o
principal metabdlito in vivo. Estes resultados indicam que as membranas de
PDMS/PVA sao excelentes modelos biomiméticos da enzima P450, devido a
elevada seletividade para o PEMA.

O aumento da porcentagem de PVA promoveu melhores resultados com o
t-BOOH (Tabela 26, reagbes 4-6), indicando que este oxidante apresentou maior
afinidade pelas membranas mais polares. Entretanto, ndo foram observados
produtos utilizando H,O, como oxidante (Tabela 26, reacédo 1-3), devido a menor
reatividade deste farmaco, que necessitaria de grande quantidade de peroxido de
hidrogénio sorvido na membrana para favorecer a reagcdo de oxidacao frente a
decomposicao do peréxido.

Também foi avaliada a influéncia da quantidade de catalisador nos
rendimentos de oxidagéo, tendo em vista que a reacao ocorre no sitio catalitico
localizado no interior da membrana polimérica. Reagdes utilizando uma
quantidade maior de membrana (dobro de massa) levaram a um aumento de 65 a
78 % nos rendimentos de oxidacao da primidona por tBOOH (Tabela 26, reacao
10-12), comprovando que a principal limitagdo do sistema é a quantidade de
reagente que entra na membrana e chega até o sitio catalitico.
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IV.3.C- Fluoxetina

IV.3.C.1 — Desenvolvimento de método de analise da fluoxetina e produtos de
oxidacao

Os produtos de oxidagao da fluoxetina foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) e identificados por cromatografia gasosa
acoplada com espectrometria de massas (CG-MS), no laboratério da Universidade
de Coimbra.

O método de separagao cromatografica (CLAE-UV) foi desenvolvido com
solugdo padrdo da fluoxetina e com a mistura de reagdo de oxidagcdo deste
farmaco, pois ndo havia solu¢des padrao de qualquer dos possiveis produtos de
oxidacao da fluoxetina. A fase moével foi variada quanto a composicao, proporgoes
e fluxo, utilizando metanol, acetonitrila na presenca e auséncia de acido acético,
agua Milli-Q sem a adi¢cao de sais ou tampao e na presenca de acetato de amdnio,
em condi¢coes isocraticas. Verificou-se a necessidade da utilizagdo do &cido
aceético e do acetato de aménio para estabilizar as espécies ibnicas de interesse,
tendo em vista que a fluoxetina € uma base (amina secundaria), para que
apresentasse um bom sinal cromatografico.

O procedimento de pré-tratamento da amostra, ou seja, a extracao dos
catalisadores, nao foi realizada devido a menor sensibilidade deste método de
analise, como resultado da baixa absorcao dos analitos no comprimento de onda
utilizado, de 230 nm. Assim, a aliquota de reagdo foi injetada diretamente no
CLAE-UV.

A condicao 6tima para analise da fluoxetina e seus produtos de oxidacao foi
obtida utilizando-se uma coluna Cig (Merck) de 125x4 mm e fase movel
constituida de uma solucdo aquosa de acetato de aménio, na concentracado 20
mmol L, e acetonitrila contendo 1 % em volume de &cido acético, na proporcao
59:41 (v/v), em condicdo isocratica, fluxo a 0,8 mL/min e deteccdo UV em 230 nm
na temperatura 30 °C. A Figura 74 corresponde a um cromatograma de uma

mistura de reagdo, mostrando que o método desenvolvido resultou em uma boa
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separagao dos produtos de oxidagao, que foram posteriormente identificados por
CG-MS.
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Figura 74. Cromatograma da mistura da reacdo de oxidacao da fluoxetina por
PhIO.

A otimizacao das condi¢des de separacao cromatograficas para analise por
CG-MS foi realizada com solucdo-padrao da fluoxetina e com uma aliquota da
mistura de reagdo. Dentre as condi¢des avaliadas, a que proporcionou uma boa
separagdo de todos os produtos foi: programa de aquecimento da coluna (HP5-
MS: 15 m x 0.25mm x 0.25 ym) temperatura inicial em 100 °C até 4 min, com
aquecimento linear a velocidade de 30 °C/min até 280 °C durante 20 min, e
temperatura do injetor e detector de 200 °C e 250 °C respectivamente, no modo de

ionizagao por impacto eletrénico (Figura 75).

Temp (°C)

280

100

0 4 10 éo Tempo (min)
Figura 75. Esquema da variacao da temperatura em funcao do tempo de analise
da fluoxetina e seus produtos por CG-MS.
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IV.3.C.2 - Estudo da oxidacao da fluoxetina catalisada pelo Mn(salen),
monitorado por CLAE-UV

Na oxidagao da fluoxetina in vivo sdo gerados os metabdlitos norfluoxetina

e p-trifluometilfenol (TFMF), como mostrados na Figura 76.

F3C
N-desmetilacao \©\
o NH,

norfluoxetina

F3C

_CHs
O NH

Fluoxetina
O-desalquilagao FsC

OH

p-trifluorometilfenol (TFMF)

Figura 76. Metabolismo /n vivo da fluoxetina.

O estudo de oxidacdao da fluoxetina, na presenca do catalisador de
Jacobsen, foi realizado utilizando PhlO, PhlAc,, m-CPBA, +BOOH e H,O, como
doadores de oxigénio, em meio de acetonitrila. As proporcées molares catalisador
: oxidante : substrato utilizadas nas reacdes foram de 1 : 40 : 35.

Reacdes controle na auséncia do catalisador ndo levaram a produtos para
os varios oxidantes estudados.

Nas reagdes controle na auséncia do farmaco nao foram observados picos
com o mesmo tempo de retencao da fluoxetina e seus metabdlitos, constatando a

auséncia de interferentes que coeluem com os analitos. Para os oxidantes PhlO e
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PhIAc, observou-se um sinal cromatografico com tempo de retengdo em 14,2 min,
correspondente ao iodobenzeno (Phl) originado da reducao destes oxidantes.

Os cromatogramas de reacao apresentaram o mesmo perfil para todos os
oxidantes utilizados (Figura 74), indicando a formacéao preferencial de um produto
desconhecido (PD 1, com tr = 4,2 min). Este produto foi identificado
posteriormente como p-trifluorometilfenol (TFMF) através de analises por CG-MS
(realizadas na Universidade de Coimbra) que sera discutido no item [V.3.C.3.
Posteriormente, o padrao deste composto foi adquirido, o que possibilitou a
confirmacédo da estrutura do PD 1 por comparagdo do tempo de retengcdo na
andlise CLAE com aquele da amostra auténtica. Assim foi possivel construir a

curva de padronizagéo para o TFMF, mostrada na Figura 77.
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Figura 77. Curva de calibracao do farmaco p-trifluorometilfenol (TFMF), em ACN.

A equacao da reta obtida desta padronizacéao é:
A, =5,40.10°+ 8,44.10° . [TFMF]

A Tabela 27 mostra os resultados cataliticos obtidos na oxidacao da
fluoxetina por PhIO, PhlAc, m-CPBA e +BOOH, ap6s 3 h de reagédo. Os
resultados sdo expressos em termos de rendimentos baseados no farmaco

adicionado.
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Tabela 27. Oxidacdo da fluoxetina por diferentes oxidantes na presenca do

catalisador de Jacobsen, em meio de acetonitrila (3 h de reacéo)

Reacao Oxidante Rendimento de TFMF (%)
1 PhlO 78
2 PhlAc , 85
3 m-CPBA 100
4 t-BOOH 26
5 H .0, 17

Condicoes: fluoxetina (2,1 x 10™ mol); oxidante (2,4 x 10™ mol); catalisador de Jacobsen (6,0 x 10°
7 mol); reagao branco (auséncia de catalisador): nd.

Observa-se na Tabela 27 que todos os oxidantes foram eficientes para
oxidar a fluoxetina na presenca do catalisador de Jacobsen. O uso do PhlO nestes
estudos se justifica para uma avaliacao inicial do potencial catalitico no complexo
e auxiliar no esclarecimento do mecanismo de reagdo, uma vez que é doador de
apenas um oxigénio. PhlAc, tem sido usado em substituicdo ao PhlO e, em
presenca de HoO, produz o PhlO in situ [In et al., 2003; Li e Xia, 2004; Silva et al.,
2007], o qual reage com o catalisador levando a oxidagao da fluoxetina, com maior
rendimento que o PhlO (Tabela 27, reacao 1 e 2). Uma vez que a reacao depende
da producao do PhIO in situ, ha uma diminuicao da degradacao auto-oxidativa do
catalisador pelo excesso de oxidante [Li e Xia, 2004].

m-CPBA levou a 100 % de conversao da fluoxetina, com formacéao seletiva
para o TFMF (Tabela 27, reagdo 3). A alta eficiéncia deste oxidante esta
relacionada a clivagem heterolitica da ligagdo O-O, que é facilitada pela presenca
de grupos retiradores de elétrons, com formacdo da espécie MnY(O)salen,
responsavel por reacoes estéreo-seletivas [Nam, Han et al., 2000; Mac Leod et al.,
2006].

O H20. e o +BOOH foram menos eficientes para a oxidacao da fluoxetina,
com rendimentos de 17 e 26 %, respectivamente. A atividade desses oxidantes &
limitada pela decomposi¢cao em oxigénio molecular e agua ou alcool terc-butilico, a

qual é provavelmente catalisada pelo complexo salen.
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IV.3.C.3 - Estudo da atividade catalitica de metaloporfirinas e complexos
salen na oxidacao da fluoxetina por peréxido de hidrogénio num sistema

bifasico (realizado na Universidade de Coimbra)

Durante o estégio realizado na Universidade de Coimbra, foram realizados
estudos de oxidagdo da fluoxetina utilizando catalisadores metaloporfirinicos:
(Mn(TDCPP)CI, FeBrOCH3;, MnCi> e FeSO.Net) e complexos salen (EDA-sal,
EDA-Van EDA-Br, AG-20), além do catalisador de Jacobsen.

Utilizou-se H.O. nestes estudos devido as vantagens sobre os demais,
como ja discutido anteriormente [Gonsalves; Serra, 2001;Serra et al., 2004].

Para todas as condi¢des foram realizadas reagcdes branco, na auséncia de
catalisador, ndo se observando formacao de produtos.

Inicialmente foi realizado um estudo de otimizacdo das condi¢cbes de
reacdo, uma vez que o peréxido de hidrogénio levou a baixos rendimentos de
TFMF (17 %) na condigéo padrao dos estudos realizados anteriormente. Utilizou-
se um maior excesso de oxidante e maior concentracdo de catalisadores.
Entretanto, os resultados cataliticos permaneceram baixos, pois 0 excesso de
oxidante causou auto-degradacdo oxidativa das metaloporfirinas, observada pelo
descoramento da solugédo da reacéo e desaparecimento da banda Soret, e a alta
concentracao de catalisadores provavelmente favoreceu a formacao de dimeros
inativos dos mesmos, embora, nenhuma evidéncia espectroscopica de formacao
de dimeros tenha sido observada. Estudos na presenca e na auséncia de co-
catalisador foram realizados, e melhores resultados foram alcangados na
presenca de co-catalisadores, evidenciando a importancia da utilizacdo de um
ligante axial para favorecer a formagéo da espécie ativa de alta valéncia.

Apo6s o estudo de oxidacao preliminar constatou-se que as proporcoes
catalisador : oxidante : substrato : co-catalisador que forneceram melhores
resultados para os complexos estudados foram: para as metaloporfirinas (2,15 x
10° mol) 1:1500:100:1, utilizando terc-butilpiridina como co-catalisador e acido
benzodico como catalisador acido / base. Para os complexos salen a propor¢ao foi

1:200:20:4 (3,0 x 10 mol de catalisador) utilizando NHsOAc como co-catalisador.
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Todas as reacdes foram realizadas com os catalisadores em solucdo. Utilizando o
sistema bifasico diclorometano/solucdo aquosa de H.O. 5 %, foi alcancado
conversbes proximas a 100 % com as metaloporfirinas e até 47 % com os
complexos salen, enquanto que as reacoes tradicionais em fase Unica levaram ao
maximo de 20 % de conversdao com metaloporfirinas e 34 % com salen (Tabela 31
e 32).

A reacao na presenca da metaloporfirina FeBrOCHj3; foi monitorada em
funcdo do tempo, pois os resultados preliminares com este catalisador mostraram
conversao total da fluoxetina em 3 horas de reacdo, como pode ser confirmado
pela auséncia do sinal cromatografico da fluoxetina, o qual aparece em tr =11,12
min (Figuras 78 e 79).

O gréfico da Figura 80 mostra a porcentagem dos produtos em funcao do
tempo da reacdo. Observa-se que inicialmente sdo formados compostos
desconhecidos PD 1, PD 2 (baixa concentracdo), PD 3 e PD 4 (Figuras 78 e 80).
Os produtos PD 3 e PD 4 sdo formados em maior propor¢do no inicio da reagéo,
indicando serem formados por mecanismos distintos e competitivos.

Observou-se, apés 24 h de reacdo, um aumento significativo na
concentracdo de PD 2, um pequeno aumento de PD 1, e uma diminuigdo
concomitante do PD 3 e PD 4 (Figura 79 e 80), indicando que o PD 2 poderia ser
gerado a partir da oxidagao adicional do PD 3 ou PD 4. A andlise do padrao de
fragmentac&o do produto PD 2 no espectro de massas (Tabela 28) mostrou muitos
picos com as mesmas razbes massa/carga do PD 3, o que indica semelhanca
estrutural entre os compostos PD 2 e PD 3, sendo mais uma indicagcao de que a
formacdo do produto PD 2 ocorre via PD 3. Os compostos PD 1 e PD 4
apresentaram também fragmentos comuns, indicando apresentar estruturas

semelhantes.
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Tabela 28. Dados do espectro de massas dos produtos desconhecidos obtidos na

oxidacao da fluoxetina, com os respectivos ions moleculares e fragmentos

Produto (tempo de retencao no lon molecular Fragmentos
cromatograma CG)

PD 1 (TFMF) (6,55 min) 162 143,133,112,95,84,69, 55

PD 2 (11,04 min) ausente 251,183,162,143,130,113,103,89,
77,63,51

PD 3 (TFP) (11,53 min) 307 203, 183, 162,143,130,112,

104,91,78,63,51

PD 4 (BTMF) (12,59 min) 266 161, 143, 133, 114, 105, 77, 63, 51

O padrao de fragmentacdo indica que o ion molecular do produto
desconhecido PD 2 ndo esta presente (Tabela 28), pois 0 maior valor de razdo
massa/carga, 251, ndo é coerente com nenhuma estrutura possivel, indicando que
este sinal € de um ion proveniente de apenas uma parte da molécula, resultando
em dificuldades para a identificacao deste composto.

Verificou-se também um aumento do pico referente ao produto PD 1 apéds
24 h (Figura 80). De acordo com o padrdao de fragmentacdo do composto no
espectro de massas (Figura 81), determinou-se os ions principais (Tabela 29), o
que possibilitou que este produto fosse identificado como p-trifluorometilfenol
(TFMF). Este composto pode ser formado a partir do ataque de espécies
intermediarias da metaloporfirina a atomos de carbono terciarios, mais reativos,
tanto da fluoxetina quanto dos produtos oxidados, seguindo mecanismos de O-
desalquilagéo (Figura 76).
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Figura 81. Espectro de massas do produto PD 1, com tempo de retencdo em 6,55

min, identificado como p-trifluorometilfenol (TFMF).

Tabela 29. Principais ions gerados no espectro de massas do produto PD 1,

identificado como p-trifluorometilfenol (TFMF).

F Tt F F
Principais ions /
do produto PD 1 F { >//
(TFMF) o o !
miz 162 miz 143 miz Eo

Os produtos PD 3 e PD 4 apresentaram os padrdes de fragmentacao nos
espectros de massas mostrados nas Figuras 82 e 83, respectivamente. Com base
nestas fragmentacées e no ion molecular dos produtos, determinou-se os ions
principais (Tabela 30), e foram propostas as estruturas apresentadas nas Figuras
84 e 85 para o0s produtos PD 3 (N-(3-(4-(trifluorometil)fenoxi)-3-
fenilpropilideno)metanamina, TFP) e PD 4 (benzoato de 4-trifluorometilfenil,
BTMF) respectivamente. O composto TFP poderia ser formado através da
desidratacao do alcool, formando uma imina. O produto BTMF pode ser formado
pela reacdo do acido benzoéico (presente como co-catalisador da reagdo) e a

fluoxetina ou TFMF. Reacdes em condicbes semelhantes, porém na auséncia de
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acido benzdico, ndo geraram o BTMF, sendo obtido apenas o TFMF, confirmando
que o BTMF é formado a partir do acido benzéico.
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Figura 82. Espectro de massas do produto PD 3, com tempo de retengdo em
11,53 min no cromatograma CG-MS, identificado como N-(3-(4-

(trifluorometil)fenoxi)-3-fenilpropilideno)metanamina (TFP).
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identificado como benzoato de 4-

Tabela 30. Principais ions gerados nos espectros de massas dos produtos PD 3

(TFP) e PD 4 (BTMF), obtidos na oxidacao da fluoxetina

Principais F /
ions do PD 3 F :
o O J N i
mfz 183
F o]
Principais : '
ions do PD 4 I ' F '
(BTMF) © ’ O/// ; miz 77
miz 161 mfz 105
iz 266
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Figura 84. Estrutura proposta para o Figura 85. Estrutura proposta para o
produto PD 3 (TFP), com sinal em razdo produto PD 4 (BTMF), com sinal em
m/z 307 no espectro de massas e tr = razdo m/z 266 no espectro de massas
11,53 min. e tr=12,60 min.

A oxidagdo da fluoxetina pode ocorrer por dois mecanismos distintos e
competitivos: a N-desmetilagédo para formar a norfluoxetina (principal metabdlito in
vivo) ou O-desalquilacao para formar o p-trifluorometilfenol (TFMF), observado em
sistemas de citocromo P450 de humanos [Margolis et al., 2000] (Figura 86).

Portanto, os estudos de oxidacdo da fluoxetina catalisado por
metaloporfirinas contribuiram para a identificagdo de outros produtos de oxidacao
(BTMF e TFP, Figura 86) e constatar o favorecimento da O-desaquilacao sobre a
N-desmetilacéo, a qual ndo foi observada nos sistemas metaloporfirinicos.
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Figura 86. Produtos de oxidag¢ao da fluoxetina.

P450 inicia-se com a oxidacao da ferro (lll) porfirina, formando a espécie catalitica
de alta valéncia, ferril radical m-cation, Fe(IV)OP*. A partir dai existem dois
mecanismos propostos para a reagdo, mostrados na Figura 87. Em geral, a
ocorréncia de um mecanismo ou outro depende do tipo de substituintes no atomo
de nitrogénio do substrato [Karki et al., 1995; Bhakta e Wimalasena, 2002].

O primeiro mecanismo (Figura 87, A), conhecido como mecanismo de
transferéncia eletrénica, propde a transferéncia de um elétron do substrato para a
espécie catalitica Fe(IV)OP®, formando a espécie Fe(IV)OP. Apds essa etapa
ocorre abstracdo de um atomo de H do substrato e posterior transferéncia do
grupo —OH para o mesmo. Apdés a ocorréncia da hidroxilagdo no carbono
adjacente ao nitrogénio, forma-se uma carbinolamina instavel, que se decompde
em uma amina e um derivado do carbonil (Figura 87). No segundo mecanismo

(Figura 87, B), conhecido como mecanismo de abstragdo do hidrogénio, nao
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ocorre a transferéncia de elétrons, mas a abstragcdo do hidrogénio do substrato
diretamente pela espécie catalitica. As etapas seguintes sao semelhantes a rota A
[Chiavarino et al., 2008].

+ e
N—-CH; 4+ Fe(IV)OP

R

~ R
7

-H* \+c .
N—CH; 4 Fe(v)OP™ H > /N—CHz + Fe(IV)(OH)P
R B R l

N—CH,OH 1 Fe(lll)P

Figura 87. Mecanismo de N-desalquilacdo catalisada pelo P450 [adaptado de
Karki et al., 1995; Chiavarino et al., 2008].

O mecanismo da reacdo de O-desalquilacdo catalisada pelo citocromo
P450 tem sido menos estudado do que o mecanismo de N-desalquilagdo
[Weissman e Zewge, 2005; Meunier et al., 2004; Chiavetto et al., 1996; Al-Gailany
et al., 1975; Garland et al., 1976]. Acredita-se que a oxidagdo ocorre sobre o
carbono alfa, por abstracdo de hidrogénio (reagdo a, Figura 88), seguido por
hidroxilagdo (reacao b, Figura 88), que é o mecanismo bem conhecido de
recombinacdo de oxigénio, “oxygen rebound” [Groves et al., 1980; Groves;
Adhyam, 1984; Groves, 2006].
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Figura 88. Esquema mecanistico para a O-desmetilagéo catalisada pelo citocromo
P450 (adaptado de Testa, 1995).

O intermediario hidroxilado resultante é um hemiacetal de baixa
estabilidade, que rapidamente hidrolisa resultando, no caso da fluoxetina, o TFMF
e um composto carbonilado, como o formaldeido.

Os produtos TFMF e BTMF obtidos da oxidacdo da fluoxetina por H2O,,
catalisada por metaloporfirinas, indicam que a rota de N-desmetilacdo é
desfavorecida nestes sistemas, uma vez que o produto norfluoxetina néo foi obtido
nessas condicdes, ou seja, a oxidacao nao segue a rota biomimética do P450 para
este farmaco. Este fato deve-se a alta reatividade do carbono terciario na molécula
de fluoxetina, que favorece a clivagem nessa posicado. Assim, o TFMF e o BTMF
sdo formados a partir do ataque a esta posicdo mais suscetivel a oxidagéo.
Contrariamente, na enzima a cadeia protéica confere alta seletividade e
especificidade, fazendo com que esta posicdo mais reativa néo interaja com a
espécie ativa, e entdo favorece a reagcao na regiao da amina secundaria, seguindo
0 mecanismo de N-desmetilacéo.

Uma vez identificados os principais produtos de oxidagao da fluoxetina para
o sistema FeBrOCH3/H,O; foi realizado os estudos com os demais catalisadores
disponiveis.

A Tabela 31 mostra os resultados cataliticos, expressos em termos de
conversdo de fluoxetina, na reacdo em meio bifasico e em DCM/MeOH. A Figura
89 mostra a porcentagem dos produtos para as diferentes metaloporfirinas para
reacbes em meio bifasico, considerando o mesmo fator de resposta da fluoxetina

para todos os produtos.
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Tabela 31. Conversao da fluoxetina nas reagdes de oxidacao por H>O, catalisadas
por metaloporfirinas, em sistema bifasico e em fase unica (DCM/MeOH 1:1)

Reacao Catalisador Meio de reacdo Conversao da Produtos formados
fluoxetina (%)
1 FeBrOCHs DCM/MeOH 1:1 19 TFMF
2 FeBrOCH; bifasico 100 TFMF, PD 2, TFP e BTMF
3 MnCi» DCM/MeOH 1:1 13 TFMF
4 MnCi» bifasico 100 TFMF, PD 2, TFP e BTMF
5 FeSO,NEt DCM/MeOH 1:1 7 TFMF
6 FeSO,NEt bifasico 100 TFMF, PD 2, TFP e BTMF
7 Mn(TDCPP)CI DCM/MeOH 1:1 20 TFMF
8 Mn(TDCPP)CI bifasico 100 TFMF, PD 2, TFP e BTMF

Observa-se na Tabela 31 que todas as metaloporfirinas apresentaram alta
eficiéncia catalitica em sistema bifasico, com conversdes de toda a fluoxetina em
produtos oxidados. No entanto, as reacdes em sistema bifasico ndo foram
seletivas, gerando quatro produtos de oxidagao identificados por espectrometria
de massas (exceto o PD 2), conforme discutido anteriormente. Contrariamente,
reacbes em meio homogéneo apresentaram baixas conversdes e alta seletividade,

formando apenas o TFMF, proveniente do mecanismo de O-desalquilacao.
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Figura 89. Distribuicdo, em porcentagem, dos produtos formados na oxidacao da
fluoxetina por H>O, catalisada pelas metaloporfirinas, no sistema bifasico, apés 3 h

de reacéo.

A distribuicdo dos produtos em porcentagem mostra um perfil semelhante
de seletividade para todas as metaloporfirinas, com formacao preferencial do
produto BTMF, benzoato de 4-trifluorometilfenil. No entanto, a metaloporfirina
MnC12 apresentou uma seletividade significativa para o TFMF, cerca de trés vezes
maior quando comparado com as outras metaloporfirinas. Este fato pode estar
relacionado a cadeia alquilica hidrofobica presente nessa porfirina, que pode atuar
como pingas, direcionando o substrato para o sitio ativo de maneira a favorecer a
oxidagao no carbono terciario da fluoxetina, resultando em alta seletividade para o
produto TFMF. Assim, a cadeia alquilica tem um papel semelhante a cadeia
protéica da enzima P450.

Observou-se que as ferroporfirinas apresentaram seletividade e eficiéncia
cataliticas semelhantes as manganés porfirinas.

Estudos prévios com metaloporfirinas no grupo do Prof. Dr. Rocha
Gonsalves indicaram que espécies metalo-hidroperoxo, provenientes da ligacao
do peréxido de hidrogénio ao metal central, podem reagir através de dois

mecanismos competitivos dependendo da quantidade de acido benzéico utilizado
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(Figura 90) [Gonsalves e Serra, 2001; Serra et al., 2004]. Se a quantidade de
acido benzéico for equimolar a quantidade de catalisador, ocorre a formagcao da
espécie metal oxo de alta valéncia (Figura 90, a), e a rota A torna-se dominante.
Na presenca de excesso de acido como co-catalisador, a rota B predomina, com
formacao do intermediario (Figura 90, b) pelo ataque nucleofilico da molécula do
acido a um atomo de oxigénio proximo ao metal, e saida de uma molécula de
agua, facilitada por uma segunda molécula de acido benzéico.
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Figura 90. Mecanismo de formacado das espécies intermediarias em reacdes de
oxidagao de hidrocarbonetos catalisada por metaloporfirinas na presencga de acido

benzbico [Serra et al., 2004].

A formacao da espécie metalo-acilperoxo (b), através da rota B, pode ser
favorecida pelo arranjo especifico do catalisador e do acido orgéanico na regiao de
interface, como mostrado na Figura 91, e leva a maior eficiéncia catalitica quando
comparada com as reacgoes em quantidades equimolares, devido ao aumento de
estabilidade do catalisador [Gonsalves e Serra, 2001; Serra et al., 2004]. Assim,
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no estudo catalitico de oxidagdo da fluoxetina utilizando-se excesso de acido
benzébico verificou-se que a espécie metalo-acilperoxo (b) é reativa o suficiente
para oxidar diretamente o farmaco, sem a necessidade de formagéo da espécie
metal oxo de alta valéncia (a), que é considerada altamente reativa e pode causar
destruicao oxidativa do macrociclo ou do ligante axial. Na presenca de peroxido de
hidrogénio a espécie (a) pode favorecer a formagdo de radicais, que também
podem levar a degradacao do catalisador. Assim, a rota B, envolvendo a espécie
(b), contribui para aumentar a estabilidade do catalisador [Gonsalves; Serra, 2001;
Serra et al., 2004].

ro—Hp/ 0 HD\ fase aquosa
________ F [T T T :-'__________._______'-'__'-'-'-'-'_"
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Figura 91. Esquema de formagéo do intermediario metalo-acilperoxo [Serra et al.,
2004].

O cromatograma da reacao de oxidagao utilizando catalisador de Jacobsen,
em sistema bifasico, € apresentado na Figura 92. Observa-se que a reagéo €
seletiva para formacdao do TFMF. Entretanto, o farmaco nao foi totalmente
convertido em produtos, o que pode estar relacionado a menor quantidade de
peréxido de hidrogénio no meio de reagdo, uma vez que 0 aumento da
concentracao de oxidante promoveu a destruicdo dos complexos salen. Este fato

ocorreu para todos os complexos salen utilizados.

179



Tics Admdn O
a0 ]
|

AR
340000

RO

TFMF | cido farmaco
20000 | benzdico
|

S
EELLLES
e

EELLEL

10303000

R=calalalal

14400300

-iilalsls]

et Elale] |
RO fl

|

1 Il

SO |
AT |

ol
e e T ——

I
|
I P J
o] __.'-.,_l.r-ylrL,-""'; \\:"I‘TI""";-"T"\'—:‘*-_F—[——'.\""‘"'." — — e e e —
A0 00 [ %-1. 1000 1Z. 00 14,00 REEN=T. 1430963 OO

2{Il'.ll'.ll.'1|

Figura 92. Cromatograma da reacao de oxidagao da fluoxetina por H>O- utilizando
o catalisador de Jacobsen, em sistema bifasico.

A Tabela 32 mostra os resultados cataliticos, expressos em termos de
conversdo de fluoxetina, para reagées em sistema bifasico e em meio homogéneo
de DCM/MeOH 1:1.
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Tabela 32. Conversdao da fluoxetina nas reacdes de oxidacao catalisada por
complexos salen, em sistema bifasico e em meio de DCM/MEOH 1:1

Reacédo Catalisador Meio de reacao Conversao da Produto
fluoxetina (%) formado
1 Mn(salen) homogéneo 16 TFMF
2 Mn(salen) bifasico 31 TFMF
3 EDA- sal homogénea 5 TFMF
4 EDA- sal bifasico 18 TFMF
5 EDA- van homogéneo 11 TFMF
6 EDA- van bifasico 27 TFMF
7 EDA- Br homogénea 19 TFMF
8 EDA - Br bifasico 28 TFMF
9 AG-20 homogénea 34 TFMF
10 AG-20 bifasico 47 TFMF

Os complexos salen foram menos eficientes quando comparados com as
metaloporfirinas, tendo em vista que as metaloporfirinas levaram a conversao de
100 % de fluoxetina em produtos oxidados, enquanto os complexos salen
promoveram a oxidacao de, no maximo, 47 % da fluoxetina. A grande vantagem
dos complexos salen esta relacionada ao menor custo destes complexos e a sua
alta seletividade para formagéo do produto TFMF, enquanto as metaloporfirinas
geraram quatro produtos de oxidacdo em sistemas bifasicos. De forma
semelhante ao que se observou para as metaloporfirinas, os sistemas bifasicos
foram mais eficientes que a reagcdo em meio homogéneo para os complexos salen
(Tabela 32, 1,3,5,7,9 versus 2,4,6,8,10).

Dentre os complexos salen utilizados, o catalisador AG-20 foi o mais
eficiente, levando a conversao de 34 % da fluoxetina em meio homogéneo e 47 %
em sistema bifasico (Tabela 32, reactes 9 e 10). A eficiéncia deste complexo se
deve, provavelmente, ao substituinte volumoso, que pode atuar no direcionamento
e orientacdo do substrato para o sitio metalico, onde se localiza a espécie
responsavel pela transferéncia de oxigénio. Observa-se também que o complexo

contendo um substituinte eletronegativo, como o bromo, também favorece a
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atividade catalitica quando comparado com o complexo sem substituintes nos
anéis fenila do salen (Tabela 32, reacao 3 versus 7).

IV.3.C.4 - Oxidacao da fluoxetina utilizando o catalisador de Jacobsen
imobilizado em membranas poliméricas (realizada em conjunto com Rosalva

Marques e Prof. Dr. Marco A. Schiavon)

As membranas hibridas de PDMS/PVA foram também avaliadas na
oxidagdo da fluoxetina utilizando o H.O, e o +BOOH como oxidantes. Os

resultados sao mostrados na Tabela 33.

Tabela 33. Resultados cataliticos para a oxidagcdo da fluoxetina utilizando
catalisador de Jacobsen imobilizado nas membranas hibridas de PDMS/PVA e em

meio homogéneo

Reacao Catalisador Oxidante Rendimento TFMF

(%)
1 Membrana 1 (10 % PVA) H.0, 60
2 Membrana 2 (15 % PVA) H,0, 66
3 Membrana 3 (20 % PVA) H,0, 73
4 Membrana 1 (10 % PVA) +BOOH 100
5 Membrana 2 (15 % PVA) +BOOH 100
6 Membrana 3 (20 % PVA) +BOOH 98
7 Mn(salen) H,0O, 47
8 Mn(salen) +BOOH 62

Condicoes: fluoxetina (2,1 x 10 mol); oxidante (2,45 x 10™ mol); catalisador de Jacobsen (1,25 x
10® mol); nd: ndo detectado; reagcao branco (auséncia de catalisador): nd; rendimento baseado no

farmaco adicionado.

Observou-se que as membranas hibridas PDMS/PVA contendo o
catalisador de Jacobsen foram mais eficientes quando comparadas ao mesmo
sistema em meio homogéneo (Tabela 33, reacado de 1-6 versus 7-8), indicando

que a matriz polimérica protege o catalisador de auto-oxidacdo e dimerizacao,
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além de controlar o acesso do substrato e oxidante ao sitio catalitico através da
sorcao dos reagentes, a qual depende da afinidade do polimero.

O t-BOOH foi o melhor oxidante, com conversao seletiva da fluoxetina em
TFMF para todas as membranas utilizadas (Tabela 33, reagcao 4-6). Este reagente
com carater hidrofébico (grupo t-butil) e hidrofilico (-OOH) apresenta excelente
sorcao nas membranas para as varias porcentagens de PVA, resultando em um
oxidante apropriado para a oxidagdo da fluoxetina tanto para membranas mais
apolares (membrana 1) como para membranas mais polares (membrana 3).
Contrariamente, o H.O. apresenta melhores resultados conforme aumenta a
porcentagem de PVA na membrana (Tabela 33, reacdes 1-3), confirmando os
resultados obtidos com os demais substratos de que este oxidante apresenta

maior afinidade pela membrana mais polar (membrana 3).

IV.3.C.5 - Estudo da Atividade catalitica de uma porfirina base livre na
fotoxidacao da fluoxetina (realizado na Universidade de Coimbra)

Reacbes de fotoxidagdo foram realizadas com o farmaco fluoxetina, pois
este tipo de estudo é freqlentemente realizado no laboratério do Prof. Dr. Rocha
Gonsalves, visando o desenvolvimento de sistemas de oxidagdo mais limpos.
Nestes sistemas o oxigénio é utilizado, evitando o uso de oxidantes téxicos, nao
seletivos e formacao de subprodutos indesejaveis. Este estudo foi realizado com o
objetivo de comparar com os demais sistemas estudados.

A fotoxidacéao foi realizada a temperatura ambiente, usando um fotoreator
construido no laboratério, conforme mostrado na Figura 93, contendo trés
lampadas de 50 W. A solugéo foi irradiada na presencga de um fluxo de ar continuo
e monitorada em fungdo do tempo de reagado. O fotossensibilizador utilizado foi
uma porfirina base livre, a Hx(TDCPP)CI, pois estudos anteriores no grupo de
pesquisa do prof. Dr. Rocha Gonsalves mostraram que esta porfirina é um
catalisador eficiente para reagdes de fotoxidagdo, capaz de gerar o oxigénio

singlete para oxidar diferentes substratos. Esta porfirina base livre apresenta um
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rendimento de oxigénio singlete quando comparado com as

melhor
2002;Ribeiro et al., 2007].

metaloporfirinas [Azenha et al.,

Figura 93. Fotoreator utilizado nas reagdes de oxidacao da fluoxetina.

Existem dois mecanismos de acdo dos fotossensibilizadores sobre os

substratos, mecanismo tipo | e mecanismo tipo Il (Figura 94) [Plaetzer et al., 2008;

Bonnett, 1995; Tanielian et al., 2000].
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Figura 94. Mecanismos de fotoxidagao do tipo | e Il, [Bonnett, 1995; Tanielian et

al., 2000].
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Na Figura 94 observam-se os niveis de energia eletrénico/vibracional da
porfirina (fotossensibilizador). A porfirina € excitada para um determinado nivel de
energia apos ser irradiado através de uma fonte de excitagdo. Como 0s processos
de decaimento nao radioativos, sobretudo as relaxagdes vibracionais, sdo mais
rapidos que os processos de decaimento radioativos, como fluorescéncia e
fosforescéncia, as moléculas excitadas da porfirina decaem por relaxacoes
vibracionais, em geral, ao primeiro estado singlete excitado Si. Deste nivel as
moléculas da porfirina podem decair ao estado fundamental Sy por fluorescéncia
(transicdo Si— Sp do diagrama), e por processos nao radioativos, como
relaxacdes vibracionais e conversdes internas, ou podem sofrer transi¢ées a um
estado triplete excitado via cruzamento intersistemas (transicdo Si— Ty do
diagrama). Neste nivel de energia as moléculas da porfirina podem sofrer
decaimentos radioativos como fosforescéncia (transicdo T1— Sy do diagrama),
retornando ao estado fundamental.

No mecanismo do tipo |, as porfirinas no estado triplete interagem
diretamente com o substrato e/ou solvente, através de reacdes de transferéncia de
elétrons ou de hidrogénio, gerando ions radicais ou radicais, 0s quais reagem
instantaneamente com o oxigénio, produzindo uma mistura de intermediarios de
oxigénio altamente reativos, como radical superéxido (°O2), peréxido de
hidrogénio (H20.),e radical hidroxila (*OH), capazes de oxidar uma grande
variedade de substratos. No mecanismo do tipo Il, os estados excitados tripletes
das porfirinas podem interagir com o estado fundamental do oxigénio (°0,) para
produzir o oxigénio singlete ('O.), através de um processo de transferéncia de
energia nao radioativo. O mecanismo de transferéncia de elétrons é mais eficiente
que o mecanismo de transferéncia de carga, portanto o mecanismo do tipo Il é
comumente dominante [Plaetzer et al., 2008; Bonnett, 1995; Tanielian et al., 2000].

A reacédo de fotooxidagao favoreceu a formagado do composto TFMF como
unico produto (Figura 95), indicando que a porfirina base livre atuou como um bom
fotosensibilizador, capaz de gerar o oxigénio singlete, o qual levou a O-

desalquilacédo da fluoxetina. Este resultado evidencia a grande importancia desse

185



sistema, que utiliza o oxigénio, um oxidante limpo, ambientalmente e
economicamente viavel. Embora a conversao da fluoxetina em TFMF tenha sido
relativamente baixa, 3 % apbs 8 h e 7 % apds 24 h de reacgdo, estes resultados
mostram o potencial deste sistema, uma vez que as condi¢cdes de reacao podem
ser otimizadas para producao de metabdlitos deste e de outros farmacos.
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Figura 95. Cromatograma da reacao de fotoxidagéo da fluoxetina catalisada pela
metaloporfirna Ho(TDCPP)CI.
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V. CONSIDERAGOES FINAIS

Varios estudos tém sido desenvolvidos buscando elucidar o papel da
superfamilia do citocromo P450, a principal enzima envolvida no metabolismo de
farmacos. Metaloporfirinas tém sido empregadas como excelentes modelos do
P450 nestes estudos. Entretanto, pouca atencdo tém sido dada a utilizacdo de
complexos salen, andlogos as metaloporfirinas. Assim, dada essa lacuna e
algumas vantagens dos complexos salen sobre as metaloporfirinas (custo,
facilidade de sintese), o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
catalisadores salen em mimetizar a acdo do P450 na oxidacdo de farmacos
anticonvulsivante e antidepressivo, e comparar os resultados com aqueles obtidos
com metaloporfirinas.

Os resultados mostraram que o catalisador Mn(salen) foi capaz de oxidar os
anticonvulsivantes carbamazepina e primidona, mimetizando a acao da enzima
citocromo P450, resultando na oxidacao seletiva da CBZ a CBZ-EP, que
corresponde ao principal metabdlito no sistema in vivo, e na oxidagcdo da
primidona a FENO e PEMA, que também sdo metabdlitos encontrados em
sistemas bioldgicos.

Na oxidacado da carbamazepina a formagdo do CBZ-EP é dependente do
oxidante e do pH do meio de reagdo. Os oxidantes m-CPBA e t-BOOH mostraram
que a natureza dos substituintes ligado ao grupo —OOH do perdxido exerce
influéncia nos rendimentos de CBZ-EP, sendo que grupos retiradores de elétrons
presentes no m-CPBA favorecem a producédo do epédxido, enquanto grupos t-butil
do +BOOH levam a baixas conversées de CBZ. O uso do H»O, na oxidacdo da
CBZ resulta em mecanismos de clivagem homolitica e heterolitica conforme o pH
da reacao, sendo que em baixos valores de pH existe o predominio da heterdlise,
que corresponde a condigado 6tima para obtencao do epdxido.

A formacao de FENO ou PEMA pode ser modulada na oxidacdo da PRM
em fungdo do oxidante empregado. Assim, a obtencdo do PEMA (principal
metabdlito in vivo) é alcangada utilizando-se peroxidos em meio basico.

Contrariamente, a formacao preferencial do fenobarbital pode ser obtida
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utilizando-se PhlO, em meio &acido. Co-catalisadores e auséncia de oxigénio
também contribuem para a producao do FENO. Assim, conclui-se que através do
controle das condicdes de reacdo € possivel favorecer a sintese do produto de
oxidacao desejado.

A oxidagao da fluoxetina catalisada por complexos salen e metaloporfirinas
produz o p-trifluorometilfenol (TFMF), proveniente de mecanismo de O-
desalquilacdo, além de outros trés produtos quando o sistema bifasico
(metaloporfirina/H2O,) foi utilizado, o qual foi capaz de converter 100 % do
farmaco em produtos. Por utilizar H2O,, este € um sistema considerado limpo, uma
vez que o subproduto gerado pelo oxidante € &agua, sendo o sistema mais
promissor para sintese dos produtos de oxidagao da fluoxetina in vitro. Dessa
forma, os estudos de oxidacdo da fluoxetina catalisado por metaloporfirinas
contribuiram para a identificagcdo de outros produtos de oxidacdo (BTMF e TFP) e
constatar o favorecimento da O-desaquilacdo sobre a N-desmetilacdo, a qual nao
foi observada nos sistemas metaloporfirinicos e, portanto, os catalisadores nao
seguem a rota biomimética (mecanismo N-desalquilagéo) para este farmaco.

O complexo salen apresentou eficiéncia semelhante na oxidacdo dos
farmacos quando comparado com metaloporfirinas consagradas na literatura
como excelentes catalisadores biomiméticos do P450, sendo que a principal
vantagem do Mn(salen) esta relacionado a seu baixo custo, sintese e purificacao
simples em relagdo aos complexos porfirinicos.

Varios sistemas cataliticos heterogéneos baseados em alumina, sélidos
aminofuncionalizados, membranas de quitosana e membranas hibridas
PDMS/PVA foram avaliados com diferentes substratos. Apesar das limitacoes
inerentes a sistemas heterogéneos, a atividade catalitica pode ser potencializada
pelo suporte. Nos suportes aminofuncionalizados verificou-se a dependéncia do
metal e do comprimento da cadeia que liga o catalisador ao suporte; nas
membranas poliméricas é essencial a sorcdo dos reagentes para que ocorra a
oxidagdo. Os resultados mostraram que é possivel modular a polaridade da
membrana polimérica para sorver mais prontamente os reagentes desejados,

tornando a catalise mais seletiva para o substrato de interesse.
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As membranas de quitosana e membranas hibridas PDMS/PVA foram
avaliadas em sistema trifasico, nos quais a membrana se localiza na interface
entre a fase apolar (substrato organico) e a fase aquosa (contendo o oxidante). Os
resultados cataliticos foram excelentes, obtendo-se freqiiéncias de “turnovers” da
ordem de 138 h™', e mostrando-se promissor no desenvolvimento de reatores com
separacgao do substrato e do oxidante pela membrana polimérica.

Os resultados destes estudos revelaram que os complexos salen e as
metaloporfirinas sdo bons modelos biomiméticos na oxidacdo de farmacos,
podendo ser empregados para sintetizar os metabdlitos e fornecer amostras para
testes farmacolégicos e toxicoldgicos, visando elucidagdo de metabolismo de
farmacos, e como uma alternativa aos estudos enzimdticos. Também podera
auxiliar na proposigédo de novas rotas para obtengcdo de novos farmacos, pois
muitas vezes o0s metabdlitos gerados podem ser mais ativos que o0s seus

respectivos precursores.
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