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“We may, | believe, anticipate that the chemistha future who is interested in the
structure of proteins, nucleic acids, polysacchasdand other complex substances
with high molecular weight will come to rely uponnew structural chemistry,
involving precise geometrical relationships amohg &toms in the molecules and the
rigorous application of the new structural prinagsl, and that great progress will be
made, through this technique, in the attack, bymibal methods, on the problems of
biology and medicine.”

Linus Pauling (1901-1994), ao receber seu prémibéllem Quimica (11/12/1954)
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RESUMO

O limoneno é um produto natural da classe dos negeencontrado
abundantemente em plantas citricas e relatadderatlira como um composto com
atividades farmacoldgicas interessantes, entre aféibacteriana, antifangica, anti-
leishmania, nociceptiva e citotdéxica. A presentseteelata a funcionalizacdo do
limoneno utilizando a Sintese Organica em Fasal&@&ia Sintese Organica Classica
(em solucdo). A partir da sintese organica em 8Soluespecialmente atraves das
reacoes de hidroformilacdo e hidroaminometilag@tiveram-se vinte compostos. Os
compostos foram testados para varias atividadesafanl6gicasin vitro, a saber:
antibacteriana, antifingica, anti-tripanossoma #&-leishmania. Destes, dezessete
foram testados para a atividade anti-leishmamniatro contra formas promastigotas de
L. (V.) braziliensise sete apresentaram atividade superior ao farrpantamidina,
utilizado como padréao no teste, com valores dgd@tre 11,5 e 35,6 uM.

Unitermos: limonenol.eishmania braziliensjsQuimica Medicinal.
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ABSTRACT

Limonene is a natural product from the terpene lgmiound in great
proportions in citrical plants, being reported he tliterature as having interesting
pharmacological activities, such as antibacteriahtifungical, antileishmanial,
nociceptive and citotoxic. This thesis reports fbacionalization of limonenevia
Solid-Phase Organic Synthesis and classical solgitase synthesis. Twenty
products were obtained from the solution-phaseopmds, especially from reactions
such as hydroformylation and hydroaminomethylatiime compounds were tested for
several pharmacological activities,g: antibacterial, antifungical, anti-tripanossomal
and anti-leishmanial. Seventeen of those compouwmel®e tested againsh vitro
promastigote strains afeishmania (V.) braziliensignd seven compounds were found
to have greater anti-leishmanial activity thantpemdine, the standard drug used in

this test, presenting kgvalues ranging from 11,5 to 35,6 uM.

Keywords: limonenel.eishmania braziliensjdMedicinal Chemistry.
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ANALISES INSTRUMENTAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Cromatografia Gasosa - CG

A cromatografia gasosa foi feita em um cromatég@fiamadzu, modelo GC-
17A, com um detector de ionizacado de chama (DIQ)paglo com uma coluna DB-5
(30 m x 0,25 mm), pertencente ao Instituto de Qeamdia UFRGS. Hidrogénio gasoso
(fluxo de 1,1 mL/min) foi utilizado como gas deamte. O aparelho foi programado
para iniciar a analise com a coluna estabiliza88 %, depois iniciar uma rampa de
aquecimento de 1%/min até que atingisse 280, mantendo essa temperatura por 10
min (tempo total de analise: 30 min).

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de &ssas - CG-MS

A espectrometria de massas foi realizada em umceépeetro de impacto
eletrénico (70 eV) Shimadzu modelo CGMS-QP5050 esdarSCAN na faixa de 45-
400 daltons, acoplado a um cromatografo gasoso &launGC-17A equipado com
uma coluna DB-17 (30 m x 0,25 mm), pertencentesdnatituto de Quimica da
UFRGS. Hélio foi usado como gas de arraste (flurolgd mL/min). O método

utilizado é o mesmo descrito anteriormente.

Cromatografia solido-liquido

As cromatografias preparativas em coluna foramzadhs com silica-gel 60
(MERCK), na proporcéo de cerca de 20 g de silica fjag de amostra bruta a ser
purificada. As misturas de eluentes utilizadas (@ume) sédo indicadas na Parte
Experimental. As cromatografias analiticas foramaro efetuadas em placas de
aluminio cobertas com uma camada de gel de silick& (MERCK). As revelacfes
foram realizadas com vapores de iodo e/ou com diawo ultra-violeta, que permite

estimar os valores de Rf.
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Destilacao Fracionada

As destilagdes fracionadas foram realizadas em estilador de bolas Biichi
acoplado a uma bomba de alto vacuo BOC Edwardsermente ao Instituto de
Quimica da UFRGS.

Espectroscopia no Infra-Vermelho — IV

Os espectros de infra-vermelho com transformacoes Fdurier foram
realizados em um espectrofotometro marca Shimadedglo DR-8001, pertencente
ao Laboratorio de Andlise e Preparacdo de Padr@&esin8arios (LAPPS), da
Faculdade de Farméacia/lUFRGS. As amostras isoladasas foram misturadas com
brometo de potassio (KBr), de modo a terem a pgdmaproximada de 1,5%. As
amostras de resina eram preparadas com proporg&arapda de 3,5%. As amostras
liguidas foram lidas com o auxilio de pastilhagkdeeto de sodio (NaCl) lavadas com

Hexano antes e ap0s as analises.

Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMRY e do**C foram
realizados em aparelhos INOVA e Varian com seqg@éénde pulsos operando a 300
MHz (*H) e 75 MHz {°C), pertencentes ao Instituto de Quimica da UFRGS.
deslocamentos quimico®)(estdo expressos em partes por milhdo (ppm) @ estd
relacionados ao tetrametilsilano (TMS), utilizadono referéncia interna. O solvente
empregado foi o CDGJl exceto indicacdo contraria. As constantes delaowmto ()
estdo expressas em Hz e as notagdes utilizadan Bwaseguintes: s = singlete; d =

dublete; t = triplete; m = multipleto.

Reacdes em reator de Microondas (MO)

As reacgodes utilizando MO como fonte de energianforealizadas em um forno
doméstico, marca SHARP, modelo CARROUSEL-II, cortépoia nominal maxima
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de 900 W. As reacdes foram realizadas ajustandosséetor de poténcia a magnitude
desejadaife.: para poténcia de 90 W utilizou-se a selecao0dé, & assim por diante).

As reacoes foram realizadas com o frasco reacairato.

Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes utilizados forads aguisicdo, purificados
segundo Perrin (ARMAREGO, W. L. F.; PERRIN, D. Burification of Laboratory
Chemicals New York: Butterworth-Heinemann, 2003, 52. e®8 ®.). Limoneno foi
obtido da ACROS Organics, Bélgica. Oxido de limandni obtido da ACROS
Organics e da ALDRICH (EUA).



CAPITULO 1. INTRODUGCAO GERAL



1.1.0 LIMONENO

O limoneno é um monoterpeno encontrado no dlemesdale varias plantas
citricas, especialmente o limoeiro e a laranjeiPmr apresentar um carbono
assimétrico, o mesmo existe na forma de dois essémeros (Figura 1.1)R{-(+)-
limonenol, encontrado no 6leo essencial da laranja e dwli®d)-(-)-limoneno2,
no Oleo essencial do capim-limdo. A abundancia adegtlantas no Brasil e a
abundancia deste terpeno no 6leo essencial de$sa@imsptornam o mesmo um

produto de facil obtencédo e baixo custo.

5 ¢

(R)-(+)-limoneno  (S)-(-)-limoneno
1 2

Figura 1.1. Estrutura do limoneno e seus dois &sit®ymeros
O limoneno apresenta em sua estrutura quimica ligasdes duplas: uma
endociclica e outra na porcéo isopropenila. Essas thsaturacfes sdo 0s principais

pontos de funcionalizacédo do limoneno, sendo peksdalizar reacdes quimicas com

as mesmas quimiosseletivamente.

1.1.1.0 limoneno como material de partida

Os estereoisomero®) e (S do limoneno sdo encontrados na literatura como

versateis materiais de partida para a sintesevdesds compostos (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Produtos sintetizados a partirifodu (S limoneno

Recentemente o aldeidgs-insaturadd, um precursor util na sintese de outros
produtos naturais, foi sintetizado a partir do l@od. Este terpeno também foi
utilizado como precursor da sintese formal dos ytaxinaturais de origem marinha (-
)-aplysin4 e (-)-debromoaplysif?.

O produto6, um intermediario da sintese da Alociatina B2, posto capaz de
induzir a producdo de fatores de crescimento doldegervoso, foi sintetizado por

Wender e colaboradores a partir do limorfei@ender e Zhang sintetizaram o
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sesquiterpeno (+)-Aphanamol 4, um produto natural com atividade citotoxica

encontrado na casca da plaAfhanamaxis grandifolfa

O endoperoxiddB, relacionado estruturalmente com o endoperoxidarala
Yingzhaosu A, apresentando atividade antimaldricdtro foi sintetizado a partir do
limoneno por Bachi e colaboradores em trés etagasgro endoperoxidd®, também
relacionado com este produto natural, foi sinteltizpor Tokyatsu e colaboradores em
trés etapds

Corey e Davidson sintetizaram a partir do limoneso, 21 etapas, o produto
natural pseudopteroxazolO, um produto obtido do coraPseudopteragorgia
elisabethaeque apresentou atividade vitro contra a bactériaMlycobacterium

tuberculosis.

A y-thujaplicin 11, uma tropolona monociclica de origem natural ctimidade
antibacteriana e antifungica, foi sintetizada atipato limoneno por Soung e
colaboradores em 13 etapas

1.1.2.Atividade antimicrobiana

O limoneno e outros terpenos estruturalmente wwlacios apresentam
interessantes atividades biolégicas. Oleos esssendéaplantas contendo limoneno,
entre outros terpenos, sdo capazes de inibir @ioresto de culturas de bactérias e

fungos, quando testados puros ou em altas concéag.

E importante ressaltar que, mesmo que o limonerja secomponente
majoritario nos 6leos essenciais de algumas plafiiasas (chegando até a proporcao
de 96%]}', é possivel que a atividade dos 6leos seja devida sinergismo entre 0s
varios terpenos presentes nos oleos. Jeongmok Kinloaboradores testaram onze
terpenos isolados contra microrganismos presentas contaminantes de alimentos e
verificaram que, nas concentragcfes testadas, méinmnao inibiu o crescimento de
nenhum dos microrganismos, embora outros terpestat@almente relacionados
como o carvacral2 (Figura 1.3) e o perilaldeidi8 tenham inibido o crescimento dos

microrganismog.



Di Pasqua e colaboradores relataram que a adic&erpenos ao meio de
cultura de algumas bactérias, em concentracdesre¥gae a concentracao inibitéria
minima (CIM), causa alteracBes na composicdo ddoficgraxos insaturados na
membrana dessas bactérias, provavelmente pela idagacdestes terpenos em

interferir na biossintese de acidos graxos destet®iias®,

O

=

OH E
Eé 2

Carvacrol Perilaldeido
12 13

Figura 1.3. Estruturas do carvacrol e do perilaldei

1.1.3.Trabalhos anteriores do Grupo de Pesquisa em SinwsOrganica

Medicinal

Visando a sintese dg-aminoalcoois, um grupo funcional com grande
importancia farmacoldgica e sintética por ser uracprsor da sintese de varios
compostos, Limberger sintetizou a partir do éxido lidhonenol4 (comercializado
como uma mistura dos isbmeros/trans) em reacdo de amindlise com alilamina e
anilina, dois aminodlcooi45 e 16. Nas condi¢cdes reacionais foi possivel obter-se
apenas o aminoalcool oriundo da amindlise do epdxahs permanencendo o 6xido
cis inalterado. A partir do derivado alilaminoalcobb em presenca de P,
sintetizou-se a aziridinh7, enquanto que o éster metilit8 foi sintetizado a partir do
(R)-(+)-limoneno 7. Os produtos inibiram o crescimento da bactdiarococcus
luteusna concentracdo de 15 mg/mL, sendo que o &8t 0 mais ativo no teste. O

limoneno, testado nas mesmas concentracdes, néseapou atividade (Figura 1.4)
16
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Figura 1.4. Sintese de derivados do limoneno pobkrger

Mais recentemente, Ferrarini expandiu esta fardiiaaminoalcoois derivados
do oxido de limoneno, sintetizando 11 aminoalc@opartir de 11 diferentes aminas.
Alguns desses aminoalcoois apresentaram ativida@gsantes como agentes anti-
leishmania, sendo o aminoalcdd (Figura 1.4) o mais ativo, com concentracdo que
inibiu 50% do crescimento da cultura {§Cde 0,408 pM.

1.1.4.Atividade citotoxica e antitumoral

Atividades citotoxicas e antitumorais foram encadéas para o limoneno e
outros terpenos. E relatado na literatura o usolisloneno na prevencédo do
surgimento de tumores em raftS e na reversdo tumores induzidos por agentes
cancerigenos no tecido gastrico de ratos Wfstar

Outro terpeno amplamente mencionado na literatuvaéécool perilico19™.

Este alcool é um dos principais metabdlitos do fiemm e apresenta atividade

[T



farnesiltransferagé envolvida na sintese do colesterol e importansga po
crescimento celular e na diminuicdo da expressagederas??, um gene envolvido na
cascata de sinalizacdo do crescimento celular desado e considerado um

oncogené&.

OH

AN
alcool perilico
19

Figura 1.5. Estrutura do alcool perlilico

Esta atividade antitumoral foi considerada promissa ponto de o alcool

perilico ter sido testado clinicamente na Fa&e 112°%°,

1.1.5.Terpenos e derivados como leishmanicidas

Existem alguns relatos na literatura demonstrandbvalade leishmanicida de
produtos naturais como diterpenosQistus sp’, timol e derivados semi-sintéti¢ds
Oleos essenciais de plantas coMelissa oficinalis Thymus vulgarise Melaleuca
alternifolia® e triterpenos da planta nativa da floresta amaabmolicarpus

dentatus®.

Recentemente, Arruda realizou uma série de expeta®é vitro e in vivo
com parasitas do géneteishmaniae dois terpenos: nerolidol e limoneno. Nesses
experimentos, detectou-se a atividade anti-leisiemdns dois compostos, onde o
limoneno foi capaz de reduzir as lesées em 60-8@8@dimais tratados por via topica
ou intraretal, além de diminuir a carga parasitaaa lesdes. Investigacdes sobre o
mecanismo de acdo do limoneno indicam que 0 mesime a sintese do mevalonato
(um precursor da biossintese de esterdis como terghslanosterol e colesterol),
através da inibicdo da enzimihidroxi-f-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)

sintase ou da enzima HMG-CoA redufise



Como mencionado anteriormente, foi sintetizado exsso laboratério uma
série dep-aminodlcoois que foram testadimsvitro contra formas promastigotas de
Leishmania (V.) braziliensisDois dos produtos apresentaram valores dg, ld@
0,408 = 0,01 e 0,71 £ 0,095 uM, inferiores aos e@atamidina, utilizado como

farmaco de reféncia no tekte

1.1.6.Atividade nociceptiva

O limoneno, quando injetado intraperitonealmenteratos nas doses de 25 e
50 mg/Kg, apresenta um efeito antinociceptivo rsbetelo 4cido acético e no segundo
estagio do teste da formalina; mas ndo no tesfg@ada quente, o que parece indicar
gue o provavel mecanismo de acdo antinociceptivilnimeno seja relacionado com

a analgesia periférica e ndo com o estimulo detess opidide¥.



1.2.OBJETIVOS GERAIS E ESTRATEGIA DE SINTESE

Conforme apresentado anteriormente, o limoneno ¢ tempeno de facil
obtencao, usado como produto de partida na sideederersos compostos organicos e
gue apresenta interessantes atividades farmacatddibserva-se também que outros
terpenos e alguns produtos sintéticos estruturaémegiacionados com o mesmo,
apresentando funcionalizacbes em uma de suas digadplas com oxigénio e/ou
nitrogénio, levam a produtos com uma atividade &nwlogica mais pronunciada que

a do préprio terpeno.

Esta tese insere-se, entdo, nesse contexto, aorpaogeguinte hipotese: a
funcionalizagcdo com aminas de uma ou das duastkgaduplas do terpeno gerara

compostos com uma atividade farmacoldgica maisysrciada que a do limoneno.

Para tanto, empregar-se-a a técnica de SintesaiCagém Fase Solida (SOFS)
para a obtencdo dos derivados bis-funcionalizadéigui@a 1.6), utilizando-se
principalmente compostos nitrogenados. A Sintesgadca em Solucdo sera
empregada para a obtencdo de uma série de comgostisnalizados apenas na
porcdo exociclica do terpeno, utilizando-se amipasarias e secundarias para a

obtencao dos derivados.

_ R,: aminas primarias e
. —> | secundarias, tiodlcoois,
sulfonamidas, azidas, etc.

R,: N-nucledfilos (aminas
primarias e secundarias,
aminoécidos, sulfonamidas, etc.)

Figura 1.6.
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De modo a facilitar a compreensdo do manuscritia, ®ese esta dividida em

capitulos:
Capitulo 1: Introducéo e Objetivos gerais do trabalho;
Capitulo 2: A Sintese em Fase Solida de derivados do limgneno

Capitulo 3: A Sintese em Solucdo de derivados do limonenavédr das

reacOes de hidroformilacdo e hidroaminometilacéo;

Capitulo 4: A avaliacdo das atividades antibacteriana, amgifta, anti-

tripanossoma e anti-leishmania dos compostos iatets;

Capitulo 5: Conclusdes gerais e perspectivas.
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2.1.INTRODUCAO

2.1.1.Quimica Combinatoria

A Quimica Combinatéria (QC) é definida pela IUPAGtérnational Union for
the Pure and Applied Chemistrgu Unido Internacional de Quimica Pura e Apli¢ada
como “o uso de um processo combinatorio para piodazuma série de compostos a
partir de uma série de blocos de construtae possivel definir-se de outra forma a
QC como uma técnica usada na Quimica Medicinal pesmite a sintese e
subsequiente avaliacdo farmacoldgica de uma fad#licompostos, a partir da sintese
da colecdo de compostos simultaneamente, seguidavaiacao farmacoldgica
simultanea desta mesma colecdo. A grande vantagsta tcnica € o ganho de tempo
gue se obtém ao sintetizar-se toda a colecdo dpastas simultaneamente, em vez de
sintetizar-se um composto de cada vez (veja Figung.

Isolamento
(varios compostos ao
mesmo tempo)

Sintese Teste farmacologico

Isolamento

/) {(um composto de cada vez)

{ Sintese

(varios compostos ao (varios compostos ao
mesmo tempo) mesmo tempo)

/ \ Avaliagdo da atividade ‘J

(varios compostos ao mesmo
tempo)

(um composto de cada vez)

o

Sintese organica medicinal tradicional Quimica Combinatéria

Teste farmacoldgico
(um composto de cada vez)

Avalia¢do da atividade

(um composto de cada vez)

Figura 2.1. Comparacao entre a Quimica Combinagbai&intese organica medicinal
tradicional

A quimioteca (do inglé€ombinatorial Library, isto é, a colecdo de compostos
obtida através de uma sintese combinatéria, padebtigla tanto em paralelo (onde
cada membro da quimioteca esta isolado) ou em maiétie grupos de membros ou de
todos os membros da cole¢do). Quanto ao métodmtdse, a mesma pode ser obtida
por meio da Sintese Organica em Fase Soélida (SO $Ela sintese em solucéo (a

sintese organica classica).
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A sintese de uma quimioteca pode ser caracterizadaua natureza altamente
modular, onde normalmente a mesma reacdo, comnteagdiferentes, estd sendo
realizada nas mesmas condicbes em paralelo ou starai Portanto, é importante
gue esses multiplos reagentes também sejam vers@@m grupos funcionais
facilmente transforméveis e/ou com pontos facilmduancionalizaveis. Na Figura 2.2
€ possivel ver um exemplo de uma sintese combiaadér amidas. Nesse caso, 0s
diferentes &cidos carboxilicos e as diferentes asngdio os blocos de construcédo da

sintese que sdo unidos de modo a formar o proohah & amida.

e e
o R
— N2
R '_\ OH HoN \ 7
17U > + 2
Acidos benzdicos substituidos Benzilamidas substituidas
Bloco de construgédo A Bloco de construcédo B

O

AN ONHYNY
Rir— | —R,
= =

Quimioteca de amidas AB

Dois pontos de diversidade
N

Figura 2.2. Blocos de construcdo na sintese condbiaale amidas

De modo a aumentar a eficiéncia da sintese e téacdi tarefa do quimico
medicinal ao lidar com muitas reacdes sendo exéastsimultaneamente, atualmente
a QC apresenta-se com um alto grau de automatiza€distem empresas
especializadas na producao e comercializacdo ttressem paralelo, programaveis e

permitem que se realizem varias reacoes simultagrgam

E importante ressaltar que a QC ndo muda a sirgeg@nica medicinal
tradicional. As reacdes quimicas que ocorrem ndes#n sdo as mesmas,
combinatorialmente ou ndo. A grande diferenca eagrduas técnicas estd no numero
de produtos obtidos no final da sintese planejada epidez com que os resultados

farmacolégicos séo obtidos e avaliados.
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Desde seu inicio, a QC foi utilizada com a Sint@sganica em Fase Soélida
(SOFS), aliando-se assim a facilidade de purificadas intermediarios da rota
sintética trazida pela SOFS com o ganho de tempaxigena sintese das quimiotecas.
Alguns exemplos da unido dessas técnicas sdo desedn de derivados

benzodiazepinicdsoxazolidinona’ p-lactamas e nucleosidedsentre outras.

O tamanho das quimiotecas publicadas na literatwa anos 90 era
normalmente grande (i.e.: com 1000 ou mais comppsttendo-se em mente a
suposicao de que gquanto maior o tamanho da quicaiot€io importando quais grupos
funcionais seriam inseridos na molécula, maiorceence de se descobrir um ndwb
(composto com uma atividade farmacologica marcambemalmente na ordem de
concentracao de nanomolar). Alguns autores critroafortemente essa abordagem,
afrmando que em vez de se aumentar o numero deéhaagucompostos
farmacologicamente ativos) em um palheiro, estavais aumentando a quantidade
de palh& Essas grandes quimiotecas deram lugar a coleg@esres, planejadas com
o auxilio de outras ferramentas da quimica medicimdderna, tais como:
bioisosterismo, bioinformética, simplificacdo malkr, hibridizacdo, entre outras.

Essas quimiotecas sdo chamadafodesed librarie§

Dentre os desafios apresentados na sintese deuimatgca, citam-se alguns:
nem sempre todos 0s membros da quimioteca apredenta mesmo grau de
rendimento e/ou de pureza, 0 que requer que setdagaém, além da sintese, um
trabalho de andlise da quimioteca sintetizada, & também deve ser feito em
paralelo de modo a evitarem-se “gargalos” na destalle novos compostos ativos e
a otimizacao da sintese de modo a obterem-se datpgoem um alto grau de pureza.
A sintese de quimiotecas em misturas também leveéarias problemas, como o
grande numero de falsos positivos nas misturasngiee eram confirmados ao se
sintetizar a mesma quimioteca em paralelo, certiameausado por efeitos sinérgicos
entre 0s varios compostos da mesma, o que fez cena gintese de misturas caisse
em desuso em favor da sintese em paralelo. Aléso,disalto grau de automatizacao
da sintese, analise e ensaios farmacoldgicos idguesira uma sintese combinatoria

requer um alto grau de investimento em equipamentoateriais.
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E conveniente salientar também que a QC ndo temopgtivo direto
“descobrir ou gerar novos farmacos”, mas sim deriiificar, gerar e otimizar novos
hits’, os quais serdo, por sua vez, otimizados atésgjem transformados em um
“candidato a farmaco”. Mesmo ndo sendo seu objepvionordial é possivel,
entretanto, citar alguns exemplos de farmacos apas/para uso terapéutico que sao
advindos da quimica combinatdria, como o antineipiésorafenib20 e o anti-HIV
enfuvirtide’ (21, Figura 2.3).

CI;@\ HN™" Ac-Tyr-Thr-Ser-Leu-lle-His-Ser-Leu-

o) lle-Glu-Glu-Ser-GIn-Asn-GIn-GIn-Glu-
F3C NH | Ny o Lys-Asn-Glu-GIn-Glu-Leu-Leu-Glu-
O)\NH ~N Leu-Asp-Lys-Trp-Ala-Ser-Leu-Trp-Asn- Trp-Phe-NH,

Sorafenib Enfuvirtide
20 21

Figura 2.3. Farmacos originados da Quimica Combiizat

2.1.2.Sintese Organica em Fase Sdlida (SOFS)

A SOFS é uma técnica de sintese organica criad&ploert Bruce Merrifield
em 19642 Essa técnica consiste, resumidamente, em ligaesalentemente o
material de partida de interesse a um polimerdeaneiinsolivel chamado de resina.
Todas as modificagdes e funcionalizacbes planejs@lageitas entdo com o substrato
preso a resina. No final da rota sintética, o satis€ clivado (liberado) da resina e o
produto final € facilmente isolavél Merrifield recebeu o prémio Nobel de Quimica
em 1984 “pelo desenvolvimento da metodologia deesénquimica em uma matriz

polimérica™,

A maior vantagem do emprego da SOFS é a facilidbeurificacdo dos
intermediarios (Figura 2.4). Como a resina é inertesollvel, a etapa de purificacdo
consiste em uma filtracdo, lavando-se a resina solventes de varios graus de
polaridade. Essa facilidade de purificacdo pernetetire outras coisas, 0 uso de
excesso de reagentes de modo a garantir o maidintemnto possivel em cada etapa

sintética. Além disso, na ultima etapa da rotaésicd (a etapa de clivagem) a resina
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continua a ser insoltvel e o produto, que agora selivel, é facilmente isolado, ja
em um alto grau de pureza. A facilidade da etapauldicacdo permite também a
automatizacdo da sintese, especialmente na sieepeptideos, oligossacarideos e

oligonucleotideos.

A + B AB + B
Qﬂ (em excesso) Qﬂ

(excesso que

(sdlido (sdlido nao reagiu)
insoluvel) insoltvel)
@ * A resina, insoluvel,
B B fica retida no filtro

filtracdo

O excesso de reagentes
€ removido na filtragdo

Figura 2.4. llustracdo do processo de purificagiiarda etapa sintética usando SOFS

Com o uso desta técnica, Merrifield foi capaz daesizar peptideos como a
bradicinina (8 aminoacidoS)® e até mesmo enzimas completas, como a Ribonuclease
A (120 amino&cidos). Atualmente, a SOFS é o método de escolha pairteses de
farmacos peptidicos. O antiretroviral enfuvirtti®l, mencionado anteriormente,
apresenta sintese industrial feita em quase sudidamte (99 de 106 etapas)

empregando-se a SOES

2.1.2.1.As resinas

Como mencionado anteriormente, as resinas sao groléninertes e insolaveis
no meio reacional, nas quais o material de pag&idaoplado como primeira etapa da

rota sintética em fase solida.
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Beads

¢ Feixes

......................... ) { Cadela de p0|lest|ren0

...... » | Ligante (linker)

\J

Matriz polimérica

Figura 2.5. Representacdo esquematica da Resindidi@é(adaptado da ref. 13).

Estas resinas sao esferas de tamanho padronizaaimgdas na literatura de
bead$ e normalmente constituem-se (Figura 2.5) de ura#rinpolimérica base,
ligacOes cruzadagoss-linkej e o ligante propriamente ditbnker). As cadeias do
polimero base (normalmente compostas de polies)irsfio ligadas umas as outras
pelas ligacGes cruzadas, dando as resinas suatecaticas mecanicas. Normalmente
o ligante cruzado é divinilbenzeno e a proporc¢atedeligantes reticuladores na resina
normalmente ndo é superior a 2%, sendo entdo essiaas denominadas resinas de
poliestireno/divinilbenzeno (PS/DVB). A naturezaimica do ligante determinara
qual o tipo de resina com a qual se trabalharénbéen definir4 quais as estratégias de

acoplamento e clivagem que serdo empregadas Braesint

Entre as resinas de PS/DVB destacam-se as resiasidid 22, Wang23 (as
duas mais utilizadas na SOFS e nomeadas assim m@nAgem a seus criadores),
Cloro-Tritila 24 e BAL-linker 25 (Figura 2.6).
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7/\@ Qﬁo/©/

Resina Merrifield Resina Wang
22 23

) © NHK/\/O SN
NH
m J<C| 5 o

© Resina BAL
25

Resina Trityl - Cloro
24

Figura 2.6. Alguns exemplos de resinas constituil@aBS/DVB (a por¢éo reativa das
mesmas esta realcada na figura)

Existem também resinas que além de serem consstuite PS/DVB
apresentam um espacador (normalmente polietileswykntre o polimero e o ligante.
Isto permite que estas resinas sejam compativers smventes de polaridade alta
(dgua, etanol, etc.), ao contrario das resinasdB\VB, compativeis com solventes de
polaridade média (diclorometano, cloroférmio, tettiaofurano, dimetilformamiday-
metilpirrolidona, etc.). Estas resinas com poketdglicol (abreviadamente PS/DVB-
PEG), disponiveis no mercado sob os nomes comertaitaGel, ArgoGef’, entre
outros, apresentam os mesmos ligantes das resnBS/M®VB. Contudo, a presenca
de PEG nestas resinas torna-as mais suscetivaispamentos da cadeia do espacador

em condicGes reacionais fortemente acidas ou Is&Sica

A compatibilidade das resinas com determinadosestdg esta ligada a uma
propriedade fisico-quimica das mesmas. Ao seremesd&das em solventes, as
mesmas sao capazes de sofrer um intumescimemellilg e, dependendo do
solvente, esse intumescimento pode ser maior owmiia literatura convenciona-se
gue “bons” solventes para uma determinada resmas&olventes capazes de causar
0 maior intumescimento possivel nas mesmas. Esgmascimento € crucial para

permitir uma melhor difusdo do solvente e dos regedentro da matriz polimérica,
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garantindo o sucesso das reacfes. Solventes “lpama’as resinas de PS/DVB séo
solventes que apresentam polaridade mediana, tarso:c tetrahidrofurano,
dimetilformamida,N-metilpirrolidona, dimetilsulféxido, diclorometanentre outros.
“Bons” solventes para as resinas de PS/DVB-PEGssé&@ntes de polaridade alta,

como agua, etanol, acetonitrila, metanol, acidmiéo, entre outros.
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2.2.0BJETIVOS

Conforme apresentado na introducdo deste manysaritbmoneno é um
produto de partida, de facil obtencdo e baixo custém disso, este terpeno e seus
derivados apresentam atividades farmacoldgicas @urnam um interessante
composto a ser usado como bloco de construcdontesside derivados visando
compostos com atividades farmacoldgicas marca®®srabalhos anteriores do nosso
grupo de pesqui$amostram, de forma preliminar, que modificacGes wma das
olefinas do mesmo geram derivados com uma atividatienicrobiana superior a do

proprio limoneno.

Considerando-se que derivados com funcionalizagho apenas uma das
olefinas do limoneno apresentam uma atividade feohdgica maior que a do proprio
terpeno, o objetivo deste capitulo é sintetizar goienioteca de derivados dB)((+)-
limoneno 1, utilizando a SOFS como técnica de sintese e inardderrifield como
suporte soOlido. Essa quimioteca apresentara ambadefinas funcionalizadas com
nucleodfilos e outros derivados, e modo a verifemrse as modificagcdes planejadas
gerardo derivados com atividades farmacoldgicass npapnunciadas que a dos

produtos ja mencionados.
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2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1.Detalhes da estratégia original

Visando, como detalhado nos objetivos deste capiausintese de derivados do
limoneno com funcionalizacbes em ambas as olefinlizando-se a SOFS como
técnica de sintese, era necessario que uma dagaseleflo limonenol fosse
funcionalizada com um grupo acido carboxilico, dmlma realizar-se o acoplamento
na Resina Merrifield utilizando a técnica classitea acoplamento para esta resina
(Figura 2.7.). Com a derivatizacdo regiosseletigalichoneno na forma de éster,
procedeu-se para a funcionalizacdo da outra oledirm obtencdo da quimioteca

planejada.

>..

: HO | o |
> ¥ [~
1

A

Figura 2.7. Detalhes da estratégia original deesint

2.3.2.Estratégia “A”: sintese do bloco de construcdo cono grupo acido

carboxilico

Optou-se pela estratégia de realizar-se a hidratgéo do limoneno, seguida
da oxidacéo do aldeido obtido a 4cido carboxil@@m ligacdo da resina na forma de

éster.
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A reacdo de hidroformilacdo € uma reacédo na qpaktir de uma olefina, CO,
H, e um catalisador baseado em Rédio ou Cobaltojebéeum aldeido com um
carbono a mais que a olefina usada como produtpaidtda. Essa reacdo sera

discutida em detalhes no Capitulo 3 desta tese.

O (R)-(+)-limoneno 1 foi entdo hidroformilado (Esquema 2.1), gerando o
aldeido26 como produto. A hidroformilacdo (como sera distmtcom detalhes no
capitulo 3) permitiu a obtencédo do aldeRibde forma quimio e regioseletiva, mas
ndo enantioseletiva, pois a insercdo do hidrogéaidigacdo dupla exociclica ndo €

estereoseletiva, gerando o alde2éacomo uma mistura de diastere6meros.

RhHCO(PPh,),, CO (20 bar),
H, (20 bar), THF, 100 °C, 5 h
90% o]

H

26

Condigbes: CrO,/H,S0,/H,0, acetona,
temp. ambiente; ou Ca(CIO),, THF/H,O
1:1, temp. ambiente, 4 h; ou PCC,

PdCL,(PPh3),, PPh,,
p-TsOH, CO (50 bar),

0,
Metanol, Tolueno, 100 25%

- -

°C,24h DMSO, temp. ambiente, 12 h; ou L,
KOCH, Etanol, temp. ambiente, 4 h.
1) NaOH 3M, temp.
ambiente, 16 h;
O : 2) HCI 1M
H3COJ1J?/%‘* % o ™
HO)J\/-%H‘
27

Esquema 2.1

Apbs vérias tentativas com protocolos diferentesxddacao do aldeid@6 ao
respectivo &cido carboxilic@7, como a oxidacdo de Jones (@H)SO/H.0)*,
hipoclorito de célci&f, PCC/DMSG® e o protocolo de Yamada,,(IKOH, EtOH¥*,
nao foi possivel observar, nem por espectroscopidanfravermelho (IV) ou por
Ressonancia Magnética Nuclear do prott-RMN) e do carbono-13C-RMN) a
transformacdo do grupamento aldeido em &cido céidmxAlém disso, durante a

oxidacao do aldeido com o protocolo de Jones obses& pelo IV e poH-RMN que
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o aldeido isolado como produto ndo apresentava Braissua estrutura a olefina

endociclica.

Para contornar esse problema, optou-se por madificastratégia inicial,
realizando a metoxicarbonilagdo do limondnambtendo-se entdo o éster metili®
(Esquema 2.1) como produto. A reacdo de metoxiciegdo é uma reacdo na qual, a
partir de uma olefina, CO, um alcool e um catalisdthseado em Paladio, um éster &
obtido como produto. Embora a reacédo tenha ocoeitoalgumas tentativas com
sucesso, esta reacao ndo se apresentou confi@arbou sua reprodutibilidade, pois
ndo foi possivel obter-se os rendimentos do prétoestabelecido na literatiffa
Modificacdes no protocolo experimental levaram &enbdo do éster desejado, mas
com um baixo rendimentaa. 25%. Através da hidrélise do éstH8, obteve-se o
acido carboxilico27, mas devido a falta de reprodutibilidade da reagdmws seus
baixos rendimentos, optou-se por ndo usar estadadpem para a obtencdo dos

derivados planejados.

O espectro no IV dd8 mostra uma banda em 1740 troaracteristica da
carboxila de ésters. O espectro #&RMN mostra um singlete e = 3,5 ppm
caracteristico de grupos metoxila (-O outro singlete e = 5,35 ppm, atribuido
ao proton da olefina endociclica. O sucesso dalsdrdel8 levando ao acid@7 é
comprovado pelo 1V, que mostra o desaparecimentzadda em 1740 cim(atribuida
a carboxila de ésteres) e ao surgimento de umaabkanga entre 3540-3000 &m
atribuida & hidroxila do &cido, e em 1709 'croaracteristica de acidos carboxilicos
alifaticos. Igualmente peltH-RMN com o desaparecimento do singlete &m 3,5
ppm, o0 aparecimento de um singlete &m 10,15 ppm, atribuido ao préton da fungéo
COOH e a manutencao do singlete &m5,35 ppm.

2.3.3.Estratégia “B”: acoplamento via Resina Merrifield com ligante

amina
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Devido aos problemas apresentados pela estratégia detalhados
anteriormente, decidiu-se por explorar a versatla funcional do aldeid@6,

realizando o acoplameniia uma aminacéao redutiva.

Para realizar esse acoplamento, a Resina Merri#i2lfoi funcionalizada e
transformada em uma resina modificada com um legarninometileno28. A
estratégia sintética escolhida foi a substituicaalaofilica do cloro por um
grupamento azida seguido da reducdo da mesma ifenilfivssfina e agua (reacdo de
Staudinge?, Esquema 2.2). A azidacdo & foi realizada sob irradiacdo de

microonda&’, em um tempo total de reacido de apenas 9 minutos.

1) NaN; (3 eq.), NH,CI (3 eq.), DMF,
microondas (90 W), 10 min;

2) PPh, (7 eq.), THF/H,O 1:1, uma

QACI noite QANHZ

22 28

Esquema 2.2

O aldeido26 foi acoplado a Resina Merrifield modifica@& através de uma
aminacao redutiva, usando acido acético como sathlr da etapa de condensacéao e
cianoborohidreto de sédfbcomo agente redutor, obtendo-se a amina secundaria

acoplad&29 como produto (Esquema 2.3).

AcOH (cat.), NaCNBH,
(0,5 eq.), DMF, 60 °C, 18 h

O : :
H
28 26

29

Esquema 2.3

A amina secundaria acoplada a res?@doi entdo tratada com o peracide
clorobenzoico fiCPBA)?, transformando a ligacdo dupla endociclica em paxido.
Este epdxido obtido foi prontamente aberto utildase azida sodica como

nucleodfilo, gerando o azidoalco8D como produto (Esquema 2.4). A presenca do
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grupo azida no produto foi facilmente verificadaaaés do IV, que mostrou uma

banda em 2095 ci caracteristica do grupo azida.

1) mCPBA (5 eq.), CH,Cl,, 48 h, OH
temp. ambiente; N

2) NaN, (2 eq.), DMF, microondas
(90 W), 15 min., ou refluxo, 48 h;

OANH’\/‘% > OANH’\/'"m

29 30

Esquema 2.4

O azidoalcooBO foi acetilado com o emprego de cloreto de acatldendo-se
a amida31 como produto (Esquema 2.5). Observou-se nessa,efap IV, o

surgimento de uma banda em 1680'coaracteristica de carbonilas de amidas.

OH
OH N3
N3
AcCl (1 eq.), DMF, 30 min.,

: temp. ambiente; Q/\NM
>~ >
o By

30 31

Esquema 2.5

A proxima etapa — a etapa de clivagem — foi baseadaa estratégia de
clivagem de aminas acopladas a resina BAL-liftkeEssa clivagem baseia-se na
acetilacdo de uma amina secundaria seguida dagetivala mesma, liberando em
solucdo uma amida monossubstituida. Essa clivageradlizada em meio fortemente

acido (Esquema 2.6), porém sem sucesso.
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OH

TFA/CH,CI, 1:1, 3 h,
temp. ambiente 0

QANM X > /U\NHW

31

Esquema 2.6

2.3.4.Estratégia “C”: Uso do &cido bromoacético como bloz de
construcéao adicional

Apés os problemas encontrados na estratégia “Bolves-se retornar ao
acoplamento a Resina Merrifiel@2 utilizando um &cido carboxilico. Para tanto,
devido seu baixo custo, facilidade de manuseio ¢polum composto organico soélido)
e pelo fato de que o mesmo tornar-se-ia no decal@esintese, um residuo de

aminoacido, escolheu-se o acido bromoacético cemgente.

O acido bromoacético foi acoplado a Resina Meldfg2, usando o protocolo
classico desta resina, levando ao haloéster acoBBfEsquema 2.7). Essa reacao foi
realizada tanto sob irradiacdo de microondas emib@tos, quanto com agitacao a
temperatura ambiente durante 5 horas, ambas formompanhadas através de
resultados indicativos do teste colorimétrico malb com o reagente 4-(4'-
nitrobenzil)-piridina (NBPY". Resumidamente, este teste funciona a partiratz#icedo
NBP com um haleto de alquila, formando um piridigie® apresenta uma coloracao
roxa intensa (ver segao 2.4.2.2).

Acido bromoacético (2 eq.),
Cs,CO; (0,5 eq.),
microondas, (90 W), 10 min.,

O
temp. ambiente, 5 h. Br
Q/\CI ou temp. ambiente, _ Q/\O)K/

22 33

Esquema 2.7
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A amina secundaria derivada do limoneB4) obtida através da reacdo de
hidroformilacdo do limoneno na presenca mkeropilamina (reacdo a qual sera
discutida mais amplamente no Capitulo 3 desta feselilizada como nucledfilo na
substituicdo nucleofilica entre a mesma e o hatoéatoplado33, levando ao

aminoéster substituido e preso a reShé&Esquema 2.8).

trietilamina (2 eq.), 0 H

Q DMF, 60 °C, uma noite :
QAOJ\/B" T OSIN g QA O)K/N\/‘%
33 35

34

Esquema 2.8

O aminoéster acopladb foi epoxidado e subsequentemente tratado com azida
sbdica, gerando o azidoalco®b. A presenca do grupo azida no produto final foi
confirmada por IV ¢a 2095 cni) (Esquema 2.9).

OH
1) mCPBA (5 eq.), CH,Cl,, 48 h,

. N3
temp. ambiente;
2) NaN; (2 eq.), DMF, microondas

0] : i :
OJ\/NW (90 W), 15 min., ou refluxo, 4tih Q/\OJ\/NW
(3 35 36

Esquema 2.9

Nao foi possivel, entretanto, clivar-se o produdicresina através de protocolos
de clivagem em meio béasico (Esquema 2.10) ou aqHequema 2.11).
Monitoramento por IV mostrou que apds as tentatidasclivagem a molécula
continuou acoplada a resina. Tentativas de clivea@em protocolos mais enérgicos
(i.e.: uso de temperatura, meios basicos e acidis fortes) causaram a degradacédo

da resinad6 e/ou da pequena quantidade de produto isolado.
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OH OH
N3 N
o MeONa/MeOH 0,5 M, o \\‘
: CH,CI,, temp. ambiente, 3 h ;
N - 2M'2 :
36 37

Esquema 2.10

OH OH

N3 N3
TFA/CH,CI, 1:5, temp. H
ambiente, 2 h O :

O :
QAOJ\/NW X > HOJ\/N—\/%
36

Esquema 2.11

2.3.5.Estratégia “D”: aminoacidos e aminacdes redutivas

Outra estratégia experimentada baseou-se em elesnadds estratégias
anteriores, utilizando aminoacidos como blocos desttucdo e uma estratégia de

acoplamento ao limonenaga aminagéo redutiva.

Dois aminoéacidos protegidos com o0 grupo protetoradenas Fmoc (9-
fluoren-9-ilmetoxicarbonil) a saber: glicir@ e fenilalaninad0 foram acoplados em
paralelo (Esquema 2.12) a Resina MerrifidRl Neste acoplamento a troca da base
(CsCOs) por outra de custo menor {BO;) foi realizada com sucesso. O grupo
protetor Fmoc foi removido com o uso de piperifindevando aos aminoésteres
derivados da glicina e fenilalanidd e 42, respectivamente.

1) K,CO, (1,5 eq.), KI (1 eq.),
DMF, 14 h, temp. ambiente;

Q 2) Piperidina/DMF 1:5, 30 min., Q
Q/\CI + HO)K(NHFmOC temp. ambiente Q/\O)K(NHZ
22 Ri R4
39:R,=H 41:R,=H
40:R, =Bz 42:R, =Bz

Esquema 2.12
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O aldeido43, obtido através da hidroformilacdo do 6xido deoliv@nol4, foi
acoplado em paralelo aos aminoéstdfes 42 via aminacao redutiva, utilizando acido
acético como catalisador da etapa de condensac@amaborohidreto de sddio como
agente redutor, levando aos epoxiddse 45, respectivamente (Esquema 2.13). O
sucesso da aminacao redutiva foi verificado coestetcolorimétrico de Kaisér que
utiliza ninhidrina como reagente e é amplamentezatio para verificar o sucesso do
acoplamento de aminoacidos em SOFS. Esse testxifesp para aminas primarias

alifaticas, permitiu acompanhar o andamento da agéim redutiva.

0]
o 0
AcOH (cat.), DMF, 60 °C,
0 4 h., depois NaCNBH, O :
NH, 0 ™ (2,5 eq.), 60 °C, 16 h. NH—_ -,
@ o " 1 - @
R, H Ry
4:R, =H 43 MR, =
42:R, =Bz 45:R, =Bz

Esquema 2.13

Para a abertura dos epéxidbse 45, optou-se por uma estratégia modificada.
A abertura de um epdxido é uma reacdo que requenatmente condicdes mais
energéticas para seu sucesso, sendo necessarialmente o uso de um grande
excesso do nucledfilo (p. ex.. aminas) ou algunalisador (p. ex.. agdd. A
amindlise de um éster, gerando uma amida, requodyéia condicbes forcadas, mas
mais brandas do que as da amindlise de um aneidep@u seja, em situacdes como
as dos produtod4 e 45, € possivel postular que se as mesmas forem sidbet
condicdes de amindlise do grupo epodxido, a amiedles grupo éster ocorrera
primeiro, gerando amidas e depois a amindlise daidp, jA em condi¢cdes de sintese

em solucao.

Portanto, optou-se por realizar a amindlise de amdm funcbes (éster e
epo6xido) ao mesmo tempo, utilizando-se microondasocfonte de aquecimentone
propilamina como nucledfilo, de modo a se obtepoexiutos na forma de amidas.

Apoés a reacdo (Esquema 2.14), as analises nostpsodolados mostraram que
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mesmo nhas condi¢cdes empregadas, apenas a amidalissmcao éster ocorreu; ou

seja, os produtos isoladds e 47 sdo epoxidos.

@) @)
N-propilamina (10 eq.),
H,O, microondas (270 W),
Q : 15 min. 9 :
Ry Ry
44:R, = 46: R, =H
45:R, =Bz 47:R, =Bz

Esquema 2.14
2.3.6.Estratégia “E”: Hidroformilacdo diretamente na resina

Apos os problemas encontrados nas estratégiasoseseresolveu-se inverter a
ordem de algumas das reacdes da rota sintéticajatn de modo a evitar os
problemas com a amindlise do epéxido e do éstea Rato, realizou-se primeiro a
amindlise do 6xido de limoner} usando a glicina acoplada a Resina Merrifi&ld
como nucledfilo e agua como catalisador da rede&ando ao aminoalcool acoplado
48 (Esquema 2.15). A vantagem desta abordagem eg@cedes anteriores consiste no
fato de que nessas condicdes apenas o isd@maede 14 reagé’, sendo o isdbmerb5
removido por simples filtragbes. O sucesso desteae foi comprovado com o teste
colorimétrico de Kaiser, que comprovou no final d&8 horas de reacdo o
desaparecimento de aminas primarias livres no ne@icional. O teste de Kaiser € um
teste classico utilizado para a deteccdo de anpniasarias, utilizando ninhidrina

como reagente identificador (ver 2.4.2.1).

O

Q@  Ho
NH
H,O (cat.), DMF, N

Q/\O)K(NHZ + : refluxo, 48 h
H PZaN

41 14 48

Esquema 2.15
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A hidroformilacdo da olefinal8, entretanto, ndo foi realizada com sucesso
(Esquema 2.16). Esta reacéo foi executada tantoac@sina separada fisicamente do
agitador magnético (com o uso de um cartucho del{#po) como com a mesma
diretamente em contato com o agitador. Os espedé&rd€ da resina antes e depois da
reacao ndo apresentam diferencas. Nenhuma dassbainitaiveis ao grupo aldeido,
como a banda de carbonila em torno de 1710 oma banda de C-H em torno de
2750-2800 cril, foram detectadas.

O 0
NEO RhHCO(PPh,), (cat.), CO (20 bar), Nl'jl'o
QAO H, (20 bar), THF, 100 °C, 24 h. QAOJS/
H H

X > 'e)

48 49

Esquema 2.16

2.3.7.Consideracdes sobre a etapa de clivagem

Nas estratégias detalhadas acima, diversos protdel clivagem tentados néo
levaram & separacdo dos produtos da resina. Qautosed’ relataram problemas na
clivagem, especialmente com o uso do acido triflaoético (TFA) como reagente,
mas foram capazes de resolver as dificuldades cétdws alternativos, dos quais
alguns foram testados, a saber: HCI 2 mol/L em*fHfidroxido de sédio 2 mol/L em
etanot?, e carbonato de potassio em uma mistura de THfu&°atodos sem sucesso.
De um modo geral, nas clivagens com TFA ou ndoliservada a clivagem (TFA 20-
30% em CHCI,) ou apenas uma pequena fracdo da quantidade detpresperada
era recuperada (TFA 50% em &,). Nas reacOes onde foi possivel isolar-se uma
quantidade suficiente de produto para realizar-espectro déH-RMN, observou-se
gue o padrao dos picos do anel de 6 membros damdinmestava diferente, o que
indicou que nessas condicdes fortemente acidasodsitps foram degradados, o que
foi observado também durante a oxidacdo do ald2&lao acido carboxilic@7.

Outros trabalhos do laboratério com o limoneno emsef sélidd mostraram
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igualmente a degradacéo deste terpeno duranteagein, confirmando a dificuldade

de sua utilizacdo em SOFS.
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2.4. EXPERIMENTAL

2.4.1.Protocolos sintéticos

2.4.1.1.3-(4-metilciclohexen-3-il)butanal 26

Uma mistura de R)-(+)-limoneno1 (1 mL, 1,19 g, 8,73 mmol), catalisador
HRh(CO)(PPh); (11,48 mg, 0,0125 mmol, 0,143 mol%) e THF (10 nitdam
colocados sob argbnio em um reator autoclave pieagdo com 20 bar de CO, 20 bar
de H e aquecido com banho de 6leo de silicone comgigitanagnética a 10C por
5 horas. Apos este tempo o reator foi esfriadod&pta corrente, despressurizado e a
mistura reacional foi passada em uma coluna dm&sii mistura obtida da coluna foi
seca em bomba de alto vacuo coap de nitrogénio liquido para remocao do solvente
e dos produtos leves. Rendimento (CG-DIC): 95% dieento isolado: 90%.

IV (cm™): 2780, 1728.

Espectrometria de massas: 166,40,(®)81).

'H-RMN: (300 MHz, CDC}, ppm): 0,95 (3H, dJ = 8,6 Hz, H-4), 1,35 (3H, m, H-2'a
+ H-6), 1,65 (3H, s, 4'-C}}, 1,8 (1H, m, H-3), 1,98 (3H, s, H-2'a + H-5") 25, (1H,
m, H-2a), 2,5 (1H, dd) = 22,3 Hz, 5,7 Hz, H-2b), 5,36 (1H, s, H-3), 9,@H, s, H-
1).

3C-RMN: (75 MHz, CDC}, ppm): 16,6 (C-4%), 17 (C-4*), 23,5 (4'1&), 26,5 (C-6),
28 (C-2), 29 (C-5), 30,5 (C-3%), 30,8 (C-3%), 3Z-5"), 38,5 (C-1"), 48 (C-2%), 48,3
(C-2%), 120,5 (C-3"), 134 (C-4"), 225 (C-1).
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2.4.1.2 Acido 3-(4-metilciclohexen-3-il)butandico 27

Uma solucdo de NaOH 3 mol/L em agua (3,5 mL, 10ytotphfoi colocada gota
a gota sobre o éstéB (678 mg, 3,5 mmol) e esta mistura foi agitadamptratura
ambiente por 16 horas. Apds este tempo a mista@omal teve seu pH ajustado a 4
com HCI 1 mol/L. A solugao tornou-se uma suspersivanquicada. Esta suspenséao
foi extraida com 7 porcbes de hexano (volume de gaucdo: 5 mL). As fracdes
organicas foram combinadas, secas com sulfato die,sfiitradas e o solvente foi
removido por evaporacdo rotatéria, obtendo-se wo de coloragcdo amarelo-clara.

Rendimento (isolado): 85%.
IV (cm™): 3540-3000 (largo), 1709.
Espectrometria de massas: 182,30,(8)64).

'H-RMN (300 MHz, CDC}, ppm): 0,95 (3H, m, H-4), 1,3 (2H, m, H-1’ + H-§/4.,45
(1H, m, H-6'b), 1,6 (3H, s, 4-CH), 1,7 (1H, m, H-2’b), 1,95 (4H, m, H-3 + H-2'a +
H-5), 2,15 (1H, m, H-2a), 2,45 (1H, dd,= 21,7 Hz, 5,7 Hz, H-2b), 5,35 (1H, s, H-
3), 10,15 (1H, s, H-1).

13C-RMN (75 MHz, CDC}, ppm): 16 (C-4), 22 (4'-83), 25 (C-6'), 27 (C-2’), 29 (C-
5'), 31 (C-3), 34 (C-1"), 38 (C-2%), 39 (C-2*), 12€-3’), 134 (C-4"), 180 (C-1).

2.4.1.3.3-(4-metilciclohexen-3-il)butanoato de metila 18



39

Uma mistura de R)-(+)-limoneno 1 (1,6 mL, 10 mmol), catalisador
PdCL(PPh), (70,14 mg, 0,12 mmol, 1 mol%), metanol (1 mL, 2437mol),
trifenilfosfina (79 mg, 0,3 mmol) e acidmtoluenosulfénico (38 mg, 0,2 mmol) foi
colocada sob argonio em um reator autoclave prieasior com 50 bar de CO e
aquecido com banho de éleo de silicone com agitagagnética a 100C por 24
horas. ApOs este tempo o reator foi esfriado sala &prrente, despressurizado e a
mistura reacional foi passada em uma coluna deasidieca sob vacuo e o residuo
oleoso foi purificado por cromatografia em colunaando Hexano e depois Acetato
de Etila como eluentes). Rendimento (CG-DIC): 28%ndimento (isolado): 25%.

Espectrometria de massas: 196,30,(0)55).
IV (cm™): 2970, 1740, 1240.

'H-RMN (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, dJ = 8 Hz, H-4), 1,3 (4H, m, H-1’ + H-
2'a + H-6'b + H-3), 1,65 (3H, s, 4-CHl, 1,75 (1H, m, H-6’a) 1,95 (3H, s, H-2'a + H-
5), 2,15 (1H, m, H-2a), 2,4 (1H, dd, = 16,1 Hz, 4,35 Hz, H-2b), 3,65 (3H, s, -
OCH), 5,35 (1H, s, H-3)).

13C-RMN (75 MHz, CDC}, ppm): 16 (C-4), 24 (4'-83), 27 (C-6'), 29 (C-2’), 31 (C-
5'), 34 (C-3), 38 (C-1"), 39 (C-2), 51 (-04), 120 (C-3'), 134 (C-4), 174 (C-1).

2.4.1.4.Resina Merrifield modificada com ligante aminometieno 28

Azidacao da resina MerrifieldUma grama (1000 mg, 2,5 mmol) de Resina
Merrifield 22 (ACROS Organics, Bélgica) e 179 mg de azida so@céd mmol, 1,1
eq.) foram suspensas em 8 mL de DMF dentro de astcdrErlenmeyer e colocadas
em um forno de Microondas por 9 minutos a 10% déarmia maxima (aprox. 90 W).
Apos esse tempo o frasco foi resfriado a tempexambiente, e a resina foi filtrada
em funil sinterizado G3 ou G4 com 3 porcdes de 1L0dm THF, agua e éter etilico e

seca em estufa a vacuo.

IV (cm™): 3000-3100, 2800-3000, 2087, 1601, 1450.
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Reducao de Staudingek resina obtida da reac&o anterior foi suspensdldF
e nessa suspensao adicionaram-se 1,972 g dg¥Fe&duiv., 7,5 mmol) e a mistura foi
agitada por uma noite. ApOs esse tempo adiciondursk de agua destilada e deixou-
se agitar a mistura por mais duas horas. A resirfdtfada em funil sinterizado com 3

porcdes de 10 mL de THF e éter etilico e seca @ufaes vacuo.

IV (cm™): 3000-3100, 2800-3000, 1601, 1450.

2.4.1.5.Sintese da amina secundaria acoplada 29

Em um baldo de duas bocas acoplado com um conderfeaam adicionados
200 mg da resin28 (0,5 mmol de amina), 91 mg do aldei@6 (1,2 equiv., 0,55
mmol), 18 mg de cianoborohidreto de sddio (0,2750mr,5 eq. em relacdo ao
aldeido), duas gotas de acido acético (o suficipata o pH do meio reacional estar
em torno de 5, conforme indicador universal) e 5daelLDMF. O balédo foi aquecido
com banho de éleo de silicone e mantido a temperalel 6°C por 18 h. Apds esse
tempo o sistema foi resfriado, a resina foi filaaem funil sinterizado com 3 porcdes

de 10 mL de agua, etanol e éter etilico e secasanfaea vacuo.

IV (cm™): 3000-3100, 2800-3000, 1601, 1450.

2.4.1.6.Sintese do azidoalcool acoplado 30

Epoxidacdo 200 mg da amin29 (0,5 mmol) foram suspensas em 5 mL de
diclorometano. A essa suspenséo foram adiciona®bsg demCPBA (2,5 mmol, 5
equiv.) e a mistura foi agitada a temperatura amtbipor dois dias. Durante o curso
da reacdo ocorreu a precipitacdo de um sélido brgpmvavelmente o acidor
clorobenzadico, que é insolavel em diclorometanopOo#\ esse tempo a resina foi
filtrada com 3 por¢cdes de 10 mL de etanol, dicletano e éter etilico e seca sob

vacuo.

Aziddlise do epOxidoA resina proveniente da epoxidacéo foi suspenss e

mL de DMF em um frasco de Erlenmeyer, adicionoSemng de azida sodica (1
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mmol, 2 equiv.) e a mistura foi aquecida por 15utos em um forno de microondas a
10% da poténcia maxima (aprox. 90 W). Apos ess@aemfrasco foi resfriado e a
resina foi filtrada em funil sinterizado com 3 pies de 10 mL de agua, etanol e éter

etilico e entdo seca sob vacuo.

IV (cm™): 3600-3000 (largo), 3000-3200, 2800-3000, 208011 1450.

2.4.1.7.Sintese do azidoalcod\-acetilado 31

Em um frasco de Erlenmeyer foram adicionados 200 dogazidoalcool
acoplado29 (0,5 mmol), 5 mL de DMF e 0,3 mL de cloreto detdégeem DMF (1
equiv. de AcCl) adicionado gota a gota sob a siusgmErsendo a mesma agitada por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempesiaar foi filtrada em funil
sinterizado com 3 por¢des de 10 mL de DMF, DMF/alydee éter etilico, e seca sob

vacuo.

IV (cm™): 3000-3200, 2800-3000, 2091, 1690, 1601, 1450.

2.4.1.8.Sintese do éstea-bromoacético acoplado a resina Merrifield 33

Em um frasco de Erlenmeyer foram adicionados 10§@enResina Merrifield
22 (2,5 mmol), 522 mg de acido bromoacétd®(3,75 mmol, 1,5 equiv.), 408 mg de
carbonato de Césio (1,25 mmol, 0,5 equiv.) e 6 mIDMF. A mistura foi aquecida
em forno de microondas por 9 minutos a 10% da p@énaxima. Apés resfriamento
a resina foi filtrada em funil sinterizado e lavadan 3 porcdes de 10 mL de agua,

etanol e éter etilico, e seca sob vacuo.

IV (cm™): 3000-3200, 2800-3000, 1745, 1601, 1450, 1290.

2.4.1.9.Sintese da amina terciaria acoplada a resina 35

Em um baldo de duas bocas acoplado a um condendadmefluxo foram
adicionados 500 mg da resi@a (1,25 mmol), 411 mg da amirdd (1,375 mmol, 1,1
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equiv.), 0,18 mL de trietilamina (1,25 mmol) e 6 & DMF. A reacdo foi mantida a
temperatura de 6T por uma noite. Apos esse tempo a reacgéo foiadsafe a resina
filtrada em funil sinterizado, sendo lavada comaB¢cpes de 10 mL de DMF, agua,

etanol e éter etilico, e seca sob vacuo.

IV (cm™): 3000-3200, 2800-3000, 1745, 1601, 1450, 1290.

2.4.1.10Sintese do azidoalcool 36

O protocolo para a sintese do azidoal@®mE semelhante ao protocolo para a

sintese do azidoalcool acoplagidpartindo-se de 500 mg da resB&a

IV (cm™): 3600-3000 (largo), 3000-3150, 2800-3000, 20945] 1601, 1450,
1290.

2.4.1.11 Acoplamento e desprotecdo da glicina e fenilalaningsintese dos

aminoésteres 41 e 42)

Em um frasco de Erlenmeyer foram adicionados 10§@anResina Merrifield
22 (2,5 mmol), 519 mg de carbonato de potassio (&i®ol, 1,5 eq.), 415 mg de
iodeto de potéassio (2,5 mmol), 7 mL de DMF e 3,7Bain(1,5 equiv.) do aminoacido
protegido com o grupo Fmoc (1115 mg de glicina-FH@ét 39 ou 1453 mg de
fenilalanina-Fmoc-OH10). O frasco foi agitado a temperatura ambientelgohoras.
Apos esse tempo a resina foi filtrada em funilesizado e lavada com 4 porcdes de
10 mL de agua, etanol e éter etilico, e seca sobovéA desprotecdo do grupo Fmoc
foi realizada com piperidina 20% em DMF, por 30 mas a temperatura ambiente.
Apos a desprotecao, o teste de Kaiser feito coesiaa seca deu positivo, indicando a

presenca de aminas primarias.

IV (cm™): 3000-3160, 2800-3000, 1735, 1601, 1450, 1290.
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2.4.1.12 Sintese dos aminoésteres substituidos 44 e 45

Em um baldo de duas bocas acoplado com um condaendadefluxo foram
adicionados 500 mg de resina acoplada com um dasoaoidos 41 ou 42) (1,25
mmol), 488 mg do aldeid#3 (1,875 mmol, 1,5 equiv.), 6 mL de DMF e trés gatas
acido acético glacial (quantidade suficiente pangHodo meio ficar proximo de 5
usando-se um indicador universal de pH). A reagaaduecida a 68C por 4 horas.
Apbs esse tempo adicionou-se 157 mg de cianobastbidle sodio (2,5 mmol, 2
equiv) e a reacéo foi mantida aquecida“@®Ppor 15 horas. A reacao foi resfriada e a
resina filtrada e lavada com 3 por¢cBes de 10 mktdrol, agua e éter etilico e seca
sob vacuo. Teste de Kaiser realizado com a resioa deu um resultado negativo,

evidenciando a alquilagdo do grupo amina primaria.

IV (cm™): 3000-3160, 2800-3000, 1735, 1601, 1450, 1290.

2.4.1.13 Sintese do aminoalcool acoplado 48

Em uma ampola com tampa rosca foram adicionados¢p(1,75 mmol) do
aminoacido acopladél, 534 mg (3,5 mmol, 2 equiv.) de 6xido de limonddp 0,5
mL de agua e 5 mL de DMF. A mistura foi mantida efluxo por 48 horas. Apds
esse tempo a reacao foi resfriada e a resinalfi@da em funil sinterizado, lavada

com 3 porgBes de 10 mL de agua, etanol e étazcetilseca sob vacuo.

IV (cm™): 3000-3200, 2800-3000, 1726, 1670, 1601, 1450012

2.4.2.Testes colorimétricos
2.4.2.1.Teste de Kaiser (Ninhidrina)

Uma pequena amostra (menos de 10 mg) de resireagaa a ser analisada foi
retirada da reacdo e lavada com algumas porcoesadel. A amostra de resina foi
colocada em um tubo de ensaio e sobre este tulaonfaolocadas 3 gotas das

seguintes solucodes: fenol 50% em etanol e nintadiid%% em etanol (preparada na



44

hora do ensaio), mais 3 gotas de piridina. O taubdethado e agquecido em banho de
6leo a 100°C por 5 minutos. Junto com a amostra outro tubomabnente com
glicina, era testado junto, de modo a se obter wdrgm positivo. O teste é
considerado positivo (isto é, detecta a presencamdi@as primarias nha amostra)
guando apoOs o aquecimento a solucdo apresentaalaragéio azul-parpura intensa,

cor conhecida na literatura como “Azul de Ruhemann”

2.4.2.2 Teste do NBP

Uma pequena amostra da resina a ser analisadaQ(mg) foi colocada em um
tubo de ensaio. Nesse mesmo tubo foi colocado ®2%le uma solugcao de 4-(4'-
nitrobenzil)-piridina (NBP) 0,05 mol/L em GCRBI,/DMF 1:1, e uma gota de
trietilamina. Em outro tubo foi colocada uma pecuamostra da resina Merrifield)(
a solucdo de NBP e trietilamina, de modo a se obtar padrédo positivo de
comparacado. O tubo é deixado sob temperatura ataljp@n 15 minutos e apds esse
tempo o resultado do ensaio € avaliado. E considare resultado positivo (presenca
de haletos de alquila, ou seja, resina Merrifi@thdigantes que nao reagiram) quando

a resina apresenta uma coloracao violeta.



45

2.5.CONCLUSOES

O aldeido do limoneno ndo se mostrou um bom blec@ahstrucdo para a
SOFS usando a resina Merrifield, devido principaiteea sua labilidade frente a
protocolos de oxidacao, os quais impediram a @rdasta do derivado com o grupo
acido carboxilico. Essa dificuldade levou a outestratégias sintéticas que
aproveitaram a versatilidade do grupo aldeido,@ajmentevia a reacdo de aminacao
redutiva, técnica com a qual foi possivel acoptac-dimoneno a Resina Merrifield ja

parcialmente funcionalizada.

Embora a SOFS tenha se mostrado uma técnica ra&pidgil de sintese
organica, nao foi possivel obter-se a quimioteeagjhda de produtos através dessa
técnica. Muitos dos problemas na técnica remeteassificuldades na clivagem dos
derivados da resina. Contudo, foi possivel desesva otimizar varias das etapas
pré-clivagem da rota sintética, como o acoplamensgoaminacao redutiva, para citar
dois exemplos. O uso da irradiacdo por microondasgspectroscopia no IV e dos

testes colorimétricos foram de grande ajuda naizdigAo destas etapas.

As dificuldades de clivagem do limoneno podem senatidas a instabilidade
do mesmo em meio acido ou bésico fortes, onde whsee no decorrer do capitulo
gue ou ndo ocorria a clivagem nas condi¢cdes w#igaou que quando era possivel
obter um produto isolado da reacdo, observou-seogeemposto ndo resistia as
condicbes de clivagem, degradando-se. O uso derasm@a com um ligante mais
sensivel a meios &cidos que a resina Merrif@2d como a resina Tritil-clor@4,
apresenta uma probabilidade maior de sucesso naageca planejada (e de outras)

usando-se a SOFS e o limoneno como produto delgarti
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CAPITULO 3. SINTESE EM SOLUCAO DE DERIVADOS DO
LIMONENO ATRAVES DAS REACOES DE
HIDROFORMILACAO E HIDROAMINOMETILACAO



52

3.1.INTRODUCAO
3.1.1.Hidroformilacéo
3.1.1.1.Aspectos gerais

A reacdo de hidroformilagéo foi descoberta acidamgate por Otto Roelénna
indUstria alema@ Ruhrchemie em 1938. Enquanto tnabal na reacdo de Fischer-
Tropsch, ele observou uma quantidade apreciavaldd#dos e cetonas junto com 0s
produtos desejados da reacao (olefinas com cadkagadas). Por esse motivo a
hidroformilacdo também €& conhecida na literaturan@o“processo 0xo0”, “0X0
process” ou “oxo synthesis”. A principio achou-s& @ catalisador heterogéneo da
reacdo de Fischer-Tropsch (uma mistura de éxiddélices) era o responsavel pela
hidroformilacdo, mas estudos posteriores mostraaeno verdadeiro catalisador era
homogéneo, HCo(CQ) resultado da reacdo do Oxido de cobalto preseote

catalisador com os gases CO gprkesentes na reacao

Esta reacdo consiste na adicdo de um hidrogénie end grupo formila (-
CHO), através de CO e,Ha uma olefina, gerando como produto um aldeid® qu
apresenta um carbono a mais que a olefina de paflependendo da olefina que é
utilizada como produto de partida, a hidroformitagide gerar como produtos dois
aldeidos: o aldeido linean-@ldeido), resultado da insercdo do grupo formdauch
modo anti-Markownikow, e o aldeido ramificado (oiso-aldeido), resultado da

insercdo do grupo formiksia Markownikow & olefina (Figura 3.1)

H (0] 0
catalisador
R"X + CO + H; — :/l/\ -+ R/\/U\H

R
j-aldeido n-aldeido
(produto Markownikow) (produto anti- Markownikow)

Figura 3.1. Reacao de hidroformilagcéo

Dependendo das condi¢cdes da reacdo como temperptessdo dos gases,
catalisador utilizado, etc, outros produtos, alingireacfes paralelas também podem

ser observados, tais como: outros alcenos, devigagdes de isomerizacdo, alcanos,
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devido a hidrogenacédo da olefina, alcodis, resaltdd hidrogenacdo dos aldeidos
obtidos no final da reacédo, e também produtos pssatkrivados de condensacfes
alddlicas. A quimiosseletividade, regiosseletivielad a proporcdo dos produtos
paralelos obtidos podem ser controladas atravégsdalha do catalisador e das
condicbes da reacado, o0 que torna a otimizacao @cepso crucial para efetuar-se a

reacdo em escala laboratorial e industrial.

O aldeido normalmente ndo € o produto final daest mas sim um
intermediario para a sintese de outros produtasgagr a sua grande versatilidade
funcional em reacBes como: oxidacdes (formandoo&cichrboxilicos e ésteres),
reducdes (formando alcodis), olefinacbes (reac@mmocas de Wittig, Horner-
Wadsworth-Emmons e McMurry), condensacdes (ex: easa;ao aldolica), formacao

de iminas e enaminas, aminacdes redutivas, entr@sou

Como ja mencionado anteriormente, o primeiro cadbr utilizado foi o
catalisador homogéneo HCo(COJrabalhos posteriores no inicio da década de 60
mostraram que a adicdo de fosfinas terciarias atdisadores aumentava a atividade
dos mesmos e permitia realizar a reacdo em corglig@ss brandas que a do
catalisador original. Esses sistemas s&o chamadosathlisadores de cobalto
modificados. Com o catalisador de cobalto ndo nualib, a reacédo € realizada em
temperaturas entre 150-180 e pressGes de 200-350 bar. Com os catalisaderes d
cobalto modificados as temperaturas usuais esté® £00-150C e as pressdes entre
50-100 bar. Com esse sistema modificado, a hidexgendos aldeidos obtidos como
produto € muito rapida, recuperando-se alcodis gios como o0 produto dessa
reacdo. Os catalisadores modificados de cobaltbéamalteram a regiosseletividade

da reacdo, aumentando a seletividade para o prodlibeary.

Os trabalhos de Wilkinson e colaboradérea metade da década de 1960,
utilizando catalisadores baseados em rédio comntusfterciarias (catalisadores de
rédio modificados), foram um grande avanco no estlEssa reacdo, pois com esses
catalisadores € possivel realizar a reacdo em tampas entre 100-12%C e com
pressfes moderadas (15-20 bar). Embora o rédiousejeetal com um custo bem

maior que o cobalto, a alta atividade dos catabissslde rédio modificados faz com
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gque as reacOes feitas com 0s mesmos sejam realizzma uma proporgcao
metal/olefina bem menor que a das reacdes comtoploatjue compensa em parte o

alto custo do metaf.

Nas hidroformilacbes com catalisadores baseadogéelin, podem-se usar
diferentes precursores cataliticos, tais como RLQ)(PPR);, RhH(CO)(PPk)s,
Rhy(CO), + PPh, Rh(AcO), + PPR. Nas condicbes da reacdo de hidroformilacéo,
todos eles formam a espécie ativa RhH({{EBh),. Segundo Wilkinson, h& dois
caminhos possiveis no mecanismo desta reacio: oziatheo e o dissociativo
(Figura 3.2).

H
PhsP,. | CO
/Il?h—CO
PhsP” L
% Ph3P »~“H PhsP, H
4 (2] Rh
PPhs R oc [EJ\PPh3
il R
R R
PhsP, | ..C(O)CH,CH,R PhyP, T W ,
Rh “Rh ‘
1 PhsP.,
PhsP (lso H Phsp/éo\CO P b
. oc”_“Pph,
[e]
Hz\/T ”
Ph3P,O ‘\C(O)CHZCHzR Ph3P, ?HZCHZ Ph3P,l' ‘\CH2CH2R
'Rh ‘Rh—CO -~ 'Rh
PhsP”_ ~CO PhsP” | oc”_ “PPh
2 P 5o @ 3
el
co

Figura 3.2. Mecanismo da reacdo de hidroformilgigia catalisadores de rodio
modificados, mostrando o mecanism, dissociativo e (£ associativo

O caminho dissociativo, indicado por da Figura 3.2, € iniciado pela
dissociacdo de um ligante CO do complexo RhHEEPR), (a), formando
RhH(CO)(PPh), (b). A coordenacao da olefina, a formacdo do compleraial-
alquila e a coordenacdo de um ligante CO formam omptexo
Rh(CO)(PPh),CH,CH,R (f). As proximas etapas sao idénticas no caminho
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associativo (R e dissociativo, a saber: migracdo do CO paradgéom do complexo
metal-acila §), adicdo oxidativa de Hh) e eliminacéo redutiva do aldeido, formando
o complexo RhH(CO)(PRJ (i), ao qual se coordena um novo ligante CO para

regenerar o catalisador.

Como mencionado anteriormente, na reacédo de hrdndégao pode ocorrer a
formacdo de dois aldeidos: o aldeido linearnealdeido &nti-Markownikow) e o
aldeido ramificado ouraldeido (Markownikow). O uso de um excesso dentigm
fosforados como trifenilfosfina ou de ligantes catto “angulo de coné&’ como o
ligante XANTPHOS, por exemplo, d& a reacdo uma regioseletividadsegque total
para o aldeido linean), o qual é o produto desejado da sintese na rmalos casos.

Outras reacdes paralelas normalmente acompanhasnofohmilacdo, como a

hidrogenacéo (Figura 3.3) e a isomerizacéo (Figuth®.

H.

PhsP,  ..CH,CH:R PhsP, | CH,CH,R PhaP,  H
Rh "Rh — Rh
oc”  “Pph, . PhsP” | H oc” PPhs
co
H, R

H .-"
PhaP, | H PhsP., Rh\( PhsP, L ~H
CRh—[| ——
| oc” \PPh3 PhyP” oc/ \PPh3
co

R
Figura 3.4. Reacdo de isomerizagcdo com catalisadi@eddio modificados.

Conforme mencionado anteriormente, a hidroformdagd uma reacao
amplamente empregada em escala industrial, pandese de diversos aldeidos (sendo
o principal on-butanal, obtido a partir do propeno). Varios pesos industriais sdo

utilizados atualmente, como 0s processos baseadosobalto (processos BASF,
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Exxon, Shell) e em rédio (Union Carbide/Dow, BASH{subishi, Rurhchemie/Rhéne
Poulenc), os quais produziram juntos cerca de @les de toneladas de aldeidos em

1995’ e em 2006 produziram mais de 10 milhGes de toasldd aldeidds

Surgiram recentemente na literatura muitos rela®geacdes “em cascata”
(tandem/domino reactiohsliadas a hidroformilacdo. Essas reacfes seisrsio
realizadas de modone-potem relacdo a hidroformilacdo, usando o aldeidadobt
nessa reacdo como precursor das reacfes subseqiEemie as varias reacdes nas
guais essa metodologia é aplicada, pode-se citapalizacdo em cascata de
hidroformilacdo com condensacao de Knoevenagelptudnilacdo com condensacéao
alddlica, hidroformilacdo com olefinagdo de Wittiggiroformilacdo com acetalizacéo,
hidroformilacdo com reacdo de Fischer (sintesend@is) e hidroformilacdo com
aminacado redutiva, reacdo chamada tambémhidebaminometilacdoe que sera

discutida mais amplamente no decorrer desta intédu

Outros desenvolvimentos recentes na reacado defdnahtacao incluem: o uso
de CQ supercritico como solvente da reafdb o uso de microondas como fonte de
energia para o sistedfahidroformilacdo a temperatura ambiente sob baixassées
(1 atm) de gasé$ o uso de ruténio como catalisador no lugar ddotbth e a
hidroformilacdo em um sistema bifasico de solventgge permite uma féacil

reutilizacdo do sistema catalitico e a separac&ueatmo dos produtos da reatao

Por essas razdes a hidroformilacdo é consideradareagao elegante, versatil
e, por apresentar no produto final todos os reagaittlizados, uma reacdo com 100%
de economia atdémica, sendo uma reacdo-modelo paraceito de economia atbmica

divulgado por Trost.

3.1.2.Hidroaminometilacao

A reacado de hidroaminometilacao, relatada pelagranwez em 1943 consiste,
resumidamente, em uma hidroformilag&o realizadaresenca de uma amina primaria

ou secundarfd’. O aldeido formado na hidroformilacdo reage corsaesmina,
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formando uma imina ou enamina, a qual é reduzida gatalisador da reacdo de

hidroformilag&o, gerando como produto uma aminarseéria ou terciaria.

catalisador catalisador

R N
1_\_// _\R2 — R1‘\_/NH‘\

H-N
RN\ + CO + H + 20\ ",

2

Figura 3.5. Reacado de hidroaminometilagao

Realizada a principio com catalisadores baseadoseem ou em cobalfo
atualmente esta reacdo € realizada principalmenta catalisadores de rédio

modificados.

O limoneno também foi utilizado como material detida para a sintese de
aminas terciarias0 e 51 por Kranemann e Eilbrach{Esquema 3.1), aminas as quais
ja haviam sido sintetizadas antes com o uso de notognlo de aminacgéo redutiva
classica e patenteadas para seu uso como inibideresescimento de plantas de

tabaco'®%.

[Rh(cod)Cl],, 80 °C, HNR,

80 bar CO/H, (1:1),

)

50: HN O 93%

acetonitrila, 20 h N/
4+ HNR, - =
: 81-93% —
PZN NRy " 51: HN 81%
1

Esquema 3.1
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3.2.0BJETIVOS

Os objetivos deste capitulo, inseridos dentro duecdo do capitulo anterior,
sao listados abaixo:

a) realizar-se em solucdo a hidroformilacao do fiemml e de seu 6xid@4, de
modo a se obterem 0s blocos de construcdo neaesgaia a sintese da quimioteca
delineada no capitulo anterior;

b) Sintetizar em solucdo de uma série de derivadaisados do limoneno a
partir da reacdo de hidroaminometilacdo do mesma o emprego de diversas

aminas.
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3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1.Hidroformilacéo do limoneno 1 e do 6xido de limonen 14

De modo a sintetizar-se o bloco de construcdo céumgho acido carboxilico,
necessaria para a sintese em fase sélida (SOFSJedieados do limoneno (mais
detalhes sobre a estratégia escolhida para a SQ&8& detalhadas no Capitulo 1), o
(R)-(+)-limoneno 1 foi hidroformilado (Esquema 3.2), gerando o aldefzb. A
principio a reacdo era realizada em 24 horas, mas monitorizagdo cuidadosa do
consumo de gases durante o decorrer do tempo magima mesma estava completa
em 5 horas.

RhHCO(PPh,),,
THF, 100 °C, 5 h

4+ CcO 4+ H, -
(20 bar) (20 bar) 90% 0]

1 26

Esquema 3.2

O acompanhamento desta reagao por cromatograf@saya®om detector de
lonizacdo de chama (GC-FID) e com espectrometrinagsas (CG-EM) mostra um
rendimento cromatografico de 90% para essa reagfwe coloca esse resultado como

um dos melhores ja relatados na literatura paidrafbrmilacéo desse terpefid*.

O espectro déH-RMN de 26 (ver Anexo 1) mostra um pico efn= 9,3 ppm
referente ao préton ligado a carbonila do grupeidlm, um pico end = 1,65 ppm
referente a metila ligada a olefina endociclicanepico emv = 5,4 ppm, referente ao
proton da olefina endociclica, demonstrando quéefina interna do limoneno néo é
hidroformilada nessas condi¢cOes, resultado comsestecom 0SS mencionados
anteriormentg® O uso do limoneno permite a obtencdo exclusivaaldeidon
(linear), funcionalizado apenas na olefina exoc#cli(isopropenila). Ou seja, a

hidroformilacdo do limoneno é feita de modo quireigegiosseletivo. OH-RMN
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mostra também um pico eth= 0,9 ppm, referente a metila exociclica que, embo
devesse aparecer como um dublete, aparece comoultiplete. Uma analise mais
cuidadosa mostrou que esse multiplete € na verdade dubletes sobrepostos. A
hidroformilacdo do limoneno gera mais um carborsinaétrico, adjacente ao carbono
fixo na configuracdoR) do produto de partida, gerando o aldeRbcomo uma
mistura de diasteredbmerd® R e R,S). Embora ndo seja possivel analisar diretamente
pelo '"H-RMN a proporcdo dos diasteredbmeros, dados deatlitet® permitem a

suposicdo de gue ambos estdo em uma proporcamignalito proxima a 1:1.

O CG-DIC desta reacédo (Figura 3.6) mostra o aldéielmpo de retencéo =
11,740 min.) como apenas um pico, indicando qudois diasteredmeros presentes

apresentam polaridades e pontos de ebulicdo mudxenEos.

CLASS-GC10 Ver.=2.00 S5YS=2 Ch=1 REPORT.NO=2 DATA=R06-08.D01 08/01/30 11:53:32
Sample : Reacdo 06/2008 hidroformilacao do limoneno c/ PPh3 excesso

D 3

Dilution Factor: 1

Type : Unknown

Detector : Other

Operator : Cedric

Chromatogram *** Filename:R0O6-08.COL
mV

100

7.1887.069

10 15 20
min

Figura 3.6. Cromatograma (CG-DIC) da reacao desénto aldeida6.

O 6xido de limonend4 foi hidroformilado nas mesmas condic6es (Esquema
3.3), em um tempo de 24 horas, gerando como pradaldeido43. A sintese deste
aldeido permitiu evitar-se uma etapa de epoxidag&intese em fase soélida planejada

(ver Capitulo 1 para mais detalhes).
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RhHCO(PPh,),, O
THF, 100 °C, 24 h
~ 4+ co + H; 0% g
: (o :

14 43

Esquema 3.3

Embora em teoria, o aldeidi® exista como uma mistura de 8 diasteredbmeros
(considerando que um carbono esté fixo na configiraR)), o espectro d&H-RMN
ndo permite diferencia-los. Assim como no prod26oo multiplete emd = 0,92 ppm,
correspondente a metila em C-4, apresenta o mesatwra@ (dois dubletes
superpostos), o que permite concluir que o alddigi@ também uma mistura de
diasteredbmeros. O singlete &nx 1,3 ppm € atribuido a metila ligada diretamexte
anel epoxido e ndo aparece em duplicidade. O rretkigmo = 3,0 ppm é atribuido
ao proton do anel epoxido e o singlete®m9,75 ppm é atribuido ao préton do grupo

aldeido.

3.3.2.0xidacao do aldeido ao seu respectivo acido carbbed

A préxima etapa planejada da sintese era oxidagdaldeido26 ao seu
respectivo acido carboxilic@7. Entretanto, em nenhum dos protocolos testados

obteve-se sucesso nessa reacao (Esquema 3.4).

(0] ; ; E (0] :
HJ\/%"% HOM
26 27

Condigdes: CrO,/H,SO,/H,0, acetona, temp.
ambiente; ou Ca(ClO),, THF/H,0 1:1, temp.
ambiente, 4 h; ou PCC, DMSO, temp. ambiente,
12 h; ou |,, KOH, Etanol, temp. ambiente, 4 h.

Esquema 3.4
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Apo6s vaérias tentativas utilizando diversos protosokintéticos, tais como:
oxidac&o de Jones (CsCH,SO,, H,0)?, hipoclorito de Célciy, PCC em DMSH e
Yamada®, ndo foi observado nem por IV ou RMN o desaparentmdo grupamento
aldeido e o surgimento das absor¢fes referentegugm acido carboxilico. Além
disso, observou-se que durante a oxidacdo de doakkeido isolado como produto
nao apresentava a olefina endociclica, o que irglieaocorreu uma reacao de adicéo

na olefina endociclica.

3.3.3.Metoxicarbonilagéo do limoneno

De modo a contornar o problema da oxidacdo do dddeé, optou-se pela
metoxicarbonilacdo (ou hidroesterificacdo) dB)-(+)-limoneno 1. Essa reacéao
apresenta grandes semelhangas com a hidroformilag@nesse caso com 0 uso de
metanol, CO, acidp-toluenosulfénico e um catalisador baseado em Raléch éster
metilico é obtido como produto (Esquema 3.5). Guiksteres podem ser obtidos

através da troca do metanol por outro alcool.

PdCL,(PPh,), (cat.), PPh,,
p-TsOH, CO, Metanol,
Tolueno, 100 °C, 24 h o

/\ 25% H3COM

1 18

Esquema 3.5

O IV de 18 mostra uma banda em 1740 tntaracteristica de carboxila de
ésteres. OH-RMN mostra um singlete esh= 3,65 ppm, caracteristico de prétons de
um grupo metoxila e um singlete ein= 5,35 ppm, atribuido ao préton da olefina

interna; e end = 1,65 ppm, atribuido a metila ligada diretamentgefina endociclica.

Embora essa reacdo de metoxicarbonilagdo tenhaidmarom sucesso, a
mesma ndo se mostrou confidvel quanto a sua retpibdade, pois ndo foi possivel
obterem-se os rendimentos do protocolo estabelewdderaturd’. Modificacdes no

protocolo levaram a obtencdo do éster desejado,corasum baixo rendimento, ca.
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25%. Foi possivel, a partir do ésie¥isolado, obter-se o &cido carboxilizd atraves
de uma hidrolise em meio basico (Esquema 3.6), megido a falta de
reprodutibilidade na técnica da metoxicarbonilagh@os baixos rendimentos da
mesma, optou-se por nao utilizar-se desta abordageaa obtencdo dos derivados

planejados.

1) NaOH 3M, temp.
ambiente, 16 h;

2) HCI 1M
o 85% ~ T
: o N
H3COM HOM
18 27

Esquema 3.6

O IV do acido carboxilic@7 mostra o desaparecimento da banda de carboxila
de éster em 1740 ¢he o aparecimento de uma banda larga entre 350D-G60 e
uma banda em 1709 &matribuida a hidroxila e & carboxila de acidodoailicos,
respectivamente. ¢H-RMN mostra a manutencéo dos picos &m 1,6 ed = 5,35
ppm, referentes a metila endociclica e ao protefiroto, respectivamente, além do

singlete emy = 10,15 ppm, referente ao proton do grupo &cidoocdlico.

3.3.4.Hidroaminometilagao do limoneno com diversas aminas

Devido aos problemas apresentados nas estratédrafohmilacéo/oxidacao e
metoxicarbonilacdo/hidrélise; e de modo a explaerafersatilidade do grupo aldeido
para as reacfes em SOFS e em solucdo, decidimaerfalizar a olefina exociclica
do R-(+)-limonenol através da reacdo de hidroaminometilacdo, conoalesvarias
aminas primarias e secundarias. Esta estratégimitpera geracdo rapida de

diversidade quimica nesta porcédo da molécula.
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3.3.4.1 Hidroaminometilacdo do limoneno com n-propilamina: amina

modelo para otimizacdo reacional

A primeira amina testada nesse protocolo feipopilamina52 (Esquema 3.7),
especialmente pelo fato de que esta amina apresentamixo ponto de ebulicdod.
55 °C a 760 mmHg), o que facilitaria a remocéo de esasla mesma durante a

purificagdo dos produtos.

Nesta primeira reacao (Esquema 3.7) fez-se o ugwedeira molecular para
garantir a eficiéncia da reacdo de formacdo daamima vez que esta reacdo esta em
equilibrio e a remocao da agua formada no decdeanesma ajuda a melhorar seus
rendimento®. O tempo de hidrogenacdo também foi mais longdiatés. Repeticbes
posteriores da reacdo mostraram que a presen@ndagmolecular ndo é necessaria,
pois ndo se observou diferenca nos rendimentosed@g®es com e sem a mesma, €

gue para a-propilamina o tempo de hidrogenacao pode ser reédysara 5 horas.

1) RhHCO(PPh,),, CO (20 bar),
H, (20 bar), THF, 100 °C, 5 h.
_ 2H,(40ban, 100°C, 51
+ HoN -

: 52 90%
7N SOSNH Y

Esquema 3.7

E comum encontrar na literatura reacdes de hidmametilacdo que s&o
realizadas em condi¢Bes de hidroformilacdo (istoaépresenca dos gases CO.g H
com tempos de até 48 hofasApds algumas repeticdes desta reacdo observquese
o tempo total da sintese pode ser diminuido adlidise o processo em duas etapas:
uma etapa de hidroformilacdo/formacdo da iminaJlizeda em condicbes de
hidroformilacdo; e uma etapa de hidrogenacdo, andeator é pressurizado apenas
com H. Assim, foi possivel reduzir o tempo total daes$etpara um total de 10 horas,

isolando a amina secundaB4 com um alto rendimento (90%).
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3.3.4.2.Monitoramento em tempo real da hidroaminometilagdocom n-

propilamina

Continuando a investigacdo desta reacdo de hidnoanetilacdo, a reacao
mostrada no Esquema 3.7 (sintese da aBdhdoi monitorada em tempo real. Para
essa monitorizacao, foi utilizado um reator (Fig@t&@) no qual foi adaptada uma

valvula de injecdo manual de um cromatédgrafo liguid alta eficiéncia (CLAE).

load

inject %

Valvula de injetor manual /
de cromatografo liquido
montada "ao contrario”

e

Saida das aliquotas
de amostra

Figura 3.7. Desenho do reator modificado com unhaul&éde injecdo manual de
cromatografia liquida, utilizada na monitorizac&otempo real da
hidroaminometilacéo do limoneno (as conexdes desgds reator ndo estao
mostradas na figura).

Essa valvula foi adaptada no sentido “contrario” mrmalmente usado.
Quando a valvula era colocada na posicdo “loadjiR2@a solucdo que estava dentro
do reator eram transferidas para o interior doplaia valvula, e ao virar-se a valvula
para a posicao “inject”, essa solucéo era entaelielgpopela saida mostrada na figura e
recolhida em um frasco de analise. O reator utibzaesse acompanhamento foi
acoplado a um vaso-pulméao, carregado com uma midtdrde H e CO, de modo

gque a pressao dos gases dentro do reator mantsessenstante durante todo o



66

procedimento (uma vez que a cada retirada de aanbatria também uma pequena
perda de gases). Desse modo, foi possivel coletamgstras de tempos determinados
da reacdo e apds andlises por CG-DIC esses dados feagcados em um grafico
(Figura 3.8).

—m— Limoneno
—e— Isdbmeros
—4+— Imina

100 —v— Amina
_'\. —e— Outros
80 - n
S \ v M
[e) 7] \
z& | - /
[72]
S >.
£ 40 4
8 \I
] / \.
4
~ T
v/._. ® f.ia\O—o—/'
0 T , T T T T — ; $—
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (minutos)

Figura 3.8. Grafico do monitoramento em tempo daghidroaminac&o do limoneno
comn-propilamina (legenda: “Amina” = produB).

Algumas observacfes podem ser feitas a partir dficgrda Figura 3.8. Das
trés reacdes ocorrendo sequencialmente dentro aaor re(hidroformilacéo,
condensacdo e hidrogenacado), a hidrogenacdo ésalenga, o que confirma dados
publicados na literatutA Mesmo sendo a reacdo mais lenta, o grafico mastea
nessa monitorizacdo sob pressdo constante de CQadhidrogenacao esta completa
em um tempo de 240 min (4 horas), um tempo bem nuum® as 48 horas relatadas
anteriorment®. Em nenhuma das aliquotas retiradas da reacgm$sivel detectar o
aldeido, indicando que uma vez formado, 0 mesmgergapidamente com a

propilamina formando a imina correspondente.
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Com essa reacdo monitorada e otimizada, partilasg ® sintese de novos

derivados, que seréo detalhados em seguida.

3.3.4.3.Sintese da “Familia A” de aminas derivadas do limogno.

Apbs a sintese da amina secundadipartiu-se para a sintese (Esquema 3.8) de
uma pequena familia de aminas secundarias e tascdgrivadas dd)-(+)-limoneno
1, denominada aqui de “Familia A”. Com isso foi peska otimizacdo dessa reacédo
com outras aminas e também a realizacdo dos entaimacoldgicos com esses
derivados (capitulo 4). Para tanto, o limonenohidroaminometilado com algumas
aminas alifaticasn(propilamina, isopropilamina, benzilamina), alicdels (morfolina,
piperidina e piperazina), aromaticas (anilina) mdieas (etilenodiamina, putrescina) e

um aminoalcool (etanolamina), obtendo-se 7 amiB4s@-58) como produtos.

1) RhHCO(PPh,),, CO (20 bar),
H, (20 bar), THF, 100 °C, 5 h.

R. 2 H, (40 bar), 100°C, 5-19 h .
<+ e = Ry /\/“‘m
: R 50-90% N
A R,

R,/R, R,/R,

34 HN" " 90% 56  H,N 50%

53 J\ 40%
H,N °

54 HN O 88%
/

55 HN )  80%

Esquema 3.8

>

57 44%
H-N

)

58 HN NH 89%

C

A amina terciariab4 derivada da morfolina ja havia sido sintetizada po

Eilbracht e Kranemarf em um tempo total de sintese de 20 horas. Ao idivid
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processo em duas etapas o tempo total de sintielse Experimental deste capitulo)

foi reduzido para 10 horas.

Uma aliguota de amostra foi retirada, antes e apgtapa de hidrogenacéo, de

todas as reacfes. Os resultados das analises ddispastas estdo mostrados na



Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Sintese da “Familia A” de aminas.
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Tabela 3.1 algumas consideracbes podem ser cokcaflpés a etapa de
hidroformilacdo na maioria das reacfes (Experingeftal-7, 10 e 11) ja se observava,
em maior ou menor proporcédo, a presenca do prodigimgenado (amina). Nas
reacbes com as aminas secundarias, tais como diigerimorfolina e piperazina
(Experimentos 4-7) observou-se inclusive que asasrja eram o produto majoritario,
0 que era esperado uma vez que esses substrat@fa@naminas como produtos de
condensac&o, mais faceis de serem hidrogenaddminas. Mesmo assim, a reacdo
com piperidina (Experimento 4) apresentou uma c&deee seletividade menores que
0s experimentos com morfolina e piperazina (Expentos 5 e 6, respectivamente). A
repeticio desse experimento com o uso de um excdssdrifenilfosfind®
(Experimento 7) aumentou o rendimento da reacacipalmente por inibir a reacao

paralela de isomerizac&o do limoneno.

Entre as aminas alifaticas, observou-se que a geagdn benzilamina
(Experimento 3) apresentou uma conversao menor u#o aqdas reagcbes com
propilamina oui-propilamina (Exp. 1 e 3), provavelmente causadt peito
conhecido na literatura de substratos benzilicosf@marem complexog-alilicos

com rodio, os quais s&o inativos como catalisadores

No primeiro experimento com anilina (Experimento) Xbservou-se uma
grande isomerizacdo do limoneno, a qual foi comatdan(Experimento 11) com o uso
de um excesso de trifenilfosfiftaMesmo assim, observou-se que a hidrogenacdo da
imina formada como intermediario nessa reacdo aptes uma velocidade bem mais
lenta do que as outras iminas formadas. Tal epsitte ser explicado pelo fato de que
a imina formada nessa reacdo estd em ressonameia anel aromatico da anilina, o

gue a torna mais estavel e, portanto, mais ddii$er reduzida.

Das aminas testadas n&o foi possivel isolar osupreddas reacdes com
etilenodiamina, putrescina, 1,3-propilenodiaminaetnolamina. Nos casos da
etilenodiamina e putrescina (Experimentos 8 e 8eovou-se apenas a isomerizacéo e
hidrogenacao do limoneno ou entdo nenhuma conve#e o limoneno. Resultados
semelhantes foram encontrados com a 1,3-propilanoda e etanolamina (n&o

incluidas na tabela).
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A hipotese mais provavel para explicar a falta eltividade destas aminas &
gue as mesmas, nado apresentando restricbes conionaia, sdo capazes de
formarem um complexo quelato com o rodio, causaodtenvenenamento” do
catalisador e a subseqiiente inativacdo e/ou dlerde sua atividade catalitiéaO
uso de outra diamina (Experimento 6) com restricbesformacionais como a

piperazina, leva a formacéo do produto esperadmiaa terciarid8 (Esquema 3.8).

3.3.4.4.Analise espectroscoépica dos produtos: “Familia A”

O espectro ddH-RMN da amina34 mostra sinais emi = 2,57 e 2,67 ppm,
relativos aos dois metilenos (-gligados diretamente ao grupo NH da molécula. Os
sinais env = 1,65 e 5,38, relativos a metila ligada diretatrmenolefina endociclica e
ao proton dessa mesma olefina estdo presentesdemds produtos e mostram que na
hidroaminometilagdo do limoneno a olefina internarnganece intacta, como
observado na sintese do alde®® O *C-RMN da amina34 mostra os carbonos
originarios dan-propilamina enmy = 11,8, 15,9 e 52,0 ppm, sendo este ultimo o do
metileno ligado diretamente ao grupo NH. Devidofaim de que os produtos sao
misturas de diasteredmeros 0s sinais em torno 8¢dhe é o carbono racémico no
produto), isto é, os sinais de C-2, C-3, C-4 e @gtecem como dois sinais, separados
por alguns poucos décimos de ppm, a saber34,3 e 34,6 ppm (C-2), 38,4 e 38,6 (C-
3), 15,8 e 16,3 (C-4, que sdo os que aparecemsepaados) e 35,2 e 35,3 (C-1)) .
Em alguns compostos, os sinais de C-1, C-2’, C&*@ aparecem dobrados também.
Em todos os compostos observam-se também os simatisrno de = 23, 121 e 134
ppm, atribuidos a metila ligada a olefina endocéck aos dois carbonos olefinicos da
molécula, C-3’ e C-4’ respectivamente.

Em 53 é possivel observar as metilas do grupamentodpdarno *H-RMN
como um dublete ed= 1,06 ppm e o préton do carbono terciario comaonuttiplete
emod = 2,8 ppm, e n°C-RMN emo = 22,7, 22,8 e 48,7 ppm.

Observam-se erf4 os metilenos do anel morfolinico: dois &n¥ 2,5 ppm

(mais proximos ao nitrogénio heteroatomo) e osoguttois ey = 3,7 ppm (mais
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proximos ao oxigénio). @C-RMN deste composto mostra os carbonos do anel em

= 57,5 ppm (mais proximos ao nitrogéniaj ® 66,8 (mais proximos ao oxigénio).

Os protons do anel piperidina 88 aparecem juntos aos prétons do ciclo do
limoneno env = 1,4, 1,6 e 2,4 ppm. §C-RMN mostra os carbonos do anel ém
25,4 (C-4 do anel), 25,8 (C-3 e C-5) e 57,9 (C2& ppm.

Em 56 é possivel observar os prétons do anel aromaticandina env = 6,85
e 7,2 ppm. O°C-RMN mostra os carbonos do anel aroméaticodem115,5, 115,6,
120,7, 129,3, 131,9 e 144,9 ppm.

Os prétons do anel aromético Sieemo = 7,23 e 7,32 ppm e 0 singlete ém
3,8 confirmam a presenca do grupo benzila no peodatado. O°*C-RMN mostra o
metileno ligado diretamente ao anel aromaticodem54 ppm, e os carbonos do anel
emo = 126,9, 128,1, 128,2, 128,3, 128,4 e 140,2.

Os metilenos do anel piperazina®fesao atribuidos aos multipletes ém 2,5
(mais préximos a amina terciaria) e 2,95 ppm (rpaiximos a amina secundaria) e
aparecem no°’C-RMN emd = 45,8 (mais proximos & amina secundaria) e 5pii p

(mais préximos a amina terciaria).

3.3.4.5.Atividade farmacoldgica da “Familia A”

Dentre os varios experimentos farmacologicos radtiz com 0s compostos
desta familia, destacaram-se a atividade antifgsiia das aming® (n-propilamina)
e 56 (anilina), que apresentaram uma atividade maiagua do padrao utilizado no
teste, o farmaco pentamidina (esse e outros ensahsados com as moléculas serdo

apresentados em detalhe no Capitulo 3 desta tese).

Devido a esses resultados, optou-se por expandibjesivos deste trabalho,
realizando-se a sintese de uma nova familia de @stogy denominada “Familia B”,
utilizando-se como aminas derivados funcionalizatkanilina nas posicoes 3 e 4 do
anel aromatico, e outros sistemas aromaticos bémame ndo-benzendides, de modo
a serem obtidos analogos do derivado aniliBi8ao explorar-se o espaco quimico ao

redor do anel aromético e observar os efeitos datificacdes quimicas na atividade
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farmacoldgica dos derivados em relacdo ao protofipsintese destes derivados sera

descrita com mais detalhes abaixo.

3.3.4.6.Sintese da “Familia B”: compostos analogos ao deedo anilinico
56

Dados os resultados obtidos no ensaio farmacol6giemcionado acima,
optou-se pela sintese de uma familia de compostdsgos ao derivado da anilibé.
O objetivo é a geracado de diversidade quimica enotdo anel aromatico, utilizando
grupamentos ativadores e desativadores do anedrob&tios e com outros anéis
ligados diretamente ao anel aromatico, de modaificae se estas modificacbes sdo

capazes de criar compostos com uma atividadeeisltirhania superior a &®.

Nas reagfes com as aminas aromaticas substitudlasorfanilina, 4-
metoxianilina, 4-toluidina, furfurilamina, 3-trifarometilanilina, N-metilanilina, 2-
aminopiridina, 4-nitroanilina, 4-aminofenol, 4-broamilina, 2-aminobenzotiazol, 2-
aminotiazol, ea-naftilamina) obteve-se a colecédo de compoS®65. O protocolo
utilizado para a sintese dessa “familia” de congm$bdi modificado em relacdo ao
protocolo da “Familia A” (Esquema 3.9). Devido @aalsomerizacdo causada na
primeira reacdo com a 4-cloroanilina, optou-se pslo de um excesso de BRI
todas as reacdes, assim como observado anteri@manteacdo com a anilina. O
aumento no tempo (de 5 para 24 horas) da etapaladdnmilacdo € justificado pela
diminuicdo da velocidade da hidroformilacdo quasdoacrescenta um excesso de

trifenilfosfina no sistenfz.
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1) RhHCO(PPh,),, PPh, CO (20
bar), H, (20 bar), THF, 100 °C, 24 h.
R, 2 H,(40ban, 100°C, 20-48

+ HN” >
: R 21-75% RIS
1 |
P R,
1
R,/R, R,/R,
CF,
CI 0, 0,
59 HZNO— 23% 63 H2N@ 21%
60 H N4< >7OCH 24%
2 3 ° 64 HN@ 40%
I
61 H.N 70%
2 <:> ° 65 HN—C \ 24%
N—
H,N
62 J o 75%

Esquema 3.9

A reacdo de hidroaminometilagdo com algumas amiles$a série como 4-
nitroanilina, 4-aminofenol, 4-bromoanilina, 2-amemzotiazol, 2-aminotiazol e-
naftilamina, ndo ocorreu com sucesso. No caso mir@gknilina, andlises das reacdes
revelaram que a reacdo majoritaria € a reducacrdoénilina a 4-fenilenodiamina
(dianilina). Eilbracht e colaboradores mencionamso de compostos nitroaromaticos
em hidroaminometilacbes e observam que nas corgd@dnidroformilacéo ocorre a
reducdo do grupo nitro & amMaEmbora a hidroformilagdo nesses casos relatados
ocorra sem contratempos, néo foi o ocorrido naa@agm a 4-nitroanilina, onde néo
se observou conversdo do limoneno apo6s a reducagrupm nitro. Andlises das
reacbes com 4-aminofenol, 4-bromoanilina, 2-aminabgazol, 2-aminotiazol e-
naftilamina mostram que nao ocorre reacdo com esgrEdratos, indicando que essas
aminas, assim como as diaminas discutidas antesidansao capazes de “envenenar”

o catalisador, inativando-o para estas redétes
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3.3.4.7.Andlise espectroscopica: “Familia B”

O 'H-RMN de 59 mostra claramente o anel aromatico com o padrdo de
substituicdo 1,4 apresentando dois picosen6,49 e 7,1 ppm, ambos integrados para
dois prétons. Os carbonos do anel aromatico do ostopsdo observados ritC-
RMN em¢ = 113,6 (dois carbonos), 120,7, 128,9 (dois cavbpa 147 ppm.

Em 60 observa-se, além dos picos referentes ao aneladoonems = 6,5 e
6,73 ppm, o singlete referente ao grupo metoxiladem 3,65 ppm. O sinal dessa
metoxila é observado ndC-RMN emd = 48,0 ppm, e os carbonos do anel aromatico
sao observados efrn= 114,9, 115,0, 115,3, 115,8, 142,8 € 152,0 ppm.

O produto61 apresenta os picos do anel érs 6,45 e 6,9 ppm e 0 singlete
referente ao grupo metila ligado diretamente ad @me’ = 2,42 ppm. No*C-RMN
observa-se o sinal dessa metila &m 20,3 ppm e os carbonos do anel®&m113,0
(dois carbonos), 126,0, 129,8 (dois carbonos) e41gtm.

Observa-se no derivado furfurilamig& os protons do grupo metileno ligado
diretamente ao anel furano eénx 3,7 ppm e os trés prétons do anel aromatico em
6,1, 6,3 e 7,25 ppm. O metileno ligado ao anelrforé observado n6C-RMN emJd
= 47,5 ppm e os sinais dos carbonos do anel ftsanmbservados efn= 108,5, 110,
141,7 e 154,1 ppm.

Em 63 observa-se ntH-RMN os prétons do anel aromético ém 6,65, 6,81 e
7,18 ppm, além de um singlete largo em 3,65 ppitatto ao préton do grupo amina.
O sinal do grupo -CFé observado n&°C-RMN emd = 120,8 ppm, junto com 0s
sinais dos carbonos do anel aromatico &m 108,5, 113,5, 115,8, 129,9, 132,0, e
148,5 ppm.

Na amina terciari®4 observa-se ntH-RMN o sinal do grupdN-metil ems =
2,85 ppm e o0s picos do anel aromaticooem6,6 (integrado como trés prétons) e 7,15
ppm (integrado como dois prétons). NGC-RMN observa-se a metila ligada
diregamente ao nitrogénio da molécula én¥ 39,0 ppm e os carbonos do anel
aromatico end = 112,0 (dois carbonos), 115,7, 129,0 (dois casbpa 149,2 ppm.



77

O préton da amina do derivado aminopiridine®é observado ndH-RMN
como um singlete largo eén= 4,45 ppm e 0s sinais dos prétons do anel aromé#io
observados end = 6,4, 7,35 e 8,0 ppm, em um padrao diferente aapostos
anteriores devido & presenca do heteroatomo naeoraktico. Nd*C-RMN observa-
se 0s sinais dos cinco carbonos do anel aromatich=106,2, 112,3, 137,7, 150,0 e
158,8 ppm.

3.3.4.8.Sintese de outros derivados

Com o objetivo de testar a atividade de moléculass npolares que as ja
sintetizadas anteriormente, realizou-se a sinteseninoalcoob6 (Esquema 3.10) a
partir do aldeidd®6 e a etanolamina, através de um protocolo de a@dineadutiva
classica em duas etapas, usando &acido sulfuricoo coamtalisador da etapa de

condensacio e cianoborohidreto de sédio (NaC)Bémo agente redutSr

1) Etanolamina (1,5 equiv.),
H,SO, (cat.), Etanol, temp.
ambiente, 4 h.

o 2) NaCNBH; (6 equiv.),

: temp. ambiente, 22 h. :
HM > HO\/\NH/\/%%‘
57%
26 66

Esquema 3.10

O 'H-RMN do aminoéalcool66 mostra os sinais dos dois metilenos ligados
diretamente a amina eér= 3,05 ppm e do carbono ligado diretamente a kidrem
0 = 3,8 ppm. Os hidrogénios das fun¢cdes amina eold&dmw observados ei= 4,9
ppm. O*C-RMN deste composto mostra os dois carbonos @rigisi da etanolamina
emoJ = 51 e 58,5 ppm, além de outros sinais, comunsdast os compostos, ja

discutidos anteriormente.

De modo a completar a “Familia B” de compostos @amaminas que nao
haviam funcionado no protocolo catalitico, tenteuasaminagéo redutiva classica do

aldeido do limonen@6 com algumas dessas aminas: 4-nitroantinat-bromoanilina
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68 e 4-aminofenol69, sem sucesso. O acompanhamento destas reacodsGpor
mostrou que, nas condicbes mostradas abaixo (Esg@elt), a formagao da imina

NAao ocorreu.

1) Etanol, AcOH (cat.),

60 °C, 18 h:
NH2  2) NaCNBH, (4 equiv.),
60°C, 4 h
0 N : = .
: + | R ———— rT | :
HM / NN NH/\/;‘%"‘
26 67:R = 4-NO2
68: R = 4-Br
69 R = 4-OH

Esquema 3.11

O mesmo protocolo foi testado com o composto 2-atiginol 70, também sem
sucesso. Assim como nas tentativas detalhadas ,aoéwase observou por CG a
formacdo da imina esperada da condensacio eninina a o aldeid@6. E possivel
gue essas aminas sejam nucledfilos fracos, incapiezeealizar o ataque nucleofilico
a carbonila do aldeido, primeira etapa na formagéoproduto de condensacado

(imina).

1) Etanol, AcOH (cat.),

60 °C, 18 h;
2) NaCNBH; (4 equiv.),
60°C, 4 h
O - S ' S -
N 4 X -/ :
H)J\/:"H« Q)\NHZ (N\)\NH’\/;‘%‘
26 70

Esquema 3.12

Os dois produtos mais ativos no ensaio mencionateriarmente, o derivado
dan-propilamina34 e o derivado da anilind6 foram tosilado¥ de modo a se obterem
derivados com o grupo sulfonamida nas duas molgcnéas ativas. A literatura relata
a atividade anti-leishmania vitro de sulfonamida$ . A toslilagdo da amina
alifatica 34 ocorreu com sucesso (Esquema 3.13), obtendo-gelaehosulfonamida

71 como produto. Ja a tosilacdo da amina aromatisgud@na 3.14) ndo ocorreu,
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mesmo estendendo a reagao por 24 horas. Acredifaesa reacdo com o derivab®
ndo ocorreu devido a impedimentos estéricos cagspeta molécula e a baixa

nucleofilicidade da amina aromatica.

o..0 :
p-TsCl, Et;N, CH,CI, s :
temp. ambiente, 4 h /©/ N
SSNH 44% H

Esquema 3.13

SHEE =

o, O :
p-TsCl, Et,N, CH,CI, SN
temp. ambiente, 24 h l

72

Esquema 3.14
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3.4.EXPERIMENTAL

3.4.1.3-(4-metilciclohexen-3-il)butanoato de metila 18

.
o7 7

1

HaCO T 5

Uma mistura de R)-(+)-limoneno 1 (1,6 mL, 10 mmol), catalisador
PdCL(PPh), (70,14 mg, 0,1 mmol, 1 mol%), metanol (1 mL, 2437mol),
trifenilfosfina (79 mg, 0,3 mmol) e acidgmtoluenosulfénico (38 mg, 0,2 mmol) foi
colocada sob argonio em um reator autoclave prieasior com 50 bar de CO e
aquecido com banho de éleo de silicone com agitagagnética a 100C por 24
horas. ApOs este tempo o reator foi esfriado sala &prrente, despressurizado e a
mistura reacional foi passada em uma coluna deasidieca sob vacuo e o residuo
oleoso foi purificado por cromatografia em colunaando Hexano e depois Acetato
de Etila como eluentes). Rendimento (CG-DIC): 28%ndimento (isolado): 25%.

Espectrometria de massas: 196,30,(0)55).
IV (cm™): 2970, 1740, 1240.

RMN do'H (200 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, dJ = 8 Hz, H-4), 1,3 (4H, m, H-1" +
H-2'a + H-6'b + H-3), 1,65 (3H, s, 4-CHl 1,75 (1H, m, H-6'a) 1,95 (3H, s, H-2'a +
H-5), 2,15 (1H, m, H-2a), 2,4 (1H, dd,= 16,1 Hz, 4,35 Hz, H-2b), 3,65 (3H, s, -
OCH), 5,35 (1H, s, H-3)).

RMN do *°C (50 MHz, CDC}, ppm): 16 (C-4), 24 (4'-85), 27 (C-6'), 29 (C-2), 31
(C-5"), 34 (C-3), 38 (C-1"), 39 (C-2), 51 (-G4), 120 (C-3"), 134 (C-4’), 174 (C-1).

3.4.2.3-(4-metilciclohexen-3-il)butanal 26
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Uma mistura de R)-(+)-limoneno1 (1 mL, 1,19 g, 8,73 mmol), catalisador
HRh(CO)(PPh); (11,48 mg, 0,0125 mmol, 0,143 mol%) e THF (10 nitdam
colocados sob argbnio em um reator autoclave pieagdo com 20 bar de CO, 20 bar
de H e aquecido com banho de 6leo de silicone comgigitanagnética a 10C por
5 horas. Apos este tempo o reator foi esfriadodgpta corrente, despressurizado e a
mistura reacional foi passada em uma coluna dm&sii mistura obtida da coluna foi
seca em bomba de alto vacuo coap de nitrogénio liquido para remoc¢ao do solvente
e dos produtos leves. Rendimento (CG-DIC): 95% diReento isolado: 90%.

IV (cm™): 2780, 1728.
Espectrometria de massas: 166,40,(®)81).

RMN do *H: (300 MHz, CDC}, ppm): 0,95 (3H, dJ = 8,6 Hz, H-4), 1,35 (3H, m, H-
2'a + H-6), 1,65 (3H, s, 4'-C¥, 1,8 (1H, m, H-3), 1,98 (3H, s, H-2'a + H-5"),25,
(1H, m, H-2a), 2,5 (1H, dd, = 22,3 Hz, 5,7 Hz, H-2b), 5,36 (1H, s, H-3’), 9,@%, s,
H-1).

RMN do *C: (75 MHz, CDC}, ppm): 16,6 (C-4*), 17 (C-4%), 23,5 (4'4&), 26,5 (C-
6'), 28 (C-2"), 29 (C-5'), 30,5 (C-3*), 30,8 (C-3*B2,0 (C-5), 38,5 (C-1), 48 (C-2%),
48,3 (C-2*), 120,5 (C-3’), 134 (C-4"), 225 (C-1).

3.4.3.Acido 3-(4-metilciclohexen-3-il)butandico 27

Uma solucédo de NaOH 3 mol/L em agua (3,5 mL, 10ytotphfoi colocada gota
a gota sobre o éstéB (678 mg, 3,5 mmol) e esta mistura foi agitadampt&ratura
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ambiente por 16 horas. Apds este tempo a mista@omal teve seu pH ajustado a 4
com HCI 1 mol/L. A solugao tornou-se uma suspersivanquicada. Esta suspenséao
foi extraida com 7 porcbes de hexano (volume de gaucdo: 5 mL). As fracdes
organicas foram combinadas, secas com sulfato die,sfiitradas e o solvente foi
removido por evaporacdo rotatéria, obtendo-se wo de coloragcdo amarelo-clara.
Rendimento (bruto): 85%.

IV (cm™): 3540-3000 (largo), 1709.
Espectrometria de massas: 182,30,(8)64).

RMN do'H (200 MHz, CDC}, ppm): 0,95 (3H, m, H-4), 1,3 (2H, m, H-1’ + H-B'a
1,45 (1H, m, H-6'b), 1,6 (3H, s, 4-G} 1,7 (1H, m, H-2'b), 1,95 (4H, m, H-3 + H-
2'a + H-5), 2,15 (1H, m, H-2a), 2,45 (1H, dii= 21,7 Hz, 5,7 Hz, H-2b), 5,35 (1H, s,
H-3), 10,15 (1H, s, H-1).

RMN do *°C (50 MHz, CDC}, ppm): 16 (C-4), 22 (4'-83), 25 (C-6'), 27 (C-2), 29
(C-3), 31 (C-5), 34 (C-1"), 38 (C-2*), 39 (C-2*)20 (C-3"), 134 (C-4), 180 (C-1).

3.4.4.3(R)-(6-metil-7-oxabiciclo[4.1.0]hept-3-il)butanal 43

O protocolo experimental € semelhante a sintesad#ndo26, partindo-se de
1,43 mL (8,73 mmol) de éxido d&(+)-limonenol4. Rendimento (bruto): 90%.

IV (cm™): 1725, 953.
Espectrometria de massas: 182,45,(145).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,92 (3H, m, H-4), 1,25 (2H, m, H-2'a + )
1,3 (3H, s, 6’-CH), 1,55 (3H, m, H-4’b + H-5’), 1,95 (3H, m, H-3 +81 + H-2'b),
2,25 (1H, m, H-2a), 2,45 (1H, m, H-2b), 3,0 (1H,Hal’), 9,75 (1H, s, H-1).
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RMN do **C (75 MHz, CDC}, ppm): 18,8 (C-4), 19,8 (6'48s), 25,8 (C-4’), 30 (C-
2", 33,1 (C-5"), 34,5 (C-3), 38 (C-3'), 51,7 (C;58,8 (C-1), 59 (C-6"), 221 (C-1).

3.4.5.Procedimento geral para a hidroaminometilacdo do ihoneno.
Sintese da “Familia A” (aminas 34, 53-58)

Uma mistura de R)-(+)-limoneno1 (1 mL, 1,19 g, 8,73 mmol), catalisador
HRh(CO)(PPh)s (11,48 mg, 0,0125 mmol, 0,143 mol%), amina e THF L) foram
colocados sob argbnio em um reator autoclave pieagdo com 20 bar de CO, 20 bar
de H e aquecido com banho de 6leo de silicone comgigitanagnética a 10C por
5 horas. ApOs este tempo o reator foi esfriado&pia corrente, despressurizado e
repressurizado com 40 bar de, Hquecido com banho de dleo de silicone, com
agitacdo magnética a 10C. Apdés o tempo determinado o reator foi esfriado,
despressurizado e a mistura reacional foi passadairea coluna de silica para
remocao do catalisador.

3.4.5.1.3-(4-metilciclohexen-3-iIN-propilbutanamina 34

é
5' 3
6' 2
SO
\/\NHw
2 23 4
Amina utilizada:n-propilamina (0,8 mL, 9,6 mmol). Tempo de hidroggi@ 5 horas.
A purificacdo foi feita por extracdo acido-baseemtdo por remocdo do limoneno e
outros produtos leves em bomba de alto vacuo. Remdo (CG-DIC): 95%.

Rendimento isolado: 90%.
Espectrometria de massas: 209,25,(®)82).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,85 (3H, m, H-4), 0,92 (3H,X= 7.48 Hz, H-
3", 1,35 (4H, m, H-2” + H-2), 1,5 (4H, m] = 7,5 Hz, H-1' + H-2’a + H-3 + H-6'a),
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1,65 (3H, s, 4-Ch), 1,95 (4H, m, H-5" + H-2’b + H-6'b), 2,57 (2H,d,= 7,5 Hz, H-
17, 2,67 (2H, m, H-1), 5,38 (1H, s, H-3).

RMN do *C (75 MHz, CDC}, ppm): 11,8 (C-3"), 15,8 (C-4*), 15,9 (C-2"), 18 (C-
4%), 23,2 (4-CHs), 26,9 (C-2)), 27,5 (C-6"), 30,8 (C-5'), 34,3 (C)2 34,6 (C-2%),
35,2 (C-1'¥), 35,3 (C-1%), 38,4 (C-3*), 38,6 (C-3*48,3 (C-1*), 48,4 (C-1*), 52 (C-
1), 121 (C-3'), 133,9 (C-4)).

3.4.5.2.3-(4-metilciclohexen-3-iIN-isopropilbutanamina 53

&
5' 3
2" 6 2'

1
o" /1LNH/\/;111‘
23 4

Amina utilizada: isopropilamina (0,82 mL, 9,6 mmadlempo de hidrogenacao:
10 horas. A purificacdo foi feita por extracdo &eirhse seguida de destilacdo
fracionada. Rendimento (CG-DIC): 63%. Rendimerdolédo): 40%.

Espectrometria de massas: 209,25,(8)98).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,86 (3H, m) = 6,4 Hz, H-4), 1,06 (6H, d}, =
6,3 Hz, H-2"), 1,3 (4H, m, H-2 + H-3 + H-6'a), 13q3H, s, 4'-CH), 1,7 (3H, m, H-1’
+ H-2'a + H-6’b), 1,95 (3H, m, H-2’'b + H-5), 2,&@H, m, H-1), 2,8 (1H, mJ = 6,3
Hz, H-1"), 5,37 (1H, s, H-3)).

RMN do **C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,8 (C-4%), 16,2 (C-4%), 22,7 (C-2"), 2(C-
2"), 23,2 (4-CH3), 26,8 (C-2"), 27,4 (C-6"), 30,7 (C-5'), 34,4 (G)2 34,7 (C-2%),
35,3 (C-1%), 35,4 (C-1'*), 38,3 (C-3*), 38,6 (C-3*45,7 (C-1), 48,7 (C-1"), 120,9
(C-3), 133,7 (C-4).
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3.4.5.3.3-(4-metilciclohexen-3-iIN-morfonil-1-butanamina 54

3"
1mO_~5"
<
Amina utilizada: morfolina (0,84 mL, 9,6 mmol). Temde hidrogenacéao: 5
horas. A purificacdo foi feita por remocéo dos prtod leves em bomba de alto vacuo.

Rendimento (CG-DIC): 90,3%. Rendimento (isolad@p3
Espectrometria de massas: 237,25,(169).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4), 1,3 (4H, m, H-2 + H-3
6'a), 1,65 (3H, s, 4-CH), 1,7 (3H, m, H-1’ + H-2'a + H-6'b), 1,95 (3H, rh-2'b +
H-5), 2,4 (2H, m, H-1), 2,5 (4H, m, H-3" + H-5")3,7 (4H, tJ = 4,7, H-2" + H-6"),
5,38 (1H, s, H-3)).

RMN do*®C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,8 (C-4%), 16,2 (C-4*), 23,3 (4H3), 26,8 (C-
2", 27,4 (C-6"), 30,4 (C-2), 30,7 (C-5™), 30,8 {€*), 35,4 (C-1%), 35,6 (C-1"*),
38,3 (C-3%), 38,5 (C-3*), 53,7 (C-1), 57,5 (C-3"@-5"), 66,8 (C-2" + C-6"), 120,8
(C-3), 133,8 (C-4).

3.4.5.4.3-(4-metilciclohexen-3-iIN-piperidinil-1-butanamina 55

Amina utilizada: piperidina (0,95 mL, 9,6 mmol). Mipo de hidrogenacao: 4
horas. A purificacdo foi feita por remocéo dos prtod leves em bomba de alto vacuo.
Rendimento (CG-DIC): 66%. Rendimento (isolado): 60%

Espectrometria de massas: 235,25, (8)18).
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RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,85 (3H, m, H-4), 1,4 (6H, m, H-2 + H-3+
6’'a + H-4”), 1,6 (4H, m, H-3” + H-5"), 1,65 (3Hs, 4-CH), 1,7 (3H, m, H-1" + H-
2'a + H-6’b), 1,95 (3H, m, H-2’b + H-5’), 2,3 (2Hm, H-1), 2,4 (4H, m, H-2" + H-
6"”), 5,39 (1H, s, H-3").

RMN do *°C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,9 (C-4%), 16,3 (C-4%), 23,4 (4'}@), 25,4
(C-47), 25,8 (C-3” + C-5"), 26,9 (C-2"), 27,5 (&), 30,8 (C-2), 30,9 (C-5'), 35,8
(C-1), 35,9 (C-1'%), 38,3 (C-3*), 38,6 (C-3*), 56 (C-1), 57,9 (C-2” + C-6"), 120,9
(C-3), 133,8 (C-4).

3.4.5.5.N-[3-(4-metilciclohexen-3-il)butillanilina 56

DL
’ 2 NH/\Z'/;%4'
Amina utilizada: anilina (0,8 mL, 8,73 mmol). Temple hidrogenacédo: 60

horas. A purificacéo foi feita por extracdo acids® seguida de destilagédo fracionada.
Rendimento (CG-DIC): 50%. Rendimento (isolado): 36%

Espectrometria de massas: 243,40,(89,86).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2’ + H-3 H-
6”a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2"b + H-5"), 3,18 (2H, m, H-1"), 5,38 (1H, s, H-3, 6,85 (3H, m, H-2 + H-3 + H-6),
7,2 (2H, m, H-3 + H-5).

RMN do **C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 23,4 (4”-85), 26,9
(C-2)), 27,8 (C-6"), 30,7 (C-2’), 30,8 (C-5"), 38 (C-4'*), 32,7 (C-4™), 35,0 (C-
1"%), 35,1 (C-1"%), 38,1 (C-3), 38,3 (C-3'*), 4,8 (C-1'), 115,5 (C-2), 115,6 (C-6),
120,7 (C-4), 120,8 (C-3"), 129,3 (C-3), 131,9 §5-133,9 (C-4"), 144,9 (C-1).
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3.4.5.6.3-(4-metilciclohexen-3-iIN-benzil-1-butanamina 57

Amina utilizada: benzilamina (0,96 mL, 8,73 mmdigmpo de hidrogenacao:
14 horas. A purificacao foi feita por remocao dosdptos leves em bomba de alto
vacuo seguida de destilacdo fracionada. Rendim@@&DIC): 56%. Rendimento
(isolado): 44%.

Espectrometria de massas: 257,29, (82,22).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,84 (3H, m, H-4), 1,35 (4H, m, H-2 + H-3+
6'a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,7 (2H, m, H-1’ + H-6’b), 1,8 (1H, m, H-2'a),95 (3H, m,
H-2'b + H-5'), 2,63 (2H, m, H-1), 3,8 (2H, s, H-),"5,38 (1H, s, H-3’), 7,23 (2H, m,
H-4" + H-6"), 7,32 (3H, m, H-3” + H-5" + H-7").

RMN do °C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,9 (C-4%), 16,3 (C-4*%), 23,4 (4'}5), 25,4

(C-6), 27,0 (C-2%), 27,5 (C-2'%), 29,5 (C-2), 38,(C-5), 30,9 (C-5"), 34,1 (C-

4%), 34,4 (C-4™), 35,1 (C-1'¥), 35,3 (C-1"*), 38} (C-3*), 38,6 (C-3*), 47,7 (C-1), 54
(C-17), 120,9 (C-3"), 126,9 (C-5"), 128,1 (C-37)128,2 (C-7"), 128,3 (C-4"), 128,4
(C-6"), 133,9 (C-4"), 140,2 (C-2").

3.4.5.7.3-(4-metilciclohexen-3-iIN-piperazinil-1-butanamina 58

2" KSLN)\/H%A

3
. HN\625" 27 4

Amina utilizada: piperazina (1.5 g, 17,4 mmol). Emde hidrogenacgao: 14

horas. A purificagdo foi feita por remocéo dos prtod leves em bomba de vacuo
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seguida da filtracdo do excesso de piperazina ptada e lavada com éter etilico

gelado e remocao do solvente de lavagem. Rendinflenttm): 89%.
Espectrometria de massas: 236,40,(88,55).

RMN do'H (CDCL, ppm): 0,93 (3H, m, H-4), 1,32 (4H, m, H-2 + H-3+6'a), 1,65
(8H, s, 4-CH), 1,7 (3H, m, H-1' + H-2’a + H-6’b), 1,98 (3H, mi{-2’b + H-5’), 2,4
(2H, m, H-1), 2,5 (4H, s, H-3” + H-5"), 2,95 (4Hn, H-2” + H-6") 5,39 (1H, s).

RMN do *C (CDC}, ppm): 15,8 (C-4%), 16,2 (C-4%), 23,3 (4'H5), 25,3 (C-6'), 26,8
(C-2'%), 27,3 (C-2'%), 29,1 (C-2), 30,4 (C-5%), 3@ (C-5"), 35,5 (C-1*), 35,6 (C-
1'%), 38,2 (C-3*), 38,5 (C-3*), 45,8 (C-2” + C-6), 54,4 (C-1), 57,7 (C-3" + C-5"),
120,8 (C-3), 133,7 (C-4").

3.4.6.Procedimento modificado para a hidroaminometilagaado limoneno.

Sintese da “Familia B” (aminas 59-65)

Uma mistura de R)-(+)-limoneno1 (1 mL, 1,19 g, 8,73 mmol), catalisador
HRh(CO)(PPh)s (11,48 mg, 0,0125 mmol, 0,143 mol%), amina, tiifesfina (23
mg, 0,0875 mmol) e THF (10 mL) foram colocados swgbnio em um reator
autoclave pressurizado com 20 bar de CO, 20 bkl @eaquecido com banho de 6leo
de silicone com agitacdo magnética a 10Qor 24 horas. Apds este tempo o reator
foi esfriado sob agua corrente, despressurizadepeessurizado com 40 bar de, H
aquecido com banho de 6leo de silicone, com agitagdgnética a 108C. Apds o
tempo determinado o reator foi esfriado, despresmlwm e a mistura reacional foi

passada em uma coluna de silica para remocéao alsador.

3.4.6.1.4-cloro-N-[3-(4-metilciclohexen-3-il)butiljanilina 59
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Amina utilizada: 4-cloroanilina (1114 mg, 8,73 mmolTempo de
hidrogenacao: 20 horas. A purificacdo foi realizadaremocao dos produtos leves e
do solvente em bomba de vacuo seguida de destifegmé@onada. Rendimento (CG-
DIC): 30,6%. Rendimento (isolado): 23%.

Espectrometria de massas: 277,20,(8)27).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2' + H-3 H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2"b + H-5"), 3,08 (2H, m, H-1"), 5,38 (1H, s, H"3, 6,49 (2H, d,J = 8,6 Hz, H-2 +
H-6), 7,09 (2H, dJ = 8,6 Hz, H-3 + H-5).

RMN do **C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 23,4 (4”-85), 25,2
(C-6"), 26,9 (C-2"%), 27,3 (C-2), 29,2 (C-2'),30,7 (C-5"*), 30,8 (C-5"*), 35,0
(C-1"%), 35,1 (C-1"*), 38,1 (C-3'*), 38,3 (C-3'*) 42,8 (C-1'), 113,6 (C-2 + C-6),
120,7 (C-4), 120,8 (C-3"), 128,9 (C-3 + C-5), 183C-4"), 147 (C-1).

3.4.6.2.4-metoxi-N-[3-(4-metilciclohexen-3-il) butil]-anilina 60

Amina utilizada: anisidina (1183 mg, 9,6 mmol). Tearde hidrogenacéo: 24
horas. A purificacao foi realizada por remocédo domiutos leves e do solvente em
bomba de vacuo seguida de destilacdo fracionac&rac@&o acido-base. Rendimento
(CG-DIC): 40%. Rendimento (isolado): 24%.

Espectrometria de massas: 273,40 (M+, 9,12).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2' + H-3 H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2"b + H-5™), 3,08 (2H, m, H-1"), 3,65 (3H, s, 4-CH,), 5,38 (1H, s, H-3"), 6,5 (2H,
d,J=38,8, H-2 + H-6), 6,73 (2H, d,= 8,8, H-3 + H-5).



90

RMN do *°C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 23,4 (4”-85), 25,2
(C-6"), 26,9 (C-2"%), 27,3 (C-2*), 29,2 (C-2'),30,7 (C-5"), 30,8 (C-5"*), 35,0
(C-1"%), 35,1 (C-1"*), 38,1 (C-3%), 38,3 (C-3'*), 42,8 (C-1’), 48,0 (4-08;), 114,9
(C-2), 115,0 (C-6) 115,5 (C-3), 115,8 (C-5), 116(83"), 134 (C-4"), 142,8 (C-1),
152,0 (C-4).

3.4.6.3.4-metil-N-[3-(4-metilciclohexen-3-il)butil]anilina 61

Amina utilizada: 4-toluidina (1029 mg, 9,6 mmol)rifipo de hidrogenacéo: 48
horas. A purificacao foi realizada por remocédo domiutos leves e do solvente em
bomba de vacuo seguida de destilacdo fracionadadiRento (CG-DIC): 83%.
Rendimento (isolado): 70%.

Espectrometria de massas: 257,30, (18,48).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2’ + H-3 H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2"b + H-5"), 2,18 (3H, s, 4-CH), 2,42 (1H, s, NN 3,08 (2H, m, H-1), 5,39 (1H, s,
H-3"), 6,45 (2H, d,J= 7,0 Hz, H-2 + H-6), 6,9 (2H, d,= 7,0 Hz, H-3 + H-5).

RMN do *C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 20,3 (44d3), 23,4
(47-CHa), 25,2 (C-6"), 26,9 (C-2*), 27,3 (C-2"%), 29,AC-2"), 30,7 (C-5"*), 30,8
(C-5"%), 35,1 (C-1"%), 35,2 (C-1"*), 38,1 (C-3*), 38,3 (C-3™), 42,8 (C-1), 113,0
(C-2 + C-6), 121,0 (C-3"), 126,0 (C-4), 129,8 (G+3-5), 134,0 (C-4"), 146,4 (C-1).
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3.4.6.4.3-(4-metilciclohexen-3-iIN-furfuril-1-butanamina 62

Amina utilizada: furfurilamina (0,9 mL, 9,6 mmollempo de hidrogenacéo: 22
horas. A purificacao foi realizada por remocédo domdutos leves e do solvente em
bomba de vacuo seguida de destilacdo fracionadadifRento (CG-DIC): 90,1%.

Rendimento (isolado): 75%.
Espectrometria de massas: 247,25,(8)28).

RMN do*H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4), 1,3 (4H, m, H-2 + H-3 + H
6'a), 1,65 (3H, s, 4'-ChH), 1,75 (3H, m, H-1' + H-2’a + H-6'b), 1,98 (3H, rhl-2’b +
H-57), 2,55 (3H, s, H-1 + NM 3,7 (2H, s, H-6"), 5,39 (1H, s, H-3’), 6,1 (1K, H-
3”), 6,23 (1H, s, H-4"), 7,25 (1H, s, H-5").

RMN do *°C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4%), 16,2 (C-4%), 23,4 (4'}@), 25,2
(C-6), 26,9 (C-6™), 27,3 (C-6'%), 29,2 (C-2), 30,(C-5), 30,8 (C-5"), 35,1 (C-
1'%), 35,2 (C-1'*), 38,1 (C-3*), 38,3 (C-3*), 46 (@), 47,5 (C-6"), 108,5 (C-3"),
110,0 (C-4"), 121 (C-3’), 134 (C-4’), 141,7 (C-3"154,1 (C-2").

3.4.6.5.3-trifluormetil- N-[3-(4-metilciclohexen-3-il)butil]anilina 63

"
cF, S -
4 6 6 v 2
1 :
3 NH 3
2 2' 4'

Amina utilizada: 3-trifluormetilanilina (1,2 mL, ®, mmol). Tempo de
hidrogenacao: 48 horas. A purificacdo foi realizadaremocao dos produtos leves e
do solvente em bomba de vacuo seguida de destifegméonada. Rendimento (CG-
DIC): 30%. Rendimento (isolado): 21%.



92

Espectrometria de massas: 311,20,(F|75).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2' + H-3 H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2"b + H-5), 3.05 (2H, m, H-1"), 3,65 (1H, s, N1 5,38 (1H, s, H-3"), 6,65 (1H, m,
H-6), 6,81 (2H, m, H-2 + H-4), 7,18 (1H, m, H-5).

RMN do **C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 23,4 (4”-85), 25,2
(C-6"), 26,9 (C-2"%), 27,3 (C-2*), 29,2 (C-2'),30,7 (C-5"*), 30,8 (C-5"*), 35,0
(C-1"%), 35,1 (C-1"*), 38,1 (C-3'¥), 38,3 (C-3™*), 42 (C-1’), 108,5 (C-2), 113,5 (C-
4), 115,8 (C-6), 120,8 (343), 120,9 (C-3"), 129,9 (C-5), 132,0 (C-3), 1340-4"),
148,5 (C-1).

3.4.6.6.N-metil-N-[3-(4-metilciclohexen-3-il)butil]anilina 64

6
5" 3"
5
4 6 & - 2
v
’ 2 TW4'
Amina utilizada:N-metilanilina (1,05 mL, 9,6 mmol). Tempo de hidrogeao:

22 horas. A purificacéo foi realizada por remocés produtos leves e do solvente em

bomba de vacuo seguida de destilacdo fracionadadifRento (CG-DIC): 50,7%.
Rendimento (isolado): 40%.

Espectrometria de massas: 257,35,(18,67).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2' + H-3 H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2"b + H-5"), 2,85 (3H, s, N-CH), 3.15 (2H, m, H-1"), 5,38 (1H, s, H-3"), 6,6 (3H
m, H-2 + H-4 + H-6), 7,15 (2H, m, H-3 + H5).

RMN do **C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 23,4 (4”-85), 25,2
(C-6"), 26,9 (C-2"%), 27,3 (C-2), 29,2 (C-2'),30,7 (C-5"), 30,8 (C-5"*), 35,0
(C-1"%), 35,1 (C-1"*), 38,1 (C-3), 38,3 (C-3"*) 39,0 (N-GH5), 51,5 (C-1), 112,0
(C-2 + C-6), 115,7 (C-4), 120,9 (C-3"), 129,0 (G+3C-5), 134,0 (C-4"), 149,2 (C-1).
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3.4.6.7.2-{N-[3-(4-metilciclohexen-3-il)butil]}aminopiridina 65

6‘
5" 3"
4 6" 2"
52 N3
|

6©Z\NH/\Z/;‘“4'

Amina utilizada: 2-aminopiridina (904 mg, 9,6 mmadiempo de hidrogenacao:
24 horas. A purificacéo foi realizada por remocés produtos leves e do solvente em

bomba de vacuo seguida de destilacdo fracionadadifRento (CG-DIC): 33,5%.

Rendimento (isolado): 24%.
Espectrometria de massas: 244,30, (R4#,52).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2' + H-3 H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2"b + H-5"), 3,2 (2H, m, H-1"), 4,45 (1H, s, N 5,38 (1H, s, H-3"), 6,4 (2H, m, H-
3 + H-5), 7,35 (1H, m, H-4), 8,0 (1H, m, H-6).

RMN do **C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 23,4 (4”-85), 25,2
(C-6"), 26,9 (C-2"%), 27,3 (C-2), 29,2 (C-2'),30,7 (C-5"*), 30,8 (C-5"*), 35,0
(C-1"%), 35,1 (C-1"*), 38,1 (C-3%), 38,3 (C-3'*), 40,5 (C-1"), 106,2 (C-3), 112,3 (C-
5), 121 (C-3"), 134 (C-4"), 137,7 (C-4), 150,0 {8), 158,8 (C-2).

3.4.7.2-{[3-(4-metilciclohexen-3-il)-butillamino}etanol 6

2 1
N,
Em um baldo de duas bocas, foram adicionados sobstdra de argbnio o
aldeido26 (300 mg, 1,804 mmol), etanolamina (0,17 mL, 2,7hah 1,5 equiv.), 1

gota de acido suflirico concentrado e 5 mL de ét@msoluto, sob agitacdo vigorosa a
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temperatura ambiente. Apds 4 horas de reacao (quebservou-se que todo o aldeido
havia sido consumido), adicionou-se cianoborohiddet sodio (340 mg, 5,412 mmol,
3 equiv.) e manteve-se a rea¢do por 18 horas. Apgs tempo, ao verificar-se que
havia ainda imina ndo reduzida, acrescentou-sd guentidade do agente redutor e
manteve-se a reacao por mais 4 horas. A mistu@ored foi seca em bomba de
vacuo e o agente redutor precipitado foi removidofiitracdo e lavado com algumas
porcOes de éter etilico a seco. O éter foi remoeiiobomba de vacuo e o residuo

bruto foi purificado por destilacédo fracionada. Biemento (isolado): 57%.
Espectrometria de massas: 211,25,(M15).

RMN do'H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,9 (3H, m, H-4"), 1,3 (4H, m, H-2' + H-3 H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4’-CH), 1,75 (3H, m, H-1" + H-2"a + H-6"b), 1,98 (3HmM, H-
2”b + H-5"), 3,05 (4H, m, H-1' + H-2), 3,8 (2H, nH-1), 4,9 (2H, s, NH OH), 5,38
(1H, s).

RMN do *°C (75 MHz, CDC}, ppm): 15,7 (C-4'*), 16,2 (C-4'%), 23,4 (4”-85), 25,2
(C-27%), 26,9 (C-2"*), 27,3 (C-2"%), 29,2 (C-2"), 30,7 (C-5"*), 30,8 (C-5"*), 35,0
(C-1"%), 35,1 (C-1), 38,1 (C-3™), 38,3 (C-3*) 47,0 (C-1"), 51,0 (C-2), 58,5 (C-1)
120,9 (C-3”), 134,0 (C-4™).

3.4.8.N-propil- N-[3-(4-metilciclohexen-3-il)butil]4-metilbenzeno-1-

3m 4"
5" 3
5 o
Lrh &
N :
3 S \/;11144'

20 2

sulfonamida 71

Em um baldo de duas bocas com agitador magnétiboatenosfera inerte de
argonio, foram colocados 3 mL de diclorometano, df0da aming&4 (0,717 mmol)
e 146 mg de trietilamina (1,434 mmol, 2 equiv.)b&&o foi colocado em um banho
de gelo e entdo 302 mg de cloretopd®luenosulfonila (1,58 mmol, 2,2 equiv.) foi

adicionado ao baldo em pequenas por¢des, em unidltele tempo de 10 minutos.
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Trinta minutos apds o inicio da adicdo, o banhogdl foi retirado e o baldo

continuou sob agitacdo vigorosa durante mais 4shégads esse tempo o solvente foi
removido em um evaporador rotatorio, o residuordtdmado em acetato de etila e
extraido com 12 porcdes de 10 mL de agua destiladase organica foi seca sob
sulfato de sdédio e filtrada. O solvente foi remavidm evaporador rotatério e o

residuo bruto foi purificado sob destilacao fraeida. Rendimento (isolado): 44%.

RMN do*H (300 MHz, CDC}, ppm): 0,85 (3H, m, H-4"), 0,92 (3H,1,= 7.48 Hz, H-
1), 1,35 (4H, m, H-2' + H-2""), 1,5 (4H, mJ = 7,5 Hz, H-1” + H-2"a + H-3" + H-
6"a), 1,65 (3H, s, 4”-CH), 1,95 (4H, s), 2,4 (3H, s, 4-GK1 3,1 (4H, m, H-1’ + H-
1™, 5,38 (1H, s, H-4"), 7,3 (2H, m, H-3 + H-5){,7 (2H, m, H-2 + H-6).

RMN do C (75 MHz, CDC}, ppm): 11,2 (C-3"), 15,7 (C-4), 16,1 (C-4)21,4
(C-2"), 21,9 (4-CHa), 23,4 (47-CHs), 25,3 (C-27), 26,9 (C-2"%), 27,4 (C-2"%),
29,2 (C-2’), 30,7 (C-5"%), 30,8 (C-5"%), 34,8 (@), 35,0 (C-1"¥), 38,1 (C-3™),
38,3 (C-3™), 46,6 (C-1), 49,8 (C-1"), 120,8 (@), 127,1 (C-2 + C-6), 129,5 (C-3 +
C-5), 134,0 (C-4"), 137,1 (C-4), 142 (C-1).
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3.5.CONCLUSOES

O limoneno apresentou-se como um 6timo bloco detoagéio para a sintese de
derivados em solucéao, a partir da qual 20 compdstasn sintetizados (dos quais 15
séo originais, sendo relatados pela primeira veierteabalho) a partir de um pequeno
namero de protocolos sintéticos, através do empimovarias aminas e outros

substratos.

A hidroformilacdo do limoneno mostrou-se uma reacdpida, versatil e
reprodutivel, a partir da qual foi possivel obteldeido26 em 6timos rendimentos. O
insucesso na oxidacdo @& ao seu respectivo acido carboxilico e os problemas
encontrados na reproducdo dos protocolos de matbxigilacdo levaram ao
aproveitamento da grande versatilidade do grupoeiddd na reacdo de
hidroformilacdo/aminacédo redutiva em cascata (kiohiaometilacdo), onde foi
possivel sintetizarem-se duas familias de 7 coropostda, utilizando-se diferentes
aminas disponiveis comercialmente. Algumas dasasmanejadas ndo puderam ser
sintetizadas, devido ao fato de que levaram ao nemamento do catalisador.
Contudo, um dos produtos planejados, o aminoalé6éplfoi obtido com sucesso
através de um protocolo sintético classico de aradimaedutiva, 0 que permite entao

verificar o efeito da inclusdo do grupamento OHatiedade dos compostos.
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CAPITULO 4. AVALIACAO FARMACOLOGICA DAS
ATIVIDADES ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA E
ANTIPARASITARIA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS
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4.1.INTRODUCAO

4.1.1.Antimicrobianos e antifungicos: necessidade da buacpor novos

compostos

Desde os trabalhos de Koch e Pasteur no séculg@éXa conhecido o papel
de microorganismos em algumas doencas (como actubse) e também em outros
processos, como a fermentacdo. Mesmo assim, doeagaadas por bactérias (ex.:
Sifilis) matavam milhares de pacientes, sem aénish de métodos adequados para

seu tratamento.

Tendo como alvo o tratamento desta doenca, PaliclHconsiderado por
muitos o “pai da Quimica Medicinal”) postulou, méneeira década do século XX, que
seria possivel encontrar uma “bala magica”, istaurd, composto sintetizado em
laboratoério que fosse capaz de matar o organisoeadar de uma doenca sem que se
atingisse o organismo hospedeiro ou portador danaedo tratamento de doencas
causadas por organismos com o uso de compostoscqsifarlich denominou de
“gquimioterapia”’. ApGs a sintese e avaliacdo farri@gioa de centenas de compostos
estruturalmente relacionados ao Atos8 composto de arsénico (Figura 4.1), Erlich e
0 bacteriologista Sahachiro Hata descobriram em8120 arsfenamina74,
comercializado a partir de 1910 pela Hoechst comome de Salvarsan. Este
composto causou uma revolug¢do no tratamento diés Sffois era tratada até aquela

época com sais de Mercutio
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Figura 4.1. Estruturas quimicas dos compostos At arsfenamin@4

A parte de seus efeitos adversos toxicos, algunsadas pelo fato de que o
medicamento era fornecido como um poé para recaitstd e cada médico deveria
preparar a solucdo para o mesmo ser administramloniravenosa, a arsfenamina
tornou-se 0 medicamento mais prescrito no mundadceisada no tratamento da

Sifilis até o surgimento das penicilinas na déaa940.

Desde a descoberta da arsfenamina até os tempais, atwitas classes de
guimioterapicos e antibiéticos antimicrobianos &fangicos foram descobertas, tais
como as sulfonamidas na década de 1930, os bédaniaos como penicilinas (que
entraram em producdo na década de 1940) e cefalmapo aminoglicosideos,
macrolideos, macrociclos polipeptidicos, glicopdipis ou poliénicos, azbis,
guinolonas, monobactamicos e carbapenémicos, euatres. Infelizmente, junto com
0 surgimento de novas classes de antimicrobianastiingicos, o problema da
resisténcia de bactérfdse fungo$® a estes compostos também se tornou grave, de
modo tal que hoje a industria farmacéutica (espreiae no caso dos antibacterianos)
estd desenvolvendo novos compostos para fazere feertepas de microrganismos

multi-resistentes’.

Somando-se a isso também o fato de que hoje o pudercompostos em
ensaios clinicos para o tratamento de infeccdesadas por bactérias e fungos é
menor e vem diminuindo em comparacdo com décadasi@es. Desse modo, a
busca por novos agentes bactericidas e fungiocidasu-se novamente uma prioridade
na terapéutica.
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4.1.2.Leishmaniose
4.1.2.1.Aspectos gerais

A leishmaniose € uma parasitose causada por cer@f @spécies de parasita
do géneroLeishmania afetando cerca de 12 milhdes de pessoas em &8spai
especialmente na América Latina, sul da Europaenda Africa, Oriente Médio e
Asia, colocando em risco a saude de cerca de 35@enside pessoas nesses Idcais
Aproximadamente 2 milhdes de novos casos de leislogs® ocorrem a cada ano e,
segundo o Programa de Pesquisa e Treinamento emg&odropicais (TDRThe
UNICEF-UNDP-World Bank-WHO Special Programme fos&ech and Training in
Tropical Diseasés da Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 60peskoas

morreram de leishmaniose no mundo todo em 2002

4.1.2.2.0 parasita, seu vetor e ciclo de transmisséo

Os parasitas responsaveis pela leishmaniose sadprm@ mencionado
anteriormente, cerca de 20 espécies de parasitasdeéan Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, génetaeishmania Aléem do génerd_eishmania outro género
importante desta ordem € o género Trypanosoma,unb eptdo presentes parasitas
causadores de doencas importantes para o homem:oenc® de Chagas

(Tripanossomiase Americana) e a Doenca do Sonpaflassomiase Africana).

Morfologicamente as principais caracteristicas g@ostozoarios da ordem
Kinetoplastida s&o: a presenca de um ou dois fiagetiundos da mesma bolsa
flagelar e a presenca de uma Unica mitocéndriaecodot o cinetoplasto (organela

celular autoreplicavel que contém DNA extranuckeasta ligada ao flagel).

Os protozoarios do géneldceishmaniasdo dimorficos, apresentando-se nas
formas promastigota e amastigota. A forma promaiigpresenta um corpo celular
alongado, com aparéncia fusiforme, medindo de 14#420de comprimento e 1,5-4

um de largura e um flagelo livre. A forma amastigapresenta um aspecto oval,
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medindo de 2-6 um de comprimento e 1,5-3 um deutargOs parasitas nas duas

formas reproduzem-se assexuadamente, em divisaoabin

O vetor e hospedeiro principal dos protozoarios cgrca de 30 espécies de
flebotomineos hematéfagos dos génd?btebotomugVVelho Mundo) eLutzomyaou
PsychodopigugNovo Mundo), conhecidos popularmente no Brasthad'mosquito-

1;689

palha” ou “birigui

O ciclo de vida do parasita (Figura 4.2) se inig@ando os vetores se
alimentam de sangue contaminado de um hospedeitebxva&do, ingerindo formas
amastigotas do parasita. Dentro do intestino dor\esses amastigotas transformar-se-
ao na forma promastigota, a qual migra para o geotl vetor. Quando o inseto
alimenta-se novamente, inocula saliva com promaistsggque passam para a corrente
sanguinea do hospedeiro. Os parasitas sobrevivemmaganismos de defesa do
mesmo e infectam macréfagos ao serem fagocitadasrddos macréfagos ocorre a
fusdo do vacuolo parasitéfago com lisossomos, fodmao fagolisossomo e dentro
deste fagolisossomo o parasita transforma-se emt@oia. Apos essa transformacao,
multiplica-se, rompe a membrana do macréfago etafeutros macréfagb$ °

Eﬁ%ﬂ?ﬂh‘};’&?ﬁ;g‘e”““ de @ Dromastigotas séo

promastigotas no hospedeira) fagocitados por

Divisdo no intestino e macrofagos

0:22::3:%5'.;::105/"

—
7]

Amastigolas
transforman-se
em promastigotas
no intestine do
inseto

Promastigotas
transformam-se em
amastigotas dentro
dos macrofagos

du‘ﬁ'
QB' L
" 8%
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Amastigotas multiplicam-se
nas celulas (incluindo

. ~ % ‘... macrofagos) de varios tecidos
© 'ngestao da g

célula infectada
9 Flebolomineo alimenta-se de
sangue (ingerindo macrofagos
infectados com amastigotas)

Figura 4.2. Ciclo de vida do parasita responsagkl fgishmaniose. Origem: Center
for Disease Control (EUA)
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O homem participa desse ciclo como um hospedeide@al. Normalmente os
principais hospedeiros vertebrados sdo animaiesies, que sao reservatorios
naturais do protozoario, adaptados ao parasitifPentre esses animais, podem-se
citar como hospedeiros roedores, marsupiais e easisllvestres. Além desses, outros
animais nos quais é possivel encontrar a doencacéae, gatos, equinos, mulas e

roedores domésticdé°

4.1.2.3.Formas da doenca

A leishmaniose é classicamente dividida em duasderclinicas, a saber: a
leishmaniose tegumentar ou cutinea que atingeea lr@onodo ou mucosy e a
leishmaniose visceral que afeta figado, baco e laaiiseH, sendo que esta forma

visceral da doenca é fatal em quase todos os sast#o houver tratamefits *°.

A leishmaniose tegumentar é a forma mais comumogagh. E conhecida no
Brasil pelo nhome popular de “Ulcera de Bauru” eMeho Mundo como “botdo do
oriente”. Pode causar Ulceras cronicas, dissensimaprogressivamente afetando
linfonodos ou resultar em curas espontaneas. Adamais destrutiva da doenca é a
leishmaniose mucocutanea, causada no Novo Mundbgxsitmania (L.) braziliensjs
gque afeta as cavidades nasais, faringe, laringavedarle oral, podendo ocorrer
destruicdo total ou parcial da piramide nasal esieituras acometidas na boca. Pode
ocorrer também perfuracdo do septo nasal e do opal@ds danos causados,
permanentes, levam muitas vezes a exclusdo sodalpatiente, devido as
desfiguracdes faciais e também podem causar prabl@m alimentacdo do mesmo,
guando ocorrem danos na faringe. Segundo a OMS, dif¥/casos de leishmaniose
tegumentar ocorrem no Ird, Afeganistéo, Siria, Ar&audita, Brasil e Peft’” 2 O
Brasil tem registrado um aumento no nimero de cadatados de 21.800 casos em
1998 para 60.000 casos em 26803

A leishmaniose visceral € a forma mais perigosaaknca. Conhecida como
“calazar”, “febre dundum” e esplenomegalia tropicé&l uma doenca crbnica e

sistémica, caracterizada por febre de longa duragémexia, diarréia, linfadenopatia,
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seguidas de hepato e esplenomegalia, edemas, lgmsrorais, nasais e intestinais,
prostracdo e caquexia. A progressao da doencaitdebilpaciente e torna-o mais

suscetivel a infecgBes oportunistas, as quais levpatiente a obito.

Outro problema importante que apareceu recentemarnpesquisa sdo 0s casos
de co-infeccdo de leishmaniose e o HIV, que tornam paciente, ja

imunocomprometido, mais suscetivel aos problemdsislamaniose.

Dados da OMS indicam que mais de 90% dos casasdlerianiose visceral no
mundo ocorrem em quatro paises: Bangladesh, Biasila e Sud& No Brasil
observou-se um aumento no nimero de casos relatied@942 (1989) para 3.911
(1999), um aumento de 52%, o que indica que onmetéo da doenca ndo tem

recebido a atencdo necessaria dos 6rgdos goverashén

4.1.2.4 Tratamento

O tratamento da leishmaniose € essencialmente ajeirapico, realizado com

alguns farmacos que serdo apresentados a seguir.

Os antimoniais compostos de antimdnio pentavalente'[Sbdo farmacos que
foram introduzidos na terapéutica na década de ¥3Bsados desde entdo no
tratamento da leishmaniose, sendo os de primegalles no tratamento em guase
todos os paises do mundo. Dois farmacos pertenteahmeente a esta classe (Figura
4.3) sao o stibogluconato de sédm(Pentostam®, GlaxoSmithKline) e o antimoniato
de meglumina76 (Glucantime®, Sanofi-Aventis). Ambos sao admirgbsa via
parenteral, sendo o stibogluconato de s&tbovia intravenosa e o antimoniato de

megluminar6 via i.v. ou intramuscular.
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COOH COOH 3 Na sb
HO : O/(Tcgbo (Tcgbo : OH HO
0o OH HN\
Stibogluconato de sbdio Antimoniato de meglumina*
75 76

* ndo ha um consenso na literatura quanto a férmula estrutural correta deste composto. A férmula
mostrada aqui € uma proposta.

Figura 4.3

Mesmo com seus muitos anos de uso, 0 mecanismgadedas mesmos ainda
€ incerto. A propria formula estrutural correta altimoniato de meglumin@6 é
desconhecida; sendo a férmula mostrada na Figudaua proposta para o
compostd®. Acredita-se que os antimoniais sdo ativos aonseegluzidos, dentro dos
macréfagos e/ou dentro da forma amastigota do ip@rascompostos de antimdnio
trivalente (SB'), os quais s&o toxicos para o parasita e resudtansua morte. Os
antimoniais ndo séo ativos contra a forma promatstigo parasita e apresentam uma
série de efeitos adversos, tais como: cardiopatiesjficiéncia renal reversivel,
pancreatite, anemia, mialgia e trombocitopeniareeautros. Esses efeitos adversos,
somados ao fato de que o tratamento com essescf@necastuma durar de trés a
guatro semanas, fazem com gque muitos pacientedaiam o tratamento. Além
disso, nos ultimos anos, o alto niumero de relatgedisténcia dos parasitas aos
antimoniais no estado de Bihama india, fez com que os mesmos perdessem o posto

de farmacos de primeira escolha para a Anfoterigii&.
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Pentamidina Anfotericina B
77 78

Figura 4.4

A pentamidinas7 (Figura 4.4) é uma diamidina utilizada tambémratamento
da tripanossomiase africana (“doenca do sono"nsiderada um farmaco de segunda
escolha no tratamento da leishmaniose quando awvam&is ndo sao efetivos. Seu
mecanismo de acdo, assim como o dos antimoniaiscedto. Acredita-se que a
pentamidina atue diretamente no DNA da mitocondagarasita, dado corroborado
pela observacdo de que é nesta organela do pagasitapcorre a acumulacdo do
farmaco. E ativa também contra a forma promastigtaparasita. Apesar de sua
efetividade os efeitos adversos graves como neimadade, hepatotoxicidade e
inducado de diabetes insulino-dependente ou insitidependente irreversivel, fazem

com que a Anfotericina B8 seja usada preferencialmehté > %’

O macrociclo poliénico Anfotericina B8 é mais conhecido por ser um
antifingico amplamente usado em infec¢gbes fungsist€micas, embora se saiba
desde a década de 1960 que 0 mesmo € ativo tanadmdra eishmanias. A razdo para
esta acdo € que parasitas do géhershmaniaapresentam ergosterol como lipidio de
membrana e ndo colesterol (como os mamiferos)isBoy este composto € capaz de
interagir com a membrana do parasita, abrindo poaasesma causando o fluxo livre

de fons para dentro e fora da célula, levando &endor parasita'®

O principal problema do uso deste farmaco residevdoios efeitos adversos
relacionados a aplicagdo do mesmo via intraveniesae| tremores, tromboflebites,
endurecimento dos vasos sanguineos e nefrotox@idAdmaior parte destes efeitos

(incluindo a nefrotoxicidade) pode ser diminuida &é mesmo eliminada) com o uso
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de preparacOes lipossomais de Anfotericina B, quesantam, entretanto, um alto
custo, proibitivo para o seu uso no tratamento elahinaniose em paises em

desenvolvimentts,

Paromomicina79 (Figura 4.5) e Miltefosina80 sdo os novos farmacos
adicionados ao arsenal terapéutico no século Xk paratamento da leishmaniose.
O primeiro € um aminoglicosideo usado desde a dédad1960 no tratamento de
infeccbes bacterianas. Embora se soubesse desd€épmssa que o farmaco era um
agente anti-leishmania vitro, apenas no final do século XX, com o suporte de
Organizagdes Nao-Governamentais (ONGs) coniosbtute for One World Health
(IOWH) e a Fundacéo Bill e Melinda Gates, que s&eHHgle ensaios clinicos recebeu
o aporte financeiro necessario, resultando na agéwy na India, para o uso no
tratamento da leishmaniose visceral em 2008 paromomicina, administrada via
intravenosa, estd em Fase lll de ensaios clinioo®w@ros paises do mundo, sendo
esses testes suportados pela DNDiu@ls for Neglected Diseases Initiatjie
Acredita-se que o0 mecanismo de acdo da paromomsgj@ao mesmo de sua acao

antibacteriana, isto é, a inibicdo da subunidad® &tk ribossomos.

NH,
H->N
~OHon %:  oH
0.
@) (Q/’"OH
o :
HO NH;,
Paromomicina
79
P. rlf
2 \O/\/ \
Miltefosina
80
Figura 4.5

Além dos efeitos adversos mais suaves (ototoxieidagersivel, dor no local
da injecdo) do que os antimoniais, a paromomicpraseenta como grande vantagem

seu baixo custo (estimado em cerca de 10 ddlargsgotente para todo o tratamento)



111

em comparacdo a Anfotericina B lipossomal (100 réSlgpor paciente para todo o

tratamento}®,

A miltefosina 80 é um alquilaminofosfolipidio, relacionado estraforente
com a colina. Planejado inicialmente como um anfiiésico, ensaios independentes
mostraram sua atividade na década de 1980. Apalha dlo composto na Fase Il de
ensaios clinicos para o tratamento de tumores, napa&ohia entdo detentora da
propriedade intelectual ASTA Medica (atualmente rAge Zentaris), decidiu
desenvolve-lo como um agente anti-leishmania eroepar com o TDR. O farmaco
foi aprovado para o tratamento da leishmanioseerdgcna india em 2002 e na
Colémbia em 2008. A grande vantagem da miltefosina sobre os oudéosacos na
guimioterapia da leishmaniose é que é o Unico aggm pode ser administrado via
oral. Isso facilita muito o regime de administracdmansporte e estoque do
medicamento em regides sem infra-estrutura basseanebons hospitais ou centros de
atendimento. Atualmente este farmaco esta em Hade énsaios clinicos em outros

paises do mundo, incluindo o Brasil.

Embora seu mecanismo de acdo ndo esteja elucidadqwpvavel que a
miltefosina atue na inibicdo da sintese dos ligidle membrartd Seus principais
efeitos adversos sédo gastrointestinais, com nawesed@snitos acometendo 40% dos
pacientes que utilizam o medicamento. Além dissmiileefosina é teratogénica em

ratas e seu uso em pacientes gravidas néo é redad®f’ %

A 8-aminoquinolina sitamaquin@l, também conhecida durante a fase pré-
clinica como WR 6026, foi desenvolvida p&lalter Reed Army Institute of Research
(WRAIR) em colaboragdo com a companhia farmacé@lexoSmithKline e esta em
fase Il de ensaios clinicos para o tratamente&maniose, sendo ativo também por
via oral. O imunomodulador Imiquimo82 quando administrado juntamente com
antimoniais, € capaz de tratar com sucesso lesfiéeeas de leishmaniose que sao
refratarias ao tratamento apenas com os compostastinénio e esta atualmente na

fase Il de ensaios clinicos para o tratamento togiécleishmaniose cutartéd:
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Figura 4.6

Mesmo com as novas adicOes ao arsenal terapéutliserva-se que 0S
medicamentos disponiveis apresentam problemasremgale custo, efeitos adversos
e duracdo do tratamento. Somando-se a isso o éatpud dos quatro farmacos em
testes nos ultimos vinte anos (paromomicina, nafiiefa, sitamaquina e imiquimod),
apenas um pode ser considerado inédito (sitamggeinaermos de alvo planejado de
tratamento. Também o fato alarmante de que nadeaexisompostos em fase pré-
clinica ou em fase | de ensaios clinicos tornamuscd por novos agentes uma

prioridade na pesquisa.

4.1.2.5 Tratamento da leishmaniose no Brasil

De acordo com as recomendacfes do Ministério ddeSaara o tratamento da
leishmaniose tegumentar recomenda-se como farmaroprimeira escolha o
antimoniato de meglumina na dose de 10-20 md/d&h aplicado de forma
intravenosa ou intramuscular, entre 20-30 dias. Wfotericina B é o farmaco de
segunda escolha em pacientes refratarios aos andiisi@ de primeira escolha em
gestantes, sendo indicada a dose de 1-4 mg/kgtdiase atingir a dose total
administrada de 1-3Y. No tratamento da leishmaniose visceral recomeedesmo
farmaco de primeira escolha o antimoniato de meiglama mesma dose usada na
leishmaniose tegumentar. Assim como na forma tegtane anfotericina B € o
farmaco de segunda escolha em pacientes refra@oosantimoniais e de primeira
escolha em gestantes, sendo indicada a dose dé&didig/ em dias alternados, até

atingir-se a dose total de 3y
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4.1.3.Tripanossomiase Americana (Doenca de Chagas)

A Doenca de Chagas, ou Tripanossomiase Americarmsguéada por um
parasita da ordem Kinetoplastida, denominddganosoma (Schyzotrypanum) cruzi
E formalmente uma zoonose, afetando mamiferos gieepe porte entre a Argentina
e 0 Sul dos Estados Unidos da América. Devido am@y da populagcdo humana
sobre areas antigamente inabitadas e a domesticagdoa do vetor, a doenca afeta
também a populacdo humana residente entre o norfdéxico e a Argentina. A
doenca esta presente em atualmente 16-18 milhOgesimas na América Latina,
colocando em risco a saude de cerca de 90 milhdgmssoas que vivem em areas

endémicas, causando cerca de 50.000 mortes pGr ano

O vetor do parasita sdo insetos da ordem Hemipfarailia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, sendo mais relevantes osetds Triatoma infestans
Rhodinius prolixug Panstrongylus megistru® ciclo de vida do parasita € complexo,
com fases proliferativas no hospedeiro invertebr@gmmastigota) e no hospedeiro
vertebrado (amastigota intracelular), assim comoseda nao-proliferativas

(tripomastigotas) em ambG$®.

A doenca apresenta-se em duas fases, a saber: @agudaica. A fase aguda,
gque dura em torno de dois meses, apresenta-se imgiandos casos de forma
assintomatica ou oligossintomatica, mas em algassscobservam-se varios sintomas
como: dor de cabeca, dispnéia, mialgia, edemasattwegalia,rash cutaneo,
esplenomegalia, linfoadenopatias, miocardite e maramente meningoencefalites
(convulsbes e paralisias). Esta forma da doenca pedfatal em criangcas menores de
5 anos de idade, idosos, pacientes imunocompronsetid em casos onde houve uma
entrada de um grande numero de parasitas, comaasus de infeccdo oral. Em
pacientes com AIDS a meningoencefalite é a manifést mais freqiierfté*. A fase
crbnica é caracterizada pela migracdo do parasita {cidos como o0 coracdo e a
musculatura lisa do aparelho digestivo, podendoassmtomatica (indeterminada)
durando por toda a vida do paciente. Cerca de ¥<Bf»s pacientes apresentam danos

em o6rgaos infectados, levando as formas cardiagestiya e neuronal da doenca, que
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causam sérias complicacdes, levando em alguns easddito (especialmente na

forma cardiaca).

O tratamento da doenca é feito principalmente sa fguda da mesma com
dois farmacos: nifurtimoxX3, introduzido na década de 1960, e benzinid&zl
introduzido nos anos 70. Apenas o benzinidazol dsdonivel para uso no Brasil
(Rochagan®, Roche). Ambos sdo ativos contra o parasspecialmente na fase
aguda, onde se conseguem altos indices de curaatecad O mesmo nao vale,
entretanto, para a fase crbnica, embora ja se qaia uso de benzinidazol durante a
fase crbnica ajuda a diminuir a gravidade da doemga pacientes, devido a
diminuicdo da parasitemia no paciente. Ambos omdéos causam sérios efeitos
adversos aos pacientes (incluindo vomitos, anorgahlneuropatia periférica e
dermopatia alérgica), 0 que causa em muitos caabsmdono do tratamento. Devido
a esses problemas, a necessidade de novos farefatoes em ambas as fases da

doenca e com menos efeitos adversos e toxicosaltada na literatuta®”

[
N)\Noz
o = <] NHTH
°S N—N
o/ NO, o
Nifurtimox Benzinidazol
83 84

Figura 4.7.
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4.2.OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo constituem-se em: aliaavatravés de testes
farmacoldgicosin vitro a atividade antibacteriana, antifingica e antgitaaa dos
compostos sintetizados nos capitulos anteriorb¥aepartir destes resultados, realizar
uma tentativa de correlacdo entre a estrutura édesnos e a atividade farmacologica
observada.
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4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1.Avaliacéo da atividade antibacteriana

4.3.1.1.Avaliacdo da atividade antibacteriana pelo método &l inibicdo do

crescimento no agar em pogos

Este teste foi realizado no Laboratério de PesqeisaControle de Qualidade,

Faculdade de Farmacia/UFRGS, sob a coordenacamtidiP. Martin Steppe.

O R-(+)-limonenol e os derivado48, 26, 27 e 34 foram testados contra seis

microrganismos selecionados. A Tabela 4.1 mostrasadtados deste ensaio.

Tabela 4.1. Ensaio de inibicdo do crescimento biacie em agar com pogos

Bactéria Compostos

O 0,0 .0 O

/\ H3COJJ\/§11‘»‘1 HM HOM \/\NH’\/E“MA
18 26 27 34

1

Micrococcus luteud\TCC

9341 - + * * *
Escherichia colATCC

25922 - * * - *
Staphylococcus. aureus

ATCC 6538P - * * * *
Streptococcus.epidermides + } ) +
ATCC 12228

Pseudomonas. aeruginosa

ATCC 27853 - * * * *
Bacillus. subtilisATCC

66633 - i i - i
Legenda: “+” = halo de inibicdo com diametro médiaior que 12 mm; “-” = sem halo de inibic&o.

Concentragdo dos compostos no teste: 15 mg/mL&60Q+M)

Os resultados expressos na Tabela 4.1 mostram mesemo nas altas
concentragcdes do ensaio (15 mg/mL)Ry-(*+)-limonenol ndo inibiu o crescimento
de nenhuma das bactérias testadas. Todos os derifadcionalizados inibiram o
crescimento de pelo menos quatro dos seis micrmmas testados e dois dos

compostos (0 éstel8 e a amina secundar8) inibiram o crescimento de todas as
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bactérias no ensaio. Ressalta-se aqui que esteemsaio qualitativo, no qual se tem

por objetivo descobrir se um composto é capazitie m crescimento bacteriano.

Neste teste observou-se (dados ndo publicadospsguelos de inibicdo da
amina34 eram maiores que os do ési& indicando que esta amina foi 0 composto

mais ativo dentre os testados. Portanto, decidpete determinacdo da Concentracéo

Inibitéria Minima (CIM) da mesma.

4.3.1.2.Determinacédo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)

Este teste foi realizado no Laboratério de PesqeisaControle de Qualidade,
Faculdade de Farméacia/lUFRGS, sob coordenacdo doBroMartin Steppe, € no
Laboratério de Farmacocinética, Faculdade de Faat#eRGS, sob coordenacéo da

Profa. Dra. Teresa C. Dalla Costa.

De modo a determinar o perfil antibacteriano danansecundaria4, mais
ativa no teste de inibicdo em pocos, fez-se a m@tagao da CIM do composto. Os

resultados estdo expressos na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Determinacao da CIM do comp@sto

Bactéria CIM (ug/mL)
Vancomicina

SSONH

34
M. luteusATCC 9341 32 <2
E. coliATCC 25922 64 32
S. aureuATCC 6538P 256 2
S. epidermideATCC 12228 128 4
K. pneumoniaddTCC 18051 64 4
P. aeruginosaATCC 27853 64 8
B. subtilisATCC 6633 64 4

O experimento da CIM foi realizado em duplicata.
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Os resultados da determinagcdo mostram que, emboamiaa 34 tenha
apresentado capacidade de inibir o crescimentoad&éfias na concentracdo de 15
mg/mL, a mesma apresenta valores de CIM altos fmtas 0s microrganismos

testados, apresentando valores de CIM entre 32+866L.

Os compostos sintetizadb8-58, que junto com a amir@ formam a “Familia
A’ de aminas derivadas do limoneno (ver Capitulot@&nbém foram testados nessse
protocolo, tendo suas CIMs cont&taphylococcus aureugeterminadas, conforme
dados da Tabela 4.3. Essa bactéria foi escolhidaengeste por ter sido a mais

resistente ao compossd no ensaio anterior (Tabela 4.2).

Tabela 4.3. Determinacéao da CIM dos prod&®s8 contraS. aureusATCC 6538 P

CIM CIM

Compostos Compostos
P (Hg/mL) P (Hg/mL)

PO 64 @MH\}% 64

57

& .

128 o, 64
o/ Hr\|l/\N

54 58

64 Vancomicina 2

.

. 64

56

Microrganismo utilizado:S. aureusATCC 6538P. Esse experimento foi
realizado em duplicata.
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Os dados da Tabela 4.3 indicam que, mesmo com laoraeha atividade dos

derivados em relacdo a amidda (CIM = 256 pg/mL contré&s. aureuy nenhum dos

derivados apresentou uma boa atividade antimianabia

4.3.2.Avaliacdo da atividade antifungica

Estes testes foram realizados pela Profa. Dra.n@uzacchino da Faculdade de

Ciéncias Bioquimicas e Farmacéuticas de Rosariggemtina. Os dados da

determinacdo da CIM e da Concentracdo FungicidanhaifCFM) estdo expressos na

Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Determinagéao da CIM e da CFM dos Cotop84 e 53-58.

- Fungos @
S 2 ! ™ S
2 g O = 9 =
S B E o 2 8 3 ? 5
b g 2 L 5 E & S g
% o o) % © <« S 5 £
c %) ) 3 = (@) = > [
2 S oY = =3 c £ c
2 ) 3 © ') o c
= IS oN 9 o 9 2 =4 S~
o~ O N = 20 =2 o) = g o
'g g O 8 ™ ) SN 5 Q o oo
™ O = o O T3] o < o
S gL 20 a9 20 ad S S 8L
O3 o< O« <o <<<& = = F <
Compostos CIM / CEM (ug/mL)
34 zggi; 250 125 /250> 250 > 250> 25062,5 /125 62,5 /125 62,5/125
53 > 250 > 250 > 250 > 256 250> 250 250 250 250
54 > 250 > 250 > 250 > 256 250>250 125 125 125
55 > 250 > 250 > 250 > 256 250> 250 250 250 250
56 > 250 > 250 > 250 > 256 250> 250 > 250 > 250 > 250
57 62,5/12562,5/12562,5/125 125 62,5 125 31,25 15,6 31,25
58 125 125 125 /250> 250 250 > 250 31,25 15,6/31,25 31,25

Anfotericina B 0,78
Cetoconazol 1,56
Terbinafina 0,5

0,50 0,25 0,50 0,5®,50 0,125 0,075 0,075
3,12 0,39 0,78 0,78,56 0,04 0,01 0,025
0,5 0,25 0,1250,50 0,25 0,05 0,025 0,025

A presenca de apenas um valor, sem a “/”, significaos valores da CIM e da CFM s&o semelhantes.

Os dados da tabela mostram que, apesar dos compdstdb8 apresentarem

uma atividade antifingica maior do que as dos sutompostos da série, nenhum dos
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compostos sintetizados apresentou bons resultadse rneste, com valores de CIM e
CFM bem superiores aos padrdes Anfotericina B, cdet@zol e Terbinafina usados

no teste.

4.3.3.Avaliacdo da atividade antiparasitaria
4.3.3.1.Atividade anti- Trypanosoma cruz

Estes ensaios foram realizados sob a coordenacBoofldDr. Hugo Cerecetto,
da Facultad de Farmécia e Bioquimica da Universidiadia Republica, Montevideu,

Uruguai.

Alguns dos compostos sintetizados foram testadositro contra a forma
epimastigota da cepa Tulahuen 2Tdecruzi Os resultados estdo expressos na tabela

abaixo.

Os dados da tabela mostram que, embora nenhumtprtahha apresentado
um valor de 1Gy menor que o do padrao nifurtimox, os proddi6® 58 apresentaram

valores de Ig, proximos ao do padréo e valores de Pl (50 uM) reaique 70%.
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Tabela 4.5. Avaliacéo da atividade anti-tripanossole alguns dos compostos
sintetizados

PI(50 ICso PI(50 ICso
Composto Composto
P é UM)?  (uM)P P UM (uM)P
g 21 350 | 0o~y 514 50
- .l
62
(\N% 20,7 >50 @N o 0 > 50
o/ |
54 64
@ é 705 295 é 418 > 50
N HO o~
56 66
~ . 535 50 N'f‘zg'sr)“ox 77
57
; 824 192
N , ,
"

58

a) Porcentagem de inibicao de crescimento da fapiraastigota da cepa Tulahuen 2

causada por um determinado produto a concentrag&0 pgM.

b) Concentracdo que inibe 50% do crescimento denmespa acima.

4.3.3.2.Atividade anti-leishmania

Estes ensaios foram realizados sob a coordenac®rafla. Dra. Maria de
Fatima Madeira, do Servico de Parasitologia Climioanstituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio derddrai



122

Alguns dos produtos sintetizados tiveram sua adedanti-leishmania testada
in vitro contra promastigotas deeishmania (V.) braziliensisOs resultados estao

expressos na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Atividade anti-leishmania da “Familiad&® compostos sintetizados e
outros derivados dd=j-(+)-limoneno

Composto G50 (LM) Composto 1Cs0 (ULM)
. 876,2 + 216 QNHW 11,5+0,8
1 56
Oé 141,6 + 28,5 i, 257,0+225
M ) ) NH ) )
H3;CO .8 ©/\
57
\/\NH\/;% 17,2+0,9 (\Nw 269,5 + 38,9
y .
58
/L é 253,6 £33,9 é 23,2+19
NHw \/\NH/\/%
53 66
é 1027 + Pentamidina
O(\Nm 138.6 77 48,5 + 28,7
54

Os valores de l§ estdo expressos como média = desvio padrao de trés

experimentos.
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Os resultados expressos na tabela 4.6 mostramaogesesecao do derivadsd
todos os compostos foram mais ativos que o limonapesentando valores desdC
gue variaram de 11,5 + 8,8 a 269,5 + 38,9 uM. E#sgltados revelam também que
destes sete derivados mais ativos que o limoneg®deles34, 56 e 66) apresentaram

uma atividade anti-leishmania superior ao padréi@aado no teste, pentamidirnd.

A partir destes resultados, sintetizou-se outreegém de sete compostos,
analogos a amina aromatié&, mais ativa, de modo a verificar se modificacées n
anel ou no atomo de nitrogénio alterariam a atdédanti-leishmania dos mesmos
(conforme descrito no Capitulo 3). O mesmo foiizaalo com a amin&4 onde foi
adicionado o grupamento sulfonamida, transformamda-amina secundarfd. Essa
“Familia B” de compostos foi submetida ao mesmoaieng o0s resultados estdo
expressos na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Atividade anti-leishmania da “Familiad® compostos sintetizados.

Composto 1G5 (LM) Composto 1Cso (ULM)
CFj
i é 58,4+ 5,1 @ é 84,6 +2,6
é i ) : ) i )
@\NHW ' NH S
59 63
MeO é é
@NH% 57,6 7,3 @LTW 54,5 +14,8
60 64
é + ~ é +
T, 280x12) (1 T 270%29
61 65
ﬁ\ojﬁ"”\/ﬁ% 35,6 £1,6 W@ij 12,1 +0,3
. n

Os valores de 1§ estéo expressos como média + desvio padrdo dexjpésimentos.
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Os resultados arrolados na Tabela 4.7 mostram qdestos compostos
apresentaram uma atividade na mesma ordem de geagde o padr&o pentamidina,
com a IG, variando de 12,1 £ 0,3 a 84,6 + 2,6 uM. Observeagghém que quatro
compostos da Familia B1, 62, 65 e 71, apresentaram um valor desyGnferior ao
padrdo pentamidin&7 e que a sulfonamidd@l apresentou uma atividade anti-
leishmania (IG, = 12,1 £ 0,3 uM) muito préxima aos apresentaddgspeompostos
da “Familia A”, especialmente pelos derivados aiudi 56 (ICso = 11,5 £ 0,8 uM) e
n-propila34 (ICso = 17,2 £ 0,9 uM).

Combinando os resultados dos ensaios anti-leislanmgas duas “Familias” de
compostos, observa-se que dos dezessete compestidos 16 sdo mais ativos que o
proprio limoneno, e que sete destes dezesseiseapaesm um valor de kg menor
gue o do padréao pentamidii@, a saber: os derivados agropilamina34, anilina56,
etanolamina 66, 4-metilanilina 61, furfurilamina 62, 2-aminopiridina 65 e a

sulfonamidarl, obtida a partir do compos8g.

4.3.4.Discussédo da atividade anti-leishmania dos compostala “Familia
A” e “Familia B”

Primeiramente, os resultados obtidos com os comgashtetizados mostram
gue as modificacdes realizadas no “scaffold” limemagregaram valor a este terpeno,
pois apenas um dos derivados apresentou ativigdelieor a ele %4, 1ICso = 1027 £
138,6 uM). Igualmente, de uma maneira geral, pedefsmar que substituintes

amino e sulfonamida foram mais eficazes que caldmaicarboxilas.

Em segundo lugar, é possivel observar que as magiifes estruturais
realizadas nos compostos causam diferencas ndaatévianti-leishmanim vitro dos
mesmos. Embora ndo seja possivel estabelecer gra geral, devido ao pequeno
namero de compostos testados, pode-se tracar ualelparentre os compostos
apresentados.
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4.3.4.1.Influéncia dos substituintes

Os substituintes introduzidos soaffoldsédo tanto de natureza aromatica quanto
alifatica. Isto foi planejado objetivando-se dedeqiossiveis influéncias na atividade
em funcdo do carater hidrofébico dos derivados. t@h os resultados obtidos
(Tabelas 4.6 e 4.7) nao permitem tracar nenhumeaelagéo, pois a adicdo desses
substituintes resultou em diferentes atividadesc&€dos composto84, 53, 54, 58 e
66) possuem uma cadeia lateral alquilica, sendo ouie destes apresentaram
importante atividaden-propil 34 (ICso = 17,2 £ 0,9 uM) e etanolamie® (ICso = 23,2
+ 1,9 uM), superior a pentamidina. Por outro lamlderivado ramificado isoprops3
nao apresentou a mesma magnitude de atividade<1253,6 £ 33,9 uM), mostrando
uma atividade cerca de 14 vezes inferior ao seuas®34. Os alifaticos ciclico88 e
54 apresentaram uma atividade bastante baixa €@269,5 = 38,9 uM e I§ = 1027
+ 138,6 UM, respectivamente), sendo que o derivano o anel morfolin®d4 foi o

unico dos compostos sintetizados que foi menos gtie o proprio limoneno.

Aparentemente aumentos no volume espacial do subttiem torno do &tomo
de nitrogénio perecem ser responsaveis pelas @tgana atividade dos derivados,
como se pode observar comparando-sgeopilamina34 com a isopropilaming3. O
mesmo efeito pode ser observado comparandaige@pilamina34 com os derivados
da morfolina54 e da piperazin&s.

Os derivados aromaticos de uma maneira geral apegaen uma excelente
atividade. Com excecdo do composto benz#iegajue se revelou menos ativo que a
pentamidina (IGy = 257,9 + 22,5 uM contra kg= 48,5 = 28,7 uM d&7), os demais
tiveram atividade superior a este padrdo. O comg@Gtderivado da anilina, como ja
mencionado, foi o mais ativo de todos {(JG 11,5 £ 0,8 uM). Modificacbes na
natureza do substituinte ou no padrdo de substduilp anel aromatico conduziram a
compostos menos ativos, como pode ser observadapaterivadoS9 (ICso = 58,4 +
5,1 uM),60 (IC50 = 57,6 = 7,3 uM)B1 (IC50 = 28,0 £ 1,2 uM)62 (IC5o = 35,6 £ 1,6
UM), 63 (ICso = 84,6 + 2,3 uM)64 (IC50 = 54,5 £ 14,8 uM)65 (ICs5o = 27,0 £ 2,9
uM) e 71 (ICso = 12,1 = 0,3 uM). Contudo, todos estes apresantarma boa

atividade, sendo que quatro deledl, (62, 65 e 71) foram mais ativos que a
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pentamidina. Como o0s substituintes no anel arom&#o tanto doadores quanto
retiradores de elétrons, os fatores eletrbnicosemodser descartados como
responsaveis pelas atividades detectadas. Novantentelume dos substituintes
parece influenciar na atividade, como pode ser pkBocado com 0s compostdso,
60 e 63 que apresentaram as piores atividades nesta (hmaaracdo e possuem 0s
substituintes mais volumosos no anel aroméatico |(4-&MeO e 3-Ck,

respectivamente).

Neste sentido, o derivado da benzilami?a(ICso = 257,9 + 22,5 uM) é mais
volumoso que o derivado da aniliBé e apresentou uma atividade cerca de 22 vezes

inferior a56, parecendo corroborar com esta hipétese.

Ao mesmo tempo, comparando-se o derivada-pgeopilamina34 (ICso = 17,2
+ 0,9 uM) com o derivado da anilid® (ICso = 11,5 + 0,8 uM), observa-se que nédo ha
uma grande diferenca de atividade entre os congostobora possa-se dizer que o
anel aromatico dé6 apresenta um volume espacial um pouco maior qoadaia
alquilica do derivad@®4. Isto mostra que a lipofilicidade parece néo teaumaior

influéncia na atividade detectada.

Observa-se também, que a sulfonan@glCs, = 12,1 + 0,3 uM), derivada da
amina34, apresenta um valor de {proximo a este derivado e a amb& mesmo
apresentando o volumoso grupo 4-toluenosulfonanmlidado diretamente ao
nitrogénio, sendo uma clara excecdo a essa ‘regbservada com o0s demais
compostos. Indicando gqud possa estar atuando por mecanismo de acédo ddatesat

demais.

4.3.4.2.Influéncia da presenca de heteroatomos

Os resultados dos ensaios permitem a constatac@oued®s derivados mais
ativos nos ensaios sdo aminas. O Unico éster testacbmpost®4 (ICso = 141,6 +
28,5 uM) apresentou atividade inferior a do padgréntamidina77. N&o € possivel

inferir, entretanto, se outros compostos que aptese apenas O0Xigénios como
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heteroatomos tais como éteres, outros éstereqyasetou aldeidos, ndo sejam ativos

nesse teste.

Algumas das moléculas sintetizadas apresentamoétenos adicionais, além
do nitrogénio. Comparando o derivado rdaropilamina34 (ICso = 17,2 £ 0,9 uM)
com o derivado da etanolamirg6 (ICso = 23,2 + 1,9 uM) observa-se que a
substituicdo da metila d&4 pela hidroxila en66 ndo causa uma grande alteracao da
atividade. Ja a substituicdo do nitrogénio no @eldvda piperazina8 (ICso = 269,5 +
38,9 uM) pelo oxigénio no derivado da morfold(ICso = 1027 £ 138,6 uM) causa

uma grande diminuicdo da atividade.

A troca do anel benzeno no derivado da benzilalhihdCso = 257,9 £ 22,5
KUM) pelo anel furano no deriva@@ (ICso = 35,6 + 1,6 uM) causa um grande aumento
na atividade do composto, que pode ser explicads pela presenca do oxigénio

como heteroatomo do que pela diminui¢do do volumarebl.

Substituindo-se o anel benzeno no derivado danarbk (ICso = 11,5 = 0,8
HM) por um anel piridina no derivadéb (ICso = 27,0 £ 2,9 uM), a atividade do

composto é diminuida.

A inclusdo da sulfonamida no composid (ICso = 12,1 + 0,3 uM),
aparentemente traz beneficios, quando o mesmo patado com seu precursg4
(|C50 = 17,2 + 0,9 HM)

4.3.4.3.Influéncia do grau de substituicdo do nitrogénio

Na grande maioria dos casos, € possivel obsergaagjaminas mais ativas sao
as secundarias. Aminas terciarias como os derivadi¢gsiorfolina) e58 (piperazina)
apresentam atividade menor do que o deriv@atin-propilamina). O mesmo ocorre
guando se comparam o derivadoNdanetilanilina64 (ICso = 54,5 + 14,8 uM) com o
derivado da anilin&6 (ICso = 11,5 £ 0,8 uM).

Assim como anteriormente, a sulfonamidd apresentando o grupamento

amina totalmente substituido, parece ser uma eaceedsa “regra”.
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4.3.4.4.Influéncia de descritores fisico-quimicos

Em muitos casos, descritores fisico-quimicos podgmiar a encontrar-se uma
correlacdo entre a atividade de alguns compossosi® propriedades fisico-quimicas.
Atualmente o advento de ferramenitasilico permite o calculo, com um bom grau de
aproximacéo, de algumas propriedades das moléadaguais podem ser utilizadas
para o estabelecimento de uma relacdo quantitanira a estrutura e a atividade dos

compostos (QSARQuantitative Structure-Activity Relationship

Para realizar essa comparacdo, os valores doscieoédis de particdo
(ALOGPS) e pKa (AB/pKa) foram calculados através plograma VCCLAB®
descrito por Tetko e colaboradof®se o volume atdmico foi calculado através do
programa Molinspiration Property Calcul&orOs resultados desses calculos estéo

expressos na
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Tabela 4.8. Embora o segundo programa mencionadbéma faca o célculo do
coeficiente de particdo, os valores calculados YEIGLAB foram utilizados pelo fato
de que o valor previsto pelo programa para o logfirdonenol é idéntico ao valor
obtido experimentalmente, 4,50
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Tabela 4.8. Valores obtidos por métodwosilico de propriedades fisico-quimicas dos
compostos testados

Composto ICso (UM)®  pICse’® ALOGPs AB/pK.®  Vol. Molecular

(log P) (A%

1 876,2 2,06 4,50 d 157,296
34 17,2 3,76 4,36 10,6 242,563
53 253,6 2,60 4,07 10,6 242,348
57 257,9 2,59 4,49 9,5 280,609
54 1027,0 1,99 3,37 7.4 258,13
58 269,5 2,57 2,8 10,6 261,548
56 11,5 3,94 5,82 5,1 263,807
59 58,4 3,23 6,38 3,7 277,343
60 57,6 3,24 6,09 5,4 289,353
61 28,0 3,55 6,31 55 280,368
62 35,6 3,45 3,86 8,5 262,177
63 84,6 3,07 6,16 3,3 295,105
64 54,5 3,26 5,47 6,4 280,75
65 27,0 3,57 5,32 6,9 259,651
66 23,2 3,63 2,39 9,6 234,02
71 12,1 3,92 4,73 d 362,346

a) Valores obtidos a partir das Tabelas Tadel@e Tabelad.7

b) Valores calculados a partir do logaritmo invedsovalor da LI, em mol/L

c) O valor de pK expresso é o valor da constante do &cido conjygama vez que todos os
compostos, a excecao fie 71, apresentam carater basico.

d) Nao foi possivel ao programa calcular o valquigitado.

Os valores expressos na tabela indicam, assim camoconsideracdes
mencionadas anteriormente, que nao é possivel eéstab uma regra geral que
satisfaca a todos 0s compostos e suas respectiradades contra a forma
promastigota déeishmania (V.) braziliensi® nem estabelecer uma correlagéo entre
a atividade dos compostos e os descritores figibmigos apresentados na tabela.
Embora os compostos com o log P mais altos forangues apresentaram maior
atividade: log P = 4,73 — 6,38 (com exceca@4dle 66 que apresentam baixos valores

de coeficiente de particéo).

E possivel que a dificuldade em estabelecer-seregra geral que correlacione
a atividade das moléculas com suas estruturaspedpuiedades fisico-quimicas deva-
se ao fato de que, a excecao Bp(fr)-limonenol, todas as moléculas testadas sejam
misturas de diasteredmeros. A literatura relata paees de enantiomeros ou de

diasteredbmeros podem apresentar diferencas nasdadtg farmacoldgicas
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apresentadas, ao ponto de casos como o dos enardgp propoxifeno, onde um
enantidmero apresenta atividade analgésica e o, auttitussigerfa

Outra possibilidade é a de que nem todas as makailem pelo mesmo
mecanismo de acdo. Essa possibilidade parece s progavel no caso especifico da
sulfonamida 71, que ndo se encaixou em nenhuma das hipotesesosasp

anteriormente.

4.3.5.Mecanismo de acéao

Quanto ao mecanismo de acdo das moléculas sick@sizando é possivel
tracarem-se muitas conclusdes. Conforme Croft e b88mentre o0s VAarios
mecanismos de acao que podem ser explorados na lkescovos agentes com

atividadein vitro ein vivo contra o parasita, encontram-se:
a) Inibicdo da enzima tripanotiona redutase;
b) Inibicdo de cisteina peptidases especificasatasfia;

c) Inibicdo da enzima dihidrofolatoredutase (queesgnta grandes diferencgas

em relacdo a dihidrofolatoredutase humana);

d) Inibicdo da biossintese de esterbis (especiaémea inibicdo das enzimas

farnesiltransferase d-miristoiltransferase);
e) Inibicdo de glicosidases especificas do parasita

f) InibicAo da sintese de poliaminas, especialmeotare a enzima ornitina
descarboxilase (embora se saiba que o medicamiooitena, inibidor suicida desta
enzima e usado na terapéutica da Tripanossomiasead, seja inativan vitro

contra leishmanias);
0) Inibicdo de cinases protéicas especificas dasfiar

f) Interacdo com os microtubulos do parasita, imdbia reproducdo do mesmo.
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Sabendo-se que: a) o limoneno apresenta uma agfdxia contra algumas
linhagens celulares, através da inibicdo da enZanaesiltransferase (conforme
discutido no Capitulo 1 dessa tese); e b) O mesremno também apresenta uma
atividade anti-leishmanian vitro e in vivo, sendo capaz de inibir a sintese do
mevalonato através da inibicdo da enzima HMG-Cao®ase ou redutaeé possivel
tracar a hipotese de que a atividade anti-leishenala@is moléculas apresentadas
anteriormente esta sendo causada pela inibicadodaifitese de esterbis do parasita,
afetando alguma das enzimas do ciclo biossintéticmyavelmente uma das enzimas
onde o limoneno j& apresentou atividade inibitgfexnesiltransferase, HMG-CoA
sintase ou redutase). Ensaiosvitro de inibicdo destas enzimas podem ajudar a

comprovar ou ndo essa hipétese.
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4.4 EXPERIMENTAL

4.4.1.Determinacdo da Atividade Antibacteriana pelo Métod da Inibicdo

em Agar com Pocos

Este ensaio foi conduzido de acordo com as espagifes da Farmacopéia
Brasileira® e realizado sob coordenacéo do Prof. Dr. Martapist (Lab. de Pesquisa
em Controle de Qualidade, Faculdade de FarmaciaBHR

Em uma capela de fluxo laminar horizontal, 20 mLnakio de cultura estéril
foram adicionados em uma placa de petri de 20 rakigmente esterilizada. Apds a
solidificacdo desta camada, mais 5 mL de meio deirauestéril com 2% de uma
suspensao da bactéria escolhida para o teste emasokalina. Esta solucdo foi
padronizada de modo a apresentar uma absorvanéia #2%. A placa com as duas
camadas solidificadas foi entdo perfurada com wadfar de 10 mm de diametro de
modo a se fazer quatro pocos equidistantes na.asas pocos foram identificados
como P (padréao do ensaio), Al (produto a ser ethspiA2 (produto a ser ensaiado) e
B (branco). Em cada poco foram colocados ftD0das solucdes, de acordo com a
marcacao definida previamente. Os produtos ensaiadam diluidos em DMSO. Os
padrées dos ensaios foram diluidos em solventepagdos. O branco do ensaio foi
DMSO. A placa foi incubada a uma temperatura de 36C por 24 horas. Apés este
tempo as placas foram retiradas da incubacao eaasettos dos halos de inibicao

foram medidos com um paquimetro digital.

4.4.2.Determinacdo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada conforme asmaw do Clinical
Laboratory Standards Institut€CLSI)*! e realizado sob coordenacido da Profa. Dra.
Teressa C. Dalla Costa (Lab. de Farmacocinéticaylfade de Farmacia/UFRGS).

Neste ensaio, para cada produto foram utilizadastulaos de ensaio de 5 mL cada
previamente esterilizados. Estes tubos foram mascadmo 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256
ug/mL, C+ (controle positivo) e C- (controle negajivrespectivamente. Em todos os tubos

(exceto no controle negativo) foram colocados p@mL de uma suspensédo do
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microrganismo utilizado no teste em solugdo saliBata suspensdo foi previamente
padronizada em fotocolorimetro de modo a ter a raespsorvancia de uma solucéo-padréo
chamada dé&olucdo McFarland 0,5preparada conforme as normas acima. Em cada tubo
(exceto no controle positivo) foram colocados vadsnpredeterminados da solugéo do
produto a ser testado (1,28/mL) de modo que o volume final fosse o volumeaado nos
tubos (isto €, 1 mL no tubo de 2pé6/mL, 0,5 mL no tubo de 128y/mL, e assim por diante).
Todos os tubos receberam volume suficiente de ddlgeller-Hinton (MERCK) estéril ou
caldo namero 3 (dependendo do microrganismo) pawrgletar o volume final de 5 mL. Os
10 tubos foram incubados a uma temperatura de138&#por 24 horase apos este tempo os
tubos foram retirados da estufa. A CIM de cada wmdoi definida como a menor
concentragdo na qual ndo se observou visualmeatgrgccampos visuais claro e escuro)

crescimento microbioldgico, quando comparado cotulgs C+ e C-.

4.4.3.Determinacdo da atividade anti-leishmania

Os testes para a determinacdo da atividade astirteinid dos compostos
foram realizados no Centro de Referéncia sobrenb@sioses (CRLeish) do Instituto
de Pesquisa Clinica Evandro Cunha da Fundacdo @swWaliz, Rio de Janeiro, RJ,

sob a coordenacédo da Profa. Dra. Maria de Fatingelvia

Para os ensaios utilizaram-se formas promastigbalseishmania(Vianng
brasiliensis (MCAN/BR/98/R.619) obtidas do banco de amostras Stwvico de
Parasitologia/IPEC/Fiocruz em fase infectiva. Ospi¢as foram mantidas vitro em
meio Schneider'®rosophila mediun{pH 7,2) suplementado com 10% de soro fetal
bovino a 26°C em estufa bioldgica, sendo utilizados somenteaatéinta passagem
para garantir a infectividade dos parasitas nosiessEm fase log da curva de
crescimento (quarto dia), a cultura foi centrifuma@000 rpm, 10 min, 4C) e o
sedimento foi ressuspenso em 1 mL do sobrenadanteedma cultura, quantificada

em camara de Neubauer e a concentracéo ajustalad pa§ promastigotas/mL.

Os compostos foram dissolvidos em DMSO para cormgin estoque de 10
mg/mL e conservados a temperatura d&C4até o momento do uso. Nos ensaios

utilizaram-se as concentragdes de 0Bl a 320ug/mL.



135

A determinacéo da atividade foi realizada em plg@asa cultura de 96 pocos.
Um volume de 10@L da suspensdo de parasitas (2 X @®mastigotas) foi colocado
nos pocos em triplicatas, com o mesmo volume dogpostos diluidos. O controle
utilizado foram parasitas sem adicdo de nenhumea aitbstancia; parasitas com
isotionato de pentamidina (32@/mL) e parasitas expostos a concentracdo de 1,4%
do solvente, que foi a concentracao utilizada mssies. Tal concentracdo ndo possui
efeito lesivo sobre os parasitas. A incubacéo didafa 26°C em estufa bioldgica e
apos 24 horas os parasitas foram quantificadosénama de Neubauer empregando
corante vital (Azul de Triptan 0,1 em Tampéao Fasfaalino [PBS]). As atividades
foram expressas emdg(uM), indicando a concentracdo necesséria para géwilne
50% do crescimento de formas promastigotat.daraziliensis Os valores obtidos a
partir da contagem dos parasitas foram plotadosfodma grafica no software
Microsoft Office Exce! e analisados pelo testede Student. Para os testes de
significancia estatistica, considerando os valaeg < 0,05 foi empregado o teste
ANOVA seguido pelo teste Student-Newman-Keuis e KallaVallis do software
SPSS for Window?
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4.5.CONCLUSOES

As moléculas sintetizadas nesse trabalho foramadastem diversos ensaios
farmacolégicos, a saber: atividade antibacteriamdifingica, anti-tripanossoma e
anti-leishmania, apresentando atividade mais pioTEs no testan vitro contra

formas promastigotas deishmania (V.) braziliensis

No ensaio da atividade anti-tripanossoma, dois oshys apresentaram valores
de Pk, maiores que 70%, embora ndo tenham apresentantevale 1G, préximos ao

do padrao Nifurtimox.

Através do ensaio da atividade anti-leishmania mbsese que das dezessete
moléculas testadas, apenas uma apresentou umdeal@, menor que o dscaffold
limoneno e que sete delas apresentaram ativda@eicugo famaco padrao utilizado,
a pentamidina. N&o foi possivel, entretanto, estabe se uma correlagédo geral entre a
atividade dos derivados e as suas estruturas, angega possivel afirmar que, na
maioria dos casos, 0 volume e a natureza hidraddbic substituinte ligado ao

nitrogénio parece ser importante na atividade dagpostos.

Além disso, a partir de evidéncias encontradastemtura, é provavel que os
compostos apresentem essa atividade atraves dgimila biossintese de esterodis do
parasita. O mecanismo propriamente dito ndo € oisdiesendo necessarios mais

ensaios farmacoldgicos para elucida-lo.

Finalmente, as modificagbes introduzidas no limoenemnduziram a compostos
com atividade anti-leishmania promissora, pelo rmerumtra as formas promastigotas,
comprovando a hip6tese de que substituintes nitam@s podem levar a compostos
biologicamente ativos. Outros ensaios devem séraeas contra formas amastigotas
de leishmania, bem conmmo vivo, a fim de que estes compostos possam ser modulados

objetivando sua transformacdo em candidatos a &rsnzontra leishmania.
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5.1. CONCLUSOES GERAIS

O limoneno mostrou-se um bom bloco de construca@ @a sintese de
derivados, especialmente em solucdo. Foi possitralvés de uma rapida sintese-
pot de duas etapas a obtencdo de aminas derivadasat®ho. Na Sintese Organica
em Fase Solida, diversos problemas surgiram, edpeite na Gltima etapa da sintese
(a etapa de clivagem) onde o limoneno mostrou-s@vel no meio fortemente acido
requerido para a clivagem da Resina Merrifield r&anto, foi possivel otimizar uma

série de reacgles intermediarias da sintese, ebpenta a reacdo de acoplamento.

No total, vinte produtos foram sintetizados sendamaioria inéditos na
literatura. Estes ndo apresentaram um bom peitfinamobiano nem antifungico nas
condicbes testadas. No ensaio da atividade apéirtissoma, dois compostos
apresentaram valores desfmaiores que 70%, embora seus valores dg d€am
maiores que o do padrdo Nifurtimox. Sete dos mesamesentaram uma boa
atividade anti-leishmanian vitro contra formas promastigotas deishmania (V.)
braziliensis apresentando valores desdGnenores do que o farmaco pentamidina,

padrao utilizado no ensaio.

Retomando a hipétese tracada na Introducdo Gerajiel compostos derivados
do limoneno com funcionalizacbes em uma ou duas alaBnas do terpeno
apresentariam atividades farmacolégicas supergqresis do mesmo, observou-se que
os derivados aminados, funcionalizados na olefwogielica do terpeno, apresentaram
atividades farmacologicas melhores que a do terp@nguestdo dos compostos
bisfuncionalizados mantém-se aberta, uma vez qoefamidpossivel a sintese dos

mesmos devido aos problemas detalhados no Cagitulo

Foi possivel entdo, usando ®&){(+)-imoneno como produto de partida,
sintetizar-se através de um protocolo rapido, ;@ escalonavel, uma familia de
aminas derivadas do terpeno, das quais sete afmesanuma interessante atividade

anti-leishmania.
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5.2.PERPECTIVAS

O presente trabalho, no decorrer destes anos dguipas gerou alguns
guestionamentos e abriu novas oportunidades destigaedo, que podem ser
exploradas e que servem como perspectivas de om#de deste trabalho, as quais
séo detalhadas abaixo.

a) Comprovacao da hipétese do mecanismo de acdonalésulas postulado no
Capitulo 4, através de ensaidas vitro de inibicdo enzimatica das enzimas

mencionadas (farnesil transferase, HMG-CoA sintas®G-CoA redutase);

b) Caso a hip6tese mencionada acima seja verdadeiranaior entendimento
do mecanismo de acdo e da relacdo entre a estddsranoléculas e sua atividade
pode ser obtido através de métodosilico estudando-se a interagcdo das mesmas com
o0 receptor;

c) Realizagcdo do ensaio anti-leishmaimiavitro em outras espécies do género
Leishmania uma vez que é conhecido que existe uma grandabiaade
interespécie da sensibilidade de diferentes espdoi@arasita aos farmacos utilizados

na terapéutica;

d) Realizagcdo do ensaio anti-leishmanrma vivo e in vitro, em formas

amastigotas do parasita, de modo a verificar ong@kterapéutico das moléculas.

e) O uso de uma resina que apresente um liganteseasivel a meios acidos,

de modo a realizar-se a sintese planejada em Béda.S
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ANEXO 1

ESPECTROS DE RMN DOS PRODUTOS SINTETIZADOS

Espectros de RMN do produl@............coouuiiiiiiiiiiiiee e 147
Espectros de RMN dO ProdUBG ............ccouuiiiiiiiiiiieeiiiiee e et e eeanns 148
Espectros de RMN dO ProdUBT ..........oeeeueiiiiiieiiiieeeee e 149
Espectros de RMN dO produBd...........cooeuuiiiiiiiiiiiieeeie e 150
Espectro de RMN do ProdutB...............oiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 151
Espectros de RMN dO produB@...........ccoeeuiiiiiiiiiiiieeeiiee e 152
Espectros de RMN dO ProduBa ...........c.ooeuiiiiiiiiiiiiiieeee e 153
Espectros de RMN dO produB®..........ccoevueiiiiiiiiiiiiieeeiie et 154
Espectros de RMN dO ProduBB ............cceuuiiiiiiiiiiieeeiiie e 155
Espectros de RMN dO Produdd ..........ooeeuiiiiiiiiieiiiieeeee e 156
Espectros de RMN do produB@............coeuuiiiiiiiiiiiiiiieeiie e 157
Espectros de RMN dO produB@..........cooeeuiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 158
Espectros de RMN dO produBO ............ooeuuiiiiiiiiiiiiieeiiiieeee et 159
Espectros de RMN do produBa............ccoovuiiiiiiiiiiiiieeeie et 160
Espectros de RMN d0O ProduB@...........ccooevuiiiiiiiiiiiieeeiie e 161
Espectros de RMN do produB@...........cooeuuiiiiiiiiiiiieeeiie e 162
Espectros de RMN dO produBa ............cocuuiiiiiiiiiiiieeeie et 163
Espectros de RMN dO produB®...........cooeuuiiiiiiiiiiiieeee e 164
Espectros de RMN dO produBB.............ccuuiiiiiiiiiiiiieiiiie et 165

Espectros de RMN do produf@...........ccooeuuiiiiiiiiiiiineeee et 166
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'H-RMN (200 MHz, CDC}) do produtal8:

Q

HacoJ\/g“‘k
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|
|
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtc26:

\

File: Proton

“Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3
Temp. 22.0 C / 295.1 K

Operator: joyce J\/ﬂ%
INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.br" H

26

Relax. delay 2.500 sec
Pulse 49.3 degrees

Acq. time 2.049 sec

Width 4799.3 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 299.9566139 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 2 min, 34 sec

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
- o L D HME S
2.86 0.21 0.06 7.02 26.98 7.82
3.48 0.17 5.38 21.2% 7.14 17.63

¥C-RMN (75 MHz, CDC)):

\
File: Carbon

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdel3

Temp. 22.0 C / 295.1 K
Operator: joyce

INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.300 sec

Width 18103.6 Hz

640 repetitions

OBSERVE C13, 75.4241622 MHz
DECOUPLE H1, 299.9581231 MHz
Power 37 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 12 hr, 49 min, 47 sec

. \ J\wmkw— 1 i

T

\\l\\v‘\\v\\\llv]l\l\\\le‘\\\\|1\vv‘\|l\[lvvw‘|lv\\\A\\‘>V\\[\l\\’!I|vJ\\\x‘\vlv\n\\l‘\rl\‘vl\\|v1

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 PpPm
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'H-RMN (200 MHz, CDCI3) do produtd?:

e

HOM |

27 I

Y LL

4
’V“r|l¥\ll¥1[‘l‘|[1[l\l¥‘l\T\Ill\\WV\I\||V$\11[‘]!\1‘ L T I B A I O I ]|V\VIWIVV‘\]IIITTIV[!\‘\YVV\\\]XY\I“IV\}[\]\'V'\l\‘T
Q J 4 5 4 3 2

[ G
+ 15z s

¥C-RMN APT (50 MHz, CDGJ):

e

HoP

27

T‘I'IIIQH‘I'I’]IIWF]IIH‘]HH HHVHH R i A ‘I’!"l‘[ll‘ﬁ“ 1‘1’!'1‘1‘1’1']\""1’l‘r]’|I’TI‘IMHI!\Hv||H|]1|H]l
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'"H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtc34:

std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

solvent: cdcl3
ambient temperature

operator: paulo
VNMRS-300  “rmns.ig.ufrgs.br" ~
SN SNH
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degree 34
Acq. time 2.049 sec
Width 4807.7 Hz
64 repetitions
OBSERVE _ H1, 300.0080843 MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 3 min, 21 sec
|
|
| |
|
I
I
il
' [ |
[
| |
| [
I/ /
[ |/
it i /14 \
B |
10 9 5 4 3 2 1 ppm
0.07 0.80 0. 43.04
3.12 13.36 10 22.05
C-RMN (75 MHz, CDC)):
std proton
File: carbon
Pulse Sequence: s2pul |
Solvent: cdcl3 Y |
Ambient temperature :
operator: paulo i,
VNMRS~300  "rmns.ig.ufrgs.br" \/\NH
Relax. delay 1.000 sec 34
Pulse 45.0 degrees
. time 1.301 sec
Vidth 18115.9 Hz
5000 repetitions
OBSERVE , 75.4370967 MHz
DECOUPLE H1, 300.0095868 MHz
Power 3 |
continuously on |
VALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 3 hr, 12 min, 27 sec
|
|
|
||
(I
|
i LA R AN b A
«
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

200 180
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'H-RMN (200 MHz, CDC}) do produto43:

J

A

43
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'H-RMN (300 MHz, CDCI3) do produtb3:

.

A
53
\
/
1
™ / /\
‘ ‘\ /J\ /‘w I I
| | W\\ Tt S0 %
737 7 6 5 i a4 :; 2 1 ppm
: 7 =

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

.

)\NH/\/;'“‘
53

T T T T T T e
140 120 100 a0 60 40
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'"H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtdb4:
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds5

O
O\,/\/‘%

55
— /ﬁ
)i
A e N e s
8 7 6 5
0,14 0.29
0.21

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

O
O/\/"w

55

| l
J //H” \JH/\ ]
’J{/ \J/ v \J/ \\\JJ‘
0.4 T 1z 19 ’g;k i

20

o " "
ey Y
T T LI ) S T e =2

R s S
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtdbs6:

STANDARD 1H OBSERVE

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: COC13
Anbient temperature

INOVA-300 “inova3oo"

NH ",
Relax. delay 1.359 sec 56
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 3.641 sec

54 repetitions

OBSERVE _ H1, 299.3566325 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768

Total time § min, 20 sec

0.16 0.35 1.0 6.31 3.80
0.7

3C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

13C OBSERVE

Pulse Sequence: apt
Solvent: cdcl3
Ambient temperature
INOVA-300 "inova300"

Relax. delay 1.095 sec 56
1st pulse 180.0 degrees
2nd pulse 45.0 degrees
Acg. time 0.905 sec
Width 18103.6 Hz
32000 repetitions
OBSERVE C13, 75.4241610 MHz
DECOUPLE H1, 299.9581231 MHz
Power 38 d
on during acquisition
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 18 hr, 51 sec

155
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds7:

38

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

2.2
L H |
il L

v ( |
— T i B C - T - . T Cr St
140 120 100 80 60 41 20 ppm




'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds8:

N
58
- . If
\ \
! ‘ l
A ‘ 3
H g \
| Yol |
L \
5.5 s.0 4 " el 3.5 3.0 2.5 2.0 T ls 1.0 ppm

140 100
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'H-RMN (300 MHz,

std proton

File: Proton

Cl
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: joyce

INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

Width 4799.3 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 299.9566388 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 1 min, 43 sec

CDCY)) do produtdb9:

NH S
59

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

proton test
File: Apt

Pulse Sequence: APT cl

Solvent: cdeld
Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: joyce

INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
1st pulse 90.0 degrees
2nd pulse 135.0 degrees
Acg. time 1.000 sec
Width 18103.6 Hz
2112 repetitions
OBSERVE C13, 75.4241636 MHz
DECOUPLE H1, 299.9581231 MHz
Power 37 dB
on during acquisition
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 2 hr, 48 min, 58 sec

NH S
59

72.09

L L L I e I e

R W

200 180

L AL L L B § A

160 140 120 100

UL L L L i L I LA A

80

9

20

T =TT
Ppm



'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds0:

R102

1 { '
|File: uedxic—ﬂ\lol—proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature
Operator: paulo

File: Cedric-R102-proton
VNMRS-300 “rmns.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

width 4807.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0081264 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 1 min, 43 sec

H4CO.

NH "
60

|

I\

159

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

/ Attached proton test experiment

File: Apt

Pulse Sequence: APT

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Operator: paulo
VNMRS-300

Relax. delay 1.000 sec
1st pulse 90.0 degrees
2nd pulse 135.0 degrees
Acg. time 1.000 sec
Width 18115.9 Hz

576 repetitions
OBSERVE C13,
DECOUPLE H1,
Power 36 dB
on during acquisition
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536

Total time 34 min, 0 sec

"rmns.iq.ufrgs.br"

H3CO.

NH "
60

75.4371028 MHz
300.0095868 MHz
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds1:

y
std proton |

1
File: Proton

\
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature
Operator: paulo

VNMRS-300 “rmns.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

width 4807.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0081304 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 1 min, 43 sec

_M_JMLJML__AJJU |

A

I
8
Y e B e pm—) e |
-0.02 0.36 4.66 3.78
0.03 1.88 4.63 -0.00

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

Atthched jproton test ewperiment
i

\
File: apt

Pulsé Sequence: APT
Solvent: cdcl3 \©\ H
Ambient temperature NH S

Operator: paulo
VNMRS-300 *rmns.ig.ufrgs.br* 61

Relax. delay 1.000 sec

1st pulse 90.0 degrees

2nd pulse 135.0 degrees

Acqg. time 1.000 sec

width 18115.9 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 75.4370987 MHz
DECOUPLE H1, 300.0095868 MHz
Power 36 dB

on during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 34 min, 0 sec

[I—

2.72

I
2

e e

8.41
14.01

25.09 6.38

8.63

12.73




'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds2:

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature
Operator: paulo
VNMRS-300 “rmns.iq.ufrgs.br"

2.8

62

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.049 sec

width 4807.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0081165 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 1 min, 43 sec

161

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

Attached proton test experiment
File: Apt

Pulse Sequence: APT

Solvent: dmso

Ambient temperature
Operator: paulo

VNMRS-300 "rmns.iq.ufrgs.br"

62

Relax. delay 1.000 sec

1st pulse 90.0 degrees

2nd pulse 135.0 degrees
Acq. time 1.000 sec

Width 18115.9 Hz

256 repetitions
OBSERVE €13, 75.4371042 MHz
DECOUPLE H1, 300.0110118 MHz
Power 36 dB

on during acquisition
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 17 min, 32 sec

ppm

wo

e WYWWWW

TTTTTT

40 1

DL T I L B L L A L e

220 200 180 160

RO

T

100

TTTTTT

80

60

L L I U i

44

T T

B 0 B T
20

TTT T

ppm
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds3:

\

i
std proton

i
7 CF3
File: Proton '
3 y
Pulse Sequence: s2pul H
NH S
Solvent: cdcl3
Ambient temperature 63

Operator: paulo
VNMRS-300 "rmns.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.049 sec

Width 4807.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0081281 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 1 min, 43 sec

B Y ,«%_j L

. - —— — —— — — — —
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
0.66 1.13 3.47 3.45 4.56 26.08 17.51
0.53 4.12 6.62 3.66 15.23 12.98

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

. .

Attached proton|test experiment
File: apt| i
]

Pulse Sequerce: APT

Solvent: 2o :
ambient temperature NH "
Operator: paulo

VNMRS-300 "rmns.ig.ufrgs.bz" 63

Relax. delay 1.000 sec
1st pulse 90.0 degrees
2nd pulse 135.0 degrees
Acq. time 1.000 sec
width 18115.9 Hz |
832 repetitions

OBSERVE C13, 75.4370980 MHz
DECOUPLE H1, 300.0103578 MHz
Power 36 dB

on Quring acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 34 min, 0 sec




'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds4:

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

163

Solvent: cdcl3
Ambient temperature H
Operator: paulo A g,
VNMRS-300 "rmns.iq.ufrgs.br" lil
Relax. delay 1.000 sec 64
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.049 sec
Width 4807.7 Hz
32 repetitions
OBSERVE  H1, 300.0081388 MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 1 min, 43 sec
Vi | K/\" ﬂ/“\
P, _J M
T LI e e LB L S B By B s T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
b S NI [ T R S
6.71 2.53 11.31 22.26 14.79
10.70 7.29 9.96 14.45
C-RMN APT (75 MHz, CDQ)):
Attached proton test experiment
File: Apt
Pulse Sequence: APT
Solvent: cdcl3 2
Ambient temperature NN
Operator: paulo |
VNMRS-300 “rmns.iq.ufrgs.br"
64
Relax. delay 1.000 sec
1st pulse 90.0 degrees
2nd pulse 135.0 degrees
Acq. time 1.000 sec
width 18115.9 Hz
832 repetitions
OBSERVE C13, 75.4371044 MHz
DECOUPLE K1, 300.0095868 MHz
Power 36 4B
on during acquisition
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536 ‘
Total time 34 m‘.T, 0 sec M
ol A n K
¥ 1 ' i H wmwm
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds5:

cedric-aminopiridina

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature
Operator: paulo

VNMRS-300 “rmns.ig.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

Width 4807.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0081102 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 1 min, 43 sec

12 10 8 6 4 2 -0 ppm
2.97 4.24 4.99 3.58 11.45
1.06 6.38 2.38 62.95

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

proton test
File: Apt

Pulse Sequence: APT

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Operator: paulo

VNMRS-300 "rmns.ig.ufrgs.br" 65

Relax. delay 1.000 sec

1st pulse 90.0 degrees

2nd pulse 135.0 degrees

Acqg. time 1.000 sec

width 18115.9 Hz

512 repetitions

OBSERVE C13, 75.4371014 MHz
DECOUPLE H1, 300.0095868 MEz
Power 36 dB

on during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 2.0 Hz

FT size 65536

Total time 17 min, 32 sec

A I
S s ——————— .
180 160 140 120 100 80 60 40”




'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtds6:

Std pfoton

Fille: Proton

Pulse Sequence: s2pul

HO A~~~
66

Solvent: cdcl3

Ambient temperature
Operator: paulo

VNMRS-300 “rmns.iq.ufrgs.bz"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

Width 4807.7 Hz

64 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0080879 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 3 min, 21 sec

SN N S S e o )
10

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

proton test

File: Apt
v 7

Bulse Sequence: APT

Solvent: edcl3

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: joyce

INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.br"

HO A~~~
66

Relax. delay 1.000 sec
1st pulse 90.0 degrees

2nd pulse 135.0 degrees

Acq. time 1.000 sec

width 18103.6 Hz

3136 repetitions

OBSERVE C13, 75.4241589 MHz
DECOUPLE K1, 299.9581231 MHz
Power 37 dB

on during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 2.0 Hz

FT size 65536

Total time 2 hr, 15 min, 14 sec

9.99
0.53

W

" i

T u L y

20.09
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'H-RMN (300 MHz, CDC}) do produtor1:

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Ambient temperature

Operator: paulo

VNMRS-300 “rmns.iq.ufrgs.br" Q

\
Relax. delay 1.000 sec o
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.049 sec
width 4807.7 Hz U
32 repetitions

OBSERVE K1, 300.0080956 MHz

DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 1 min, 43 sec

¥C-RMN APT (75 MHz, CDGJ):

Cedric-R14-2008-2-apt
File: Apt

Pulse Sequence: APT

Solvent: cdcl3
Ambient temperature Q

Operator: paulo sS”

VNMRS-300 “rmns.iqg.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec

1st pulse 90.0 degrees

2nd pulse 135.0 degrees

Acqg. time 1.000 sec

Width 18115.9 Hz

512 repetitions

OBSERVE C13, 75.4370984 MHz
DECOUPLE H1, 300.0095868 MHz
Power 36 dB

on during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 17 min, 32 sec

(E= R TS T T S
6.1714.18 11.77
2.25 8.11

11.37 18.81
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ANEXO 2
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Abstract

In this work, we were able to synthesize, in good isolated yields, seven R(+)-limonene derived amines (five of that described for the
first time) employing a rhodium catalysed hydroaminomethylation reaction. This protocol consists in an one-pot three step reaction:
double bond hydroformylation, aldehyde/amine condensation and imine/enamine hydrogenation. Hydroaminomethylation, besides
the high yields, has a high atom economy because just 1 mol of water is wasted per mol of limonene. Due to our catalytic optimizations,
the reaction time was reduced from 48 h (described in the literature) to 10-24 h, as well as limonene isomerization was strongly mini-

mized by the triphenylphosphine added.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Limonene; Hydroformylation; Hydroaminomethylation; Terpenes; Secondary amines; Tertiary amines

1. Introduction

Limonene is a main constituent in the essential oil of
citrical plants. In nature it is abundant and available in
both enantiomeric forms, R(+)-limonene and S(—)-limo-
nene. This and other terpenes have an important role in
cosmetics industry. From a chemical point of view, this
terpene is very versatile because it presents two double
bonds that can be selectively converted in several func-
tional groups. The use of limonene as a building block
in organic synthesis is well established in the syntheses
of others systems or as a chiral auxiliary in asymmetric
synthesis [1,2].

Hydroaminomethylation is a tandem reaction consisting
of a one-pot hydroformylation/reductive amination where

* Corresponding author. Tel.: +55 51 3308 7318; fax: +55 51 3308 7304.
E-mail address: ricardo.gomes@ufrgs.br (R.G. da Rosa).

1566-7367/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.catcom.2007.10.008

the same catalyst is responsible for the hydroformylation
of the double bond and for the final hydrogenation of
the imine/enamine intermediate [3—5]. In this reaction, the
hydroformylation is made in the presence of a primary or
secondary amine. The aldehyde formed reacts with this
amine to obtain the imine or enamine, and then this inter-
mediate is reduced by the catalyst to form a secondary or
tertiary amine as the final product.

Limonene 1 has been already hydroaminomethylated
with secondary amines [6], and some of them were pat-
ented for its use as tobacco growth inhibitors using the
aldehyde intermediate as starting material [7,8]. In this
work we report improvements in the hydroaminomethy-
lation protocol of limonene with these secondary amines,
the synthesis of novel products with primary amines
and we briefly discuss some of the findings, taking in
account the steric and electronic features of the amine
substrates.
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2. Experimental
2.1. General experimental procedures

"H and '*C NMR spectra were obtained in a INOVA-
300 spectrophotometer with standard pulse sequences
operating at 300 MHz in '"H NMR and 75 MHz in '*C
NMR, using CDCl; as solvent. Chemical shifts are
reported as o values (ppm) relative to TMS (0.0 ppm).
Gas chromatography was performed in a Shimadzu model
GC-17A instrument with FID detector and equipped with
a DB-5 (30 m x0.25 mm) column. The carrier gas was
hydrogen with a flux of 1.1 mL/min. The following method
was used: sample injection = 0.5 pL; initial column temper-
ature = 50 °C; heating rate = 10 °C /min; final tempera-
ture = 250 °C; final temperature hold =10 min (total
method time = 30 min). Mass spectrometry was performed
in a Shimadzu model CGMS-QP5050 with resolution
range from 45 to 400 daltons, in SCAN mode (70 eV), cou-
pled with a Shimadzu model GC-17A gas chromatograph
equipped with a DB-17 (30 m x 0.25 mm) column. The car-
rier gas was Helium with a flux of 1.4 mL/min. The method
was the same as detailed in the gas chromatography. The
mass spectrometry results are reported as the M/z ratio
with the respective relative abundance in parenthesis. The
M" symbol indicates that the peak is the molecular ion
of the compound.

2.2. General procedure for hydroaminomethylation of
limonene

A stainless steel autoclave reactor was charged with a
mixture of limonene (1.0mL, 1.19g, 8.73 mmol),
HRh(CO)(PPh3); (11.48 mg, 0.0125 mmol, 0.143 mol%),
THF (10 mL) and amine substrate under argon atmo-
sphere. The reactor was purged and charged with 20 bar
of H, and 20 bar of CO (CAUTION! Carbon monoxide
is a very toxic gas and its handling must be done in a well
ventilated hood) and heated over a heating plate with mag-
netic stirring and a silicon oil bath at 100 °C for 5 h. After
this time the reactor was cooled, depressurized, purged and
pressurized with 40 bar of H,, and heated in the same con-
ditions as above for 14 h. The reactor was cooled, depres-
surized and the reaction mixture was eluted in a tiny
silica-gel column for the remotion of the catalyst. The sol-
vent and the lightweight components of the mixture (limo-
nene, isomerizated products) were removed in vacuo.

2.2.1. 3-(4-methylcyclohexen-1-yl)-N-propyl-1-butanamine
2a

Amine substrate: n-propylamine (0.8 mL, 9.6 mmol).
Hydrogenation step time: 5h. The product was isolated
by remotion of the lightweight components (limonene,
amine substrate, isomerizated products) in a high vaccum
pump. Yield: 85%. Mass spectrometry: 209.30 (M, 0.82).
"H NMR: 0.85 (3H, m), 0.92 (3H, t, J=7.48 Hz), 1.35
(m), 1.5 (m, J=7.5Hz), 1.65 (3H, s), 1.95 (3H, s), 2.57

(2H, t, J=17.5Hz), 2.67 (2H, m), 5.38 (1H, s). '*C NMR
(mixt. of diastereomers): 11.8, 15.9, 16.3, 23.2, 23.4, 26.9,
27.5, 30.8, 34.3, 34.6, 35.2, 35.3, 38.4, 38.6, 48.3, 48.4, 52,
121, 133.9.

2.2.2. 3-(4-methylcyclohexen-1-yl)-N-isopropyl-1-
butanamine 2b

Amine substrate: i-propylamine (0.82 mL, 9.6 mmol).
Hydrogenation step time: 10 h. The product was isolated
by acid-base extraction and fractionated distillation of
the extract. Yield: 50%. Mass spectrometry: 209.25 (M™,
3.98). '"H NMR: 0.86 (3H, m, J= 6.4 Hz), 1.06 (6H, d,
J=63Hz), 1.3 (6H, m), 1.63 (3H, s), 1.7 (3H, m), 1.95
(3H, m), 2.6 (2H, m), 2.8 (1H, m(5), J=6.3 Hz), 5.37
(1H, s). C NMR (mixt. of diastereomers): 15.8, 16.2,
22.7, 22.8, 23.4, 25.4, 26.8, 27.4, 29.2, 30.7, 30.8, 344,
34.7, 35.3, 35.4, 38.3, 38.6, 45.7, 48.7, 120.9, 133.7.

2.2.3. 3-(4-methylcyclohexen-1-yl)-N-benzyl-1-butanamine
2c

Amine substrate: benzylamine (0.96 mL, 8.73 mmol).
Hydrogenation step time: 14 h. The product was isolated
by fractionated distillation of the dried reactional mixture.
Yield: 44%. Mass spectrometry: 257.29 (M*, 42.22). 'H
NMR: 0.84 (3H, m), 1.35 (4H, m), 1.65 (3H, s), 1.7 (2H,
m), 1.8 (2H, m), 1.95 (3H, m), 2.63 (2H, m), 3.8 (2H, s),
5.38 (1H, s), 7.23 (2H, m), 7.32 (3H, m). '*C NMR (mixt.
of diastereomers): 15.9, 16.3, 23.4, 25.4, 26.97, 27.5, 29.3,
30.8, 30.9, 34.1, 34.4, 35.1, 35.3, 38.4, 38.6, 47.67, 47.71,
54, 120.9, 126.9, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 133.9, 140.2.

2.2.4. 3-(4-methylcyclohexen-1-yl)-N-piperidinyl-1-
butanamine 2d

Amine substrate: piperidine (0.95 mL, 9.6 mmol). An
excess of PPh; (0.0875 mmol) was added in the reaction.
Hydrogenation step time: 5h. The product was isolated
by remotion of the lightweight components of the mixture
(limonene, piperidine, isomerizated products) in a high
vaccum pump. Yield: 80%. Mass spectrometry: 235.25
(M*, 6.18). '"H NMR: 0.85 (3H, m), 1.4 (6H, m), 1.6
(4H, m), 1.65 (3H, s), 1.7 (3H, m), 1.95 (3H, m), 2.3
(2H, m), 2.4 (4H, m), 5.39 (1H, s). *C NMR (mixt. of
diastereomers): 15.95, 16.3, 23.4, 24.3, 25.4, 25.8, 26.9,
27.5, 29.2, 30.8, 30.85, 30.97, 35.8, 35.9, 38.3, 38.6, 54.6,
57.9, 120.9, 133.8.

2.2.5. 3-(4-methylcyclohexen-1-yl)-N-morphonyl-1-
butanamine 2e

Amine substrate: morpholine (0.84 mL, 9.6 mmol).
Hydrogenation time: 5h. The product was isolated by
remotion of the lightweight components of the mixture
(limonene, morpholine, isomerizated products) in a high
vaccum pump. Yield: 79%. Mass spectrometry: 237.25
(M", 1.69). '"H NMR: 0.9 (3H, m), 1.3 (4H, m), 1.65
(3H, s), 1.7 (3H, m), 1.95 (3H, m), 2.4 (3H, m), 2.5 (4H,
s), 3.7 (4H, t, J=4.7 Hz), 5.38 (1H, s). >*C NMR (mixt.
of diastereomers):15.8, 16.3, 23.3, 25.3, 26.8, 27.4, 29.1,
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30.4, 30.7, 30.8, 35.4, 35.6, 38.3, 38.5, 53.7, 57.5, 66.8,
120.8, 133.8.

2.2.6. 3-(4-methylcyclohexen-1-yl)-N-piperazinyl-1-
butanamine 2f

Amine substrate: piperazine (1.5 g, 17.46 mmol). Hydro-
genation step time: 5 h. The product was isolated by remo-
tion by filtration of the precipitated remaining piperazine.
The filtrated was washed with Et,O and the dried with a
high vaccum pump. Yield: 89%. Mass spectrometry:
236.40 (M™", 33.55). '"H NMR: 0.93 (3H, m), 1.32 (4H,
m), 1.65 (3H, s), 1.7 (3H, m), 1.98 (3H, m), 2.4 (3H, m),
2.5 (4H, s), 2.95 (4H, m), 5.39 (1H, s). 3*C NMR (mixt.
of diastereomers): 15.8, 16.2, 23.3, 25.3, 26.8, 27.3, 29.1,
30.4, 30.65, 30.69, 30.7, 35.5, 35.6, 38.2, 38.5, 45.8, 54.4,
57.7, 120.8, 133.7.

2.2.7. 3-(4-methylcyclohexen-1-yl)-N-phenyl-1-butanamine
2g

Amine substrate: aniline (0.8 mL, 8.73 mmol). Hydroge-
nation step time: 19 h. The product was isolated with acid-
base extraction and subsequent fractional distillation. Yield:
36% (with 44 h of hydrogenation it is possible to increase its
yield to about 50%). Mass spectrometry: 243.40 (M,
39.86). '"H NMR: 0.9 (3H, m), 1.3 (4H, m), 1.65 (3H, s),
1.75 (3H, m), 1.98 (3H, m), 3.18 (2H, m), 5.38 (1H, s),
6.85 (3H, m), 7.2 (2H, m). '*C NMR (mixt. of diastereo-
mers): 15.7, 16.2, 23.4, 25.2, 26.9, 27.3, 29.2, 30.7, 30.8,
32.5,32.7, 34.95, 35.1, 38.1, 38.3, 44.8, 115.5, 115.6, 120.3,
120.37, 120.7, 120.75, 129.3, 131.9, 133.9, 144.9.

3. Results and discussion

We have used alkylated amines (n#-propylamine, isopro-
pylamine, benzylamine), diamines (ethylenediamine, propi-
lenediamine), cyclic amines (piperidine, piperazine,
morpholine) and an aromatic one (aniline) for the hydro-
aminomethylation of limonene, synthesizing the amines
2a-2g in good yields (Fig. 1). It is important to emphasize
that the amines 2a, 2b, 2¢, 2f and 2g are, for the best of our
knowledge, novel products.

Although olefin hydroformylation can, in theory, lead to
two products: the n-aldehyde (linear) and the i-aldehyde
(branched), we have found only n-products, probably due

HRNCO(PPhs)s, THF
i) CO (20 bar), Hy (20 bar), 100°C, 5h
+ HN-R1 ii) Ha (40 bar), 100°C, 10-19h

R \/\N'R1

1

Rz
2a: R1= n-propyl, R2= H; Y= 85%
2b: R1= i-propyl, R2= H, Y= 50%
2c: R1= benzyl, R2= H; Y= 44%
2d: R1/R2 = piperidine; Y= 80%
2e: R1/R2 = morpholine; Y= 79%
2f: R1/R2 = piperazine; Y= 89%
2g: R1= phenyl, R2= H; Y= 50%

Fig. 1. Hydroaminomethylation of limonene.

to the steric hindrance of the isopropenyl group of the ter-
pene [9-12]. Usually hydroaminomethylations are made
under hydroformylation conditions (i.e., with the presence
of CO in the reaction) and it may take up to 48 h for its
completion [6]. We found that the reaction time can be
improved splitting the process into two steps: hydroformyl-
ation (under a CO/H, mixture) and hydrogenation (only
H,). With this protocol modification we were able to
decrease the total reaction time to 10-24 h, depending on
the amine used as substrate.

During all reactions, samples were taken before the
hydrogenation step and analyzed by GC. In order to better
understand and to correlate the catalytic results with the
nature of the amines used as substrates they were organized
in primary, secondary, diamine and aromatic (Table 1). In
the case of primary amines (runs 1-3), its possible to see
that conversion is high for both n-propylamine and iso-pro-
pylamine but not for benzylamine. Benzylic substrates are
known to form stable m-allylic complexes with rhodium
which are inactive for catalysis [13]. A closer look at the
product distribution in the hydroformylation step shows
that the isopropylamine reaction has the higher selectivity
to amine. It could be possible that the hydrogenation of
the imine is related to the nucleophilicity of the nitrogen
atom.

Table 1 (runs 4-7) shows high selectivity for the prod-
ucts of the reactions with secondary amines. This result
was expected because enamine intermediates are easy to
hydrogenate. However, the results obtained with piperidine
in terms of both conversion and selectivity were lower than
the results of morpholine and piperazine. The most impor-
tant difference in these three substrates is the presence of
heteroatoms (oxygen and nitrogen) in the morpholine
and piperazine, respectively. These heteroatoms might be
stabilizing the rhodium catalyst, rapidly switching between
coordinated/non-coordinating forms on demanding by the
metal. Considering this hypothesis, we have decided to add
an extra amount of PPh; [14] to the piperidine experiment
(run 7) resulting in a significant improvement in the conver-
sion and selectivity to the product, mainly by reducing the
isomerization of limonene.

The reaction with diamines at first gave poor results
leading only to isomerization products with putrescine
(run 8) and no products with ethylenediamine (run 9).
Given the low conversion of these reactions, it is possible
that these substrates inactivated the rhodium catalyst by
forming stable chelated compounds with it. To avoid this
supposed inactivation, we added ethylenediamine (runs
10 and 11) after the hydroformylation step, to ensure that
the aldehyde was present in the reaction medium. We
observed, indeed, the aldehyde as a product, but as the
isomerization was high in the first experiment (run 10),
we added an excess of PPh; (run 11) and found that the
conversion was higher and the isomerization was lowered
from 55 to 12%. After the hydrogenation step, the chro-
matogram showed that all the aldehyde was consumed
and after long time run, peaks related to a mixture of heavy
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products appeared. A tentative of extract the amine prod-
ucts from these reactions with acid-base extraction gave
only aldehyde as recovered product, which indicates that
dimerizated imines were the main products of these mix-
tures. It seems that ethylenediamine is either inactivating
the catalyst [15] and/or the steric hindrance of the products
impeaches the coordination of the catalyst to the imine
double bonds, leading to no hydrogenation products.

Even though, not all imine/enamine intermediates were
easily hydrogenated. The reaction with aniline, for example
(runs 12 and 13) generates an imine intermediate that are in
resonance with the aromatic ring and the stabilized double
bond should be more difficult to hydrogenate. In fact, we
have observed that the hydrogenation step takes 44 h to
carry out with 76% yield. The use of an excess of PPhj
(PPhs/Rh ratio = 10) lowered the isomerization selectivity
from 42.6 to 3.1%, as the piperidine reaction.

This effect could be explained considering that under
phosphine excess the equilibrium should be shifted to the
coordinated  phosphine-rhodium  species such as
HRh(CO)(PPh3),. The higher steric hindrance caused by
the phosphine ligands in these species will suppress or
decrease the formation of branched alkyl intermediates
required for the isomerization process. [14,16].

The structural assignments of all amines 2a-2g was
based in their spectral analyses. For all products the 'H
NMR spectra showed additional peaks attributed to the
amine substitutions and showed a singlet peak at 1.65-
1.67 ppm (attributed to the methyl group directly attached
on the double bond) and the vinylic hydrogen at 5.35-
5.38 ppm, indicating that the internal double bond remains
untouched in all reactions.

4. Conclusion

We have demonstrated the synthetic utility of the hydro-
aminomethylation of Limonene by the synthesis of original
derivatives with good yields in a clean, fast and efficient
one-pot method, with reaction times shorter than previ-
ously reported in the literature.
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