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RESUMO

A (R)-Mexiletina, um farmaco antiarritmico, e analogos, foram sintetizados seguindo rotas
quimioenzimaticas. O rac-acetato de 1-(2,6-dimetilfenoxi)propano-2-ila (rac-4a) foi utilizado
como substrato “modelo” na resolucédo cinética enzimatica (RCE), utilizando lipase, via reacdo
de hidrélise. Apos uma triagem, foram selecionadas a Candida antarctica B, CAL-B,
imobilizada em resina acrilica (Novozym 435¢), a Thermomyces lanuginosus imobilizada em
immobead-150 (TLL) e Amano lipase AK de Pseudomonas fluorescens, as quais levaram a
valores de conversdo de 50%, valores de excesso enantiomérico do alcool e do acetilado > 99%
e enantiosseletividade (E) > 200. Paralelamente, a RCE foi realizada via acetilacdo do rac- 1-
(2,6-dimetilfendxi)propan-2-ol (rac-3a) mediada pelas lipases Novozym 435®, TLL e Amano
lipase AK de P. fluorescens, em solvente organico. Na presenca da TLL, tanto em tolueno,
como em THF, o acetilado e o &lcool remanescente foram obtidos com excesso enantiomérico
> 90% e valores de conversdo proximos a 50%. Os resultados mais promissores foram obtidos
na RCE de rac-4a via reacdo de hidrolise, sendo esta a reacao utilizada para estender o estudo
da RCE aos analogos rac-4b-d [b: acetato de 1-(2,4-dimetilfenoxi)propano-2-ila; c: acetato de
1-(o-toliloxi)propano-2-ila; d: acetato de 1-(naftalen-1-iloxi)propano-2-ila], modificando
alguns parametros como: temperatura, solvente e tempo reacional. Os (S)-acetatos
remanescentes possuem a configuracdo desejada para serem utilizados como intermediarios na
obtencdo dos analogos da (R)-Mexiletina. Para a RCE de rac-4b, em 24 h, a Amano lipase AK
de P. fluorescens foi a mais eficiente tanto na presenca de acetonitrila como co-solvente [(S)-
acetato: 98% ee], quanto na auséncia de co-solvente [(S)-acetato: > 99% ee]. Para o substrato
rac-4c, em 24 h, as melhores condi¢cdes para se obter (S)-4c incluiu a utilizacdo da TLL na
auséncia de co-solventes [(S)-acetato: > 99% ee]. Para o substrato rac-4d, tanto a TLL como a
Amano lipase AK de P. fluorescens, na presenca de acetonitrila como co-solvente, em 48 h,
levaram ao (S)-acetato 4d com ee > 99%. Todas as configuracGes absolutas dos andlogos foram
determinadas pelo método de Mosher e comprovaram que as RCE seguiram a regra de
Kazlauskas. Em seguida, os (S)-acetatos 4a-d foram hidrolisados, levando aos correspondentes
(S)-alcoois 3a-d, com rendimentos de 58 a 70%. Os (S)-alcoois 3a-d foram convertidos nas
(R)-azidas 5a-d com rendimentos entre 60 e 84%. Finalmente, as (R)-azidas 5a-d foram
transformadas nas (R)-aminas, (R)-6a [(R)-Mexiletina] e andlogos (R)-6b-d com rendimentos

entre 65 e 95%. Os rendimentos globais variaram entre 13 e 36%.

Palavras-chave: Biocatalise. Farmaco antiarritmico. Resolucéo Cinética Enzimatica.



ABSTRACT

(R)-Mexiletine, an antiarrhythmic drug, and the analogues were synthesized following
chemoenzymatic routes. Rac-1-(2,6-dimethylphenoxy)propane-2-yl acetate (rac-4a) was used
as the "template” substrate in the enzymatic Kinetic resolution (EKR), using lipase, via
hydrolysis reaction. After a screening, Candida antarctica B, CAL-B, immobilized on acrylic
resin (Novozym 435®), Thermomyces lanuginosus immobilized on immobead-150 (TLL) and
Amano lipase AK from Pseudomonas fluorescens were selected, which led to values of 50%
conversion, enantiomeric excess values of alcohol and remaining acetate > 99% and
enantioselectivity (E) > 200. At the same time, EKR was performed via acetylation of rac-1-
(2,6-dimethylphenoxy)propan-2-ol (rac-3a) mediated by Novozym 435®, TLL and Amano
lipase AK lipase from P. fluorescens in organic solvent. In the presence of TLL in both toluene
and THF, the acetate and the remaining alcohol were obtained with enantiomeric excess > 90%
and conversion values close to 50%. The most promising results were obtained in the EKR of
rac-4a via the hydrolysis reaction, which was the reaction used to extend the EKR study to rac-
4b-d [b: 1-(2,4-dimethylphenoxy)propane-2-yl acetate; c: 1-(o-tolyloxy)propane-2-yl acetate;
d: 1-(naphthalen-1-yloxy)propane-2-yl acetate, modifying some parameters such as:
temperature, solvent and reaction time. The remaining (S)-acetates have the desired
configuration to be used as intermediates in the preparation of the (R)-Mexiletine analogues.
For EKR of rac-4b, in 24 h, P. fluorescens Amano lipase AK was most efficient both in the
presence of acetonitrile as co-solvent [(S)-acetate: 98% ee] and in the absence of co-solvent
[(S)-acetate: > 99% ee]. For the substrate rac-4c, in 24 h, the best conditions to obtain (S)-4c
included the use of TLL in the absence of co-solvents [(S)-acetate: > 99% ee]. For the substrate
rac-4d, both TLL and Amano lipase AK from P. fluorescens, in the presence of acetonitrile as
co-solvent, in 48 h, afforded (S)-acetate 4d in ee > 99%. All absolute configurations of the
analogues were determined by Mosher’s method and proved that the EKRs followed the
Kazlauskas’ rule. Thereafter, the (S)-acetates 4a-d were hydrolyzed, leading to corresponding
(S)-alcohols 3a-d, in yields of 58 to 70%. The (S)-alcohols 3a-d were converted to the (R)-
azides 5a-d in yields between 60 and 84%. Finally, (R)-azides 5a-d were transformed into (R)-
amines, 6a [(R)-Mexiletine] and (R)-6b-d analogues in yields between 65 and 95%. Overall
yields varied between 13 and 36%.

Keywords: Biocatalysis. Antiarrhythmic drug. Enzymatic Kinetic Resolution.
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1 INTRODUCAO

O uso de enzimas como catalisadores na sintese quimica é desejavel nos processos
industriais, pois elas competem ou mesmo superam o0s catalisadores quimicos. Uma das
principais vantagens no uso de enzimas é que sdo degradadas no meio ambiente e, portanto,
ecologicamente corretas. Além disso, apresentam-se como quimio-, regio- e enantiosseletivas
e atuam em condigdes reacionais brandas (FABER, 2004; BON et al., 2008).

O desenvolvimento da engenharia genética aplicada na modificacdo de enzimas é
responsavel pelo crescente uso da biocatalise na sintese organica. Nos ultimos anos, o0 nimero
de trabalhos envolvendo a utilizacdo de enzimas em sintese organica aumentou
consideravelmente. Cabe ressaltar que enzimas como lipases, acilases, epoxidases, nitrilases,
dentre outras, vem sendo isoladas e disponibilizadas comercialmente (TAO; ZHAO; RAN,
2007; PATEL, 2011).

Dentre as enzimas que podem ser utilizadas em processos biocataliticos as
hidrolases ocupam uma posicéo de destaque, especificamente as lipases (E.C.3.1.1.3) que sdo
responsaveis por 44% das aplicacdes industriais. As lipases oferecem vantagens especificas
como a facil manipulacdo, alta estabilidade em solventes organicos e o fato de ndo
necessitarem de cofatores, além de serem ativas frente a uma ampla gama de substratos
(FABER, 2004; BON et al., 2008).

As enzimas sdo utilizadas em cerca de 2/3 da producdo de substancias organicas
quirais em grande escala (ZHANG et al., 2014). Nesse contexto, a sintese assimétrica para
obtencdo de substancias quirais continua a ser um importante campo da quimica organica,
particularmente para a producdo de farmacos e os correspondentes ingredientes farmacéuticos
ativos (APIs) (CARVALHO et al., 2015).

Atualmente, varios farmacos sdo comercializados na forma enantiomericamente
pura, pois possuem maior atividade em relagio & sua forma racémica (Figura 1). E possivel
destacar alguns farmacos quirais que sdo obtidos via biocatalise, tais como: Januvia, Crestor e
Lipitor (Figura 2) (CIRIMINNA; PAGLIARO, 2013).
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Figura 1- Estrutura quimica de alguns farmacos comercializados na forma
enantiomericamente pura

H3CO N
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N .0 O N
\\"S CH3 HO /N\ CH3
g OCH, OH S, 1 /%CHs
O NH, NT O TN,
N~ HO : ®
CH, OH H
(8)(-)-Omeprazol L-Dopa (S)(-)Timolol
anti-gastrico sindrome de Parkison presséo intra-ocular elevada

Figura 2-Estruturas quimicas de fArmacos quirais, Januvia, Crestor, Lipitor, sintetizados via

biocatalise
F
F
H, NHQ
' N
N =\
e
F P
CF;
Januvia Crestor
( hipoglicemiante) (controle de hipercolesterol)
©\ o) OH OH O
N Z "N OH
H —
Lipitor
(tratamento de hipercolesteronemia)

Diante do exposto, nos propusemos a sintetizar a (R)-Mexiletina, um farmaco
antiarritmico, e alguns anadlogos na forma enantiomericamente pura ou enantiomericamente
enriquecida. Cabe ressaltar que a biocatélise foi empregada como metodologia chave para a

obtenc¢do das moléculas quirais na presenca de lipases como biocatalisadores.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Desenvolver uma metodologia quimoenzimética e simples para a resolugdo cinética
enzimatica de alcoois do tipo 1-fendxi-2-propanois e dos seus respectivos acetatos,

empregando lipases como biocatalisadores.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a sintese quimioenziméatica do farmaco antiarritmico (R)-Mexiletina e
analogos.
e Verificar a influéncia de varidveis que afetam a resolucdo cinética enzimatica, tais

como:
- Lipase empregada

- Tipo de solvente organico
- Temperatura reacional

- Tempo de reagédo

- Proporcao enzima/substrato
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Arritmias cardiacas

Arritmias cardiacas é o termo utilizado para designar uma anormalidade na
sequéncia ou nos impulsos elétricos durante o ritmo cardiaco. Esse tipo de doenca é frequente
na populacdo, em geral, e mais comum em pacientes com problemas cardiacos (Carocci et al.,
2010; SCANAVACCA, 2012). Algumas arritmias podem ndo causar danos, mas pesquisas
indicam que em torno de 25% da mortalidade é causada por arritmias, sendo que os principais
sintomas sdo palpitacdes cardiacas, batimento cardiaco lento e irregular, sensacdo de pausa
dos batimentos cardiacos, dor no peito, tonturas, fraqueza e dificuldade ao respirar
(Monteforte et al., 2012; Roselli et al., 2016).

Os primeiros estudos sobre o diagnostico de arritmias ocorreram por volta de
1920, por Thomas Lewis, contribuindo para elucidacdo dos mecanismos de funcionamento do
ritmo cardiaco (GIFFONI; TORRES, 2010). Para o tratamento desse tipo de doenca faz-se o
uso de medicamentos com o objetivo de suprimir, prevenir ou reverter arritmias cardiacas. As
arritmias sdo classificadas em bradiarritmia e taquiarritmia, que ocorre quando h& uma
diminuicdo e aumento dos batimentos cardiacos, respectivamente (RANG; DALE; RITTER,;
2001).

Existe uma classificacdo dos farmacos antiarritmicos que foi proposto em termos
de seus efeitos eletrofisiolégicos por Vaughan Williams, em 1970. Sdo quatro classes: a
classe | esta representada pelos farmacos que atuam blogueando os canais de s6dio presente
na membrana plasmatica das células musculares, a classe 1l esta representada pelos farmacos
antagonistas receptores S-adrenérgicos, a classe 111 pelos farmacos que prolongam o potencial
de acdo cardiaca e a classe 1V representada pelos farmacos antagonistas de célcio (RANG;
DALE; RITTER, 2001).

Desde a descoberta das arritmias cardiacas e até meados dos anos 1950 o
tratamento terapéutico era feito, principalmente, por digitalicos e quinidina. Atualmente,
existe uma vasta quantidade de medicamentos para o tratamento de arritmias, com destaque
para: propranolol, verapamil, metoprolol e propafenona (Figura 3) (GIFFONI; TORRES,
2010), (Ortiz et al., 2017).
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Figura 3-Estruturas quimicas dos farmacos empregados no tratamento de arritmias
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Para o tratamento de arritmias destaca-se também a mexiletina (Figura 4), que
tem como principal mecanismo de acdo o bloqueio dos canais de sodio, ou seja, pertence a
classe I, segundo a classificacdo de Vaughan Williams. A mexiletina também tem atividade
ao combate da alodinia e sindrome miotonicas. Este farmaco se caracteriza como uma classe
importante de B-amino aril éter e atualmente é comercializado na forma de racemato com o
nome de Mexitil, sendo o enantibmero (R) mais potente que o enantidmero (S) (Sasikumar et
al. 2009).

Figura 4- Estrutura quimica do farmaco antiarritmico Mexiletina

NH,

oA

rac-[1- (2,6-dimetilfendxi)2-aminopropano]
Mexiletina

Fazendo uma busca na literatura sobre a sintese do farmaco Mexiletina, foi
possivel encontrar métodos de preparagdo quimica e quimioenzimatica utilizando lipase. A
ferramenta de pesquisa utilizada foi a base de dados “Scinfinder” e “Science direct” utilizando
as palavras-chave sintese Mexiletina e (R)-Mexiletina. Foram encontradas um total de 55
sinteses e selecionadas as sinteses que utilizaram como material de partida o 2,6-dimetilfenol,

bem como catalisadores quimicos e biocatalisadores.
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3.2 Sinteses da Mexiletina

Em 1999, Aav e colaboradores prepararam os enantiomeros (R)-mexiletina e (S)-
mexiletina, com 99% e.e. a partir do 2,6-dimetilfenol (1) utilizando um agente de
derivatizacdo quiral, o THPMA [&cido (2R)-hidroxifenilacético ou &cido (R)-mandélico

protegido com tetra-hidropirano (THP)] (Esquema 1).

Esquema 1- Sintese da (R)-mexiletina e (S)-mexiletina descritas por Aav e colaboradores
(1999).

CsHsN, O N,
OH \/K MsCI t.a, 4h O\)\ DMF, NaN3, O\/\
NaOH H,0, 98% 100 C,2,5h
C,oHgO 0
M 921 06 84% Niquel de
* 86% |Raney, t.a.,
5h
: o \/L o) NH,
o~ EtOAc,
0 ° 0.0 THPMA,
U U 18h, 97%

MeOH/H,0(4:1),
HCI, overnight
85%

: o o]
N VL
" NH N @/\O NH
O., O,

H,SO,, dioxano
54,5% 204 ' 9
\ ° 80°C, 72 h \ 88%

: O\/L
O\/\NH2 NH,

(S)-Mexiletina (R)-Mexiletina
ee 99% ee 99%

Xia e colaboradores, em 2014, relataram o uso da resolucdo cinética dinamica
dupla (DDKR), utilizando um éster racémico como doador de acila na resolucdo da amina.
Tanto a resolucdo cinética dinamica da amina quanto a resolugdo cinética do éster ocorrem

simultaneamente em uma estratégia de cocatélise via biocatalise e catalisador metalico.
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Os autores empregaram a lipase de Candida antarctica B (CAL-B) e niquel de
Raney para resolver a mexiletina racémica, com a obtencdo de uma amida da mexiletina com
pureza enantiomérica de 98%, um alcool com pureza de 91% e um éster com excesso

enantiomeérico de 91 %, em um processo simultaneo (Esquema 2).

Esquema 2-Resolucdo da mexiletina via resolucdo cinética dindmica dupla descrita por Xia,
2014.

H\ NH, (LNH
o} 0
. /\[fo Ph Niquel de Raney, CAL.B o%ﬁ
o \r tolueno, 70 °C, 48 h

ee 98% ee 91 %

O._Ph

+

A

Ph”” “OH

ee 91 %

O processo de resolucdo cinética dindmica pode ser mais claramente visualizado

no Esquema 3.

Esquema 3- Resolucdo cinética dupla do alcool e amina precursores da mexiletina descrita

por Xia, 2014.
o._ _Ph KL
O o) + /\F( :
CAL-B @] -
+ —_—>
e.e. 9%
H\ e.e. 98% /L
NH; Ph” “OH
O
+ e.e. 91 %

Niguel de Raney

Gonzalez-Sabin e colaboradores, em 2002, resolveram a mexiletina via reacdo de

acilacéo utilizando lipase CAL-B e acetato de etila como doador de acila e solvente da reacéo,
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obtendo e.e. de substrato 99% e e.e. de produto de 92%, com conversdo de 52% (Esquema
4).

Esquema 4- Resolucdo da mexiletina via reacdo de acilacdo na presenca de CAL-B, descrita
por Gonzalez-Sabin, 2002.

NH,
o)
\)\ CAL-B_
AcOEt

21h

(x)-Mexiletina

Em 1994, Franchini e colaboradores realizaram o estudo da sintese da mexiletina
e determinaram sua configuracdo absoluta por técnicas de raio-X e RMN. O reagente de
partida foi o (S)-3-bromo-2-metil-propan-1-ol (1) juntamente com 2,6-dimetil-fenol, fazendo
0 uso do catalisador de diéxido de ruténio, com obtencdo da (R)-mexiletina em forma de
cloridrato, cuja configuracdo absoluta foi determinada por técnica de raio-X.
Concomitantemente, para efeito de comparacdo, os autores realizaram a resolugdo da rac-

mexiletina por cristalizacdo fracionada com (L)-tartarato de dibenzoila (Esquema 5).

Esquema 5- Sintese do cloridrato (R)- mexiletina, descrita por Franchini, 1994,

o N _or oL
\/b NaOH_ _RuO, COOH
“Nalo,

(1-(S) (R)
1 socl,
2 NH,OH
OVL 1: NaBrO, NaOH J}(
NHp HCT <3 Hai

(R)-Mexiletina

Carocci e colaboradores, em 2000, relataram a sintese da mexiletina, tendo como
reagente de partida o a-amino-alcool (1a). Inicialmente, foi realizada uma protecéo do grupo
amino, utilizando anidrido ftalico, e em seguida o derivado ftalamido (3a) foi submetido a
reacdo de Mitsunobu com 2,6-dimetilfenol na presenca de DIAD ou DEAD e trifenilfosfina,

obtendo o aril-éter (4a). Finalmente, ap6s uma reacdo de desprotecdo do grupo amino, foi
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obtido o farmaco (R)-mexiletina com e.e. de 98%. O estudo foi expandido para analogos da

mexiletina (Esquema 6).

Esquema 6-Sintese do (R)-Mexiletina e derivados

1a: Ry =Me
1b: R, = Benzila
1c: Ry =i-Pr

=g

2a-c

tolueno; Et3N,
refluxo

b3

HO._~ R,

3a-c

2,6,-dimetilfenol, THE, (@) N (@]
DIAD ou DEAD, PPh,, -
24h O™ g,
4a-c

N2H4, ACOH, EtOH,
refluxo, 2h

(R)-mexiletina (5a)
5b-c

A utilizacdo de auxiliares quirais também é bastante eficaz na obtencdo de

produtos enantiomericamente puros. Ryan e seus colaboradores, em 2015, sintetizaram 0s

enantiomeros (R) e (S) da mexiletina, utilizando um auxiliar quiral. Neste estudo, os

pesquisadores empregaram como auxiliar quiral o (R)-terc-butanossulfinamida e como

material de partida a a-ariloxi-cetona (1), com obtencdo do intermediario quiral (2). Em

sequida, o intermediario (2) foi submetido a reacdo de reducdo, sendo analisados varios

agentes redutores, com destaque para o boro-hidreto de sddio que levou a obtencdo dos

diastereoisémeros (Rc € Rs) € (Sc e Rs) (3) na proporgéo de 4:1, respectivamente, sendo que C

(subscrito) refere-se ao centro estereogénico no carbono e S (subscrito) refere-se ao centro

estereogénico no enxofre. Finalmente, apds o tratamento de (3) com HCI em dioxano para

desprotecdo do grupo amino, foi possivel obter tanto a (R)-mexiletina como a (S)-mexiletina,

com excesso enantiomérico de 99% (Esquema 7).
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Esquema 7- Sintese da (R)- mexiletina e (S)- mexiletina utilizando auxiliar quiral

Q Q
_S. .S,
o N| “tBu HN™  “tBu
S <
\)K H,N™~ “tBu O\)\ SN
NaBHy,,
Ti(OEt)4, 90 °C THF, 5 h
micro-ondas, 1 h R, Rs
1 2 e
Sc, Rs

HCI, 1,4 dioxano
3h

NH, - HCI

(R) e (S)- Mexiletina

Sasikumar e colaboradores, em 2009, descreveram a sintese da (R)-Mexiletina na
forma enatiomericamente pura, tendo como etapa chave da introducdo da quiralidade, o uso
do catalisador quiral de Jacobsen. Os autores sintetizaram o epoxido (2) a partir do 2,6-
dimetilfenol (1) e da (z)-epicloridrina, na presenca de carbonato de potéssio e acetona como
solvente. Em seguida, o produto (2) foi resolvido utilizando catalisador de Jacobsen Co"",
gerando (S)-4 e o diol (R)-5. Subsequentemente, a abertura do epoxido (S)- 4 foi realizada
com hidreto de aluminio e litio em THF anidro, a 0° C, com obtencdo do alcool secundario
(S)-5. Este ultimo, foi transformado, ap6s duas etapas, no farmaco (R)- mexiletina (Esquema

8).
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Esquema 8- Sintese da (R)-mexiletina descrita por Sasikumar e colaboradores

OH . . e}
; i i O ii)(R,R)catalisador %, OH
i)(x)epicloridrina, fe) L~_0O
I~ de Jacobsen . HOV'\/O
K2COs, acetona, Co(lll)-A, 0°C, t.a.

refluxo, 20 h;
’ ’ 30h
1 80% 2 (S)-4 (R)-5
iii) LiAIH,,
THF, 0 °C, 30
min, 91%
NH; iv) PhgP, OH
J o INHs KO o e Ftalimida, _~_O
-~ DIAD, THF,
EtOH, refluxo, /k/O -~
3h,86% ta., 4 h; 83 %

(R)-7 (S)-5

(R)-Mexiletina

Sadhukhan e colaboradores, em 2012, relataram a resolugcdo cinética
hidrolitica do epéxido (1), utilizando um catalisador macrociclico de Co "' (Figura 5),
obtendo o (S)-6xido propeno (2) com e.e. >99%. Em seguida, este Ultimo reagiu com o

2,6-dimetilfenol com a obtencdo de (S)-3. Apos duas etapas foi obtida a (R)-mexiletina
(Esquema 9).

Figura 5-Estrutura quimica do catalisador de Co Il empregado na sintese da (R)-

Mexiletina descrita por Sadhukhan (2017)
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Esquema 9- Resolucéo cinetica hidrolitica do epoxido (1) intermediario da sintese da (R)-

Mexiletina
n 2,6-dimetilfenol
k Co 2 S5h o \ /\/OH triftalto de bismuto HO/,‘ o
CH2C|2, 6 h, a.t. /
(S)-2 (S) 86 % (S)-3

a) PPhs, ftalamida
THF, DIAD, 4 h, 80%
b) NoH,4, H,O, EtOH,
refluxo, 3 h, 85%

(R)-mexiletina

A sintese de Sasikumar e colaboradores (2009) serviu de base para estudos
realizados por Bredikhina et al.,(2015) na producdo de ambos (R)-mexiletina e (S)-mexiletina.
A sintese teve como material de partida o 2,6-dimetilfenol (1) e a utilizacdo de técnicas de
cristalizacdo estereosseletiva via resolucdo direta espontanea por “arrastamento” de rac-2,
com a obtencdo de (S)-2 e de (R)-2. A partir destes intermediarios quirais pode-se obter tanto
a (R)- quanto a (S)-mexiletina (Esquema 10).
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Esquema 10-Sintese da (R)-mexiletina e (S)-mexiletina descritas por Bredikhina e
colaboradores.

“ NaOH HO HO
__cristalizacio,_ o o
HO + refluxo estereosseletiva \ ;
O OH OH
"o 1 (S) -2 (R) -2
PPhs, DIAD, THF
refluxo

Q%de

Q ﬁ L|A|H4 THF, refluxo
07 0 © PPhs, ftalimid
z 3, ftalimida
/\/0/\© /bé@ " DIAD, THF Q / Q /

lN2H4, Hzo, refluxo

NH, NH,

(R)-mexiletina (S)-mexiletina

Relatos recentes destacam a preparacdo da (R)-mexiletina fazendo uso somente
de etapas quimicas durante a sintese, tendo como reagente de insercdo de pureza

enantiomérica a (R)-epicloridrina (Esquema 11) (Viswanadh et al., 2015).
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Esquema 11-Sintese da (R)-mexiletina descrita por Viswanadh.

S (0] N
(R)-epicloridrina, 2
o T kco, o~ 1. benzilamina, LiBr, 9 h o
acetona anidra, 2. PPhg, DIAD, tolueno -
refluxo, 20 h anidro, 0°C, refluxo, 16h
73% (S) 64% (R)
H,, 10% Pd/C
MeOH, t.a., 6 h
73%
NH,
O\/T\

(R)-Mexiletina

Roselli e colaboradores, em 2016, realizaram a sintese quimica da mexiletina
racémica obtendo o farmaco na forma de sal e alguns anadlogos. A sintese se processou em
duas etapas tanto em condigdes tradicionais, como assistida por micro-ondas. A primeira
etapa se constitui em uma reagdo de Williamson com a obtengéo da aril alquil cetona. Em
seguida, foi realizada uma aminacdo redutiva obtendo as correspondentes aminas que foram

tratadas com acido cloridrico gasoso para a obtencédo do referido farmaco e andlogos na forma

de cloridrato (Esquema 12).

Esquema 12- Sintese do cloridrato da mexiletina e analogos descritos por Roselli e
colaboradores.

O R
1) NaBH3;CN, AcONH,, o
o 2,6-xilenol, K,COs, O\)J\R MeOH, at, ou MW, 110°C _ \)\NHZ.HCI
R)K/X at ou MW = 2)Et,0, HCI gasoso

1a-X=Cl;R=CHj;
2a-X=Br; R=%tBu
3a-X=Br;R=Ph

A presente revisdo bibliografica evidencia que existem poucos relatos da

sintese da Mexiletina via biocatalise.
3.3 Alcoois secundarios na sintese quimioenzimatica.

Os substratos racémicos avaliados neste trabalho sdo alcoois secundarios ou seus

correspondentes acetatos. Portanto, decidimos apresentar uma revisdo bibliografica sobre a
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resolucdo cinética de alcoois secundarios e acetatos na presenca de lipases. As bases de dados
utilizadas foram “Scinfinder” ¢ “Science direct” cobrindo o periodo de 2005-2017, fazendo
uma selec@o de dados que contenha alcoois secundarios que s@o precursores ou intermediarios
de farmacos, bem como de produtos naturais com algum tipo de atividade.

Os alcoois secundarios ou seus acetatos enantiomericamente puros sao “blocos de
construgdo” na sintese de diversos produtos de alto valor agregado e séo frequentemente
usados como excelentes alvos na resolucao cinética enzimatica, com aplicacGes na industria
farmacéutica, agroguimica e produtos alimentares.

More et al., em 2015, relataram a resolucdo cinética enzimatica do 1- feniletanol,
que € utilizado como conservante oftalmico e inibidor de absor¢cdo do colesterol no intestino,
empregando lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em uma matriz polimérica
biodegradavel, na presenca de TBME como solvente, com 30 horas de reacdo a 40 ° C,
utilizando como doador de acila o acetato de vinila. Em tais condicdes, foi obtida uma
conversdo de 50 % e excesso enantiomérico do substrato de 98% e do produto de 99%

(Esquema 13).

Esquema 13- Resolugdo cinética do 1-feniletanol utilizando lipase de Burkholderia cepaccia

imobilizada
)k Burkholderia cepacia 2
o X imobilizada + ©/\
. 40° C, 30 h,MTBE
rac- 1-feniletanol acetato de vinila (S)-1-feniletanol (R)-acetato de 1-feniletila
ee 98% ee 99%

A resolugéo cinetica do alcool secundario 1-feniletanol também foi investigada

por Zheng et al., em 2017, que descreveram a esterificagdo do alcool, utilizando como doador
de acila o acetato de vinila e como biocatalisador a lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em silica mesoporosa ordenada funcionalizada com grupo fenila ((Ph-OMMs).
Foi obtida uma conversdo de 50 % e excesso enantiomerico do substrato de 99% em apenas
25 minutos, resultado excelente quando comparado com a mesma enzima na sua forma livre
que teve 50 % de conversdo e excesso enantiomérico de substrato de 95% em 27 horas de
reacdo. Cabe ressaltar que a enzima utilizada teve seu reuso em 50 ciclos mantendo constante

seus valores de conversao e e.e. ( Esquema 14).
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Esquema 14- Resolucdo cinética enzimatica de 1-feniletanol utilizando lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada (Ph-OMMs)

OH Burkholderia OH Qk
cepacia (Ph-OMMs) -

: +
acetato de vinila ©/\
25 min

ee 99%

Os ésteres acrilicos de alcoois secundarios sdo utilizados como precursores na
sintese de lactonas a, B-insaturadas com atividade antimicrobianas e antifungicas. Tal classe
de ésteres foi submetida a resolugéo cinética, via hidrolise, na presenga da lipase Amano AK
(Pseudomonas fluorescens). Ao final de 30 horas, para o substrato sem substituintes no anel
aromatico, foi obtida uma conversdo de 50 %, com excesso enantiomérico do (S)- éster
acrilico de 87% e excesso enantiomérico do (R)- alcool de 90 %. O estudo foi expandido para
outros ésteres acrilicos de alcoois secundarios com substituintes (BORA; BEZ; ANAL, 2011)

(Esquema 15).
Esquema 15- Resolucdo cinética de ésteres acrilicos de alcool secundarios empregando lipase
Amano AK
O Lipase Amano AK o
)v Pseudomonas OJ\/ OH
O fluorescens =
AN = X R + N R
‘ R Tampéo Fosfato | P ! | P !
A A
N X X

X= p-OMe; R4= Me
X= p-Cl; Ry= Me
X=0-NO,; R4= Me
X= p-Me; R4= Me
X=-; R4= CH,CHj3

A relevancia dos alcoois secundarios enantiomericamente puros ou enriquecidos,
como intermediarios na sintese de substancias bioativas, pode ser evidenciada pelos inUmeros
relatos na literatura referente a sua obtencéo e aplicacdo na obtencdo de farmacos. E possivel
citar o trabalho realizado por Sawant et al., em 2016, referente a sintese da (S)-ranolazina, um
anti-anginal utilizado no tratamento de bradicardia e arritmias ventriculares. A ranolazina na
forma racémica foi submetida a resolugdo cinética via acetilacdo, empregando como
biocatalisador a lipase de Candida antarctica CLEA (agregado enzimatico por ligagdes

cruzadas), acetato de vinila como doador de acila e éter dietilico como solvente a uma
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temperatura de 30 °C. Apos este tempo, foi obtida uma conversdo de 48% e valores de
excesso enantiomérico de 90% para o (R)-alcool e 98% para o (S)-acetato. A obtencgdo da (S)-
ranolazina, com 80% de excesso enantiomérico, foi completada com a hidrdlise do respectivo

acetato (Esquema 16).

Esquema 16- Sintese do (S)-ranolazina empregando lipase de Candida antarctica CLEA

(RS)-ranolazina

lipase Candida antartica CLEA
tolueno, acetato de vinila

éﬂf T @ éﬂvpﬁé

K,CO3, MeOH
25-30°C, 2h

ranolazina

é@hwfloé

ee 80%

Um outro relato da sintese da (R)-ranolazina, refere-se a utilizacdo da lipase de
Candida antarctica CAL-B (Novozym 435). A primeira etapa constituiu na reacdo entre o 2-
metoxi-fenol e a epicloridrina. Em seguida, ocorreu a abertura regioespecifica do epoxido (2)
na presenca de Li,CuCly, levando a cloridrina (3). Posteriormente, foi realizada a esterificacéo
de (3) com anidrido butanoico para obtencdo do éster (4). Este ultimo foi submetido a
resolucdo cinética enzimatica via hidrdlise, usando lipase CAL-B (Novozym 435), em
tampdo, na presenca de hexano, com a obtencdo de uma enantiosseletividade >200.
Finalmente, o farmaco (R)-ranolazina foi obtido a partir da reacdo entre (S)-3 e a 2-(1-

piperazinil)-1-(2,6-xilidina)-1-etanona (Esquema 17) (Moen et al., 2005).
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Esquema 17- Sintese da (R)-ranolazina utilizando lipase CAL-B

O
OCHj3 \/& OCH; o \H)O\/ H3CO /\)ko H3CO
OH ¢l o< Li,cucl, I o anidrido
e . O
©/ —_— ©/ > butandico CIV‘\/

1 2 3 4
Novozym 435
hexano/tampao

(0]
§ § Ho o Heo M o
iperazina Cl ~ O
Y ci piperazing TN T + a L o
o o L_n
(S)-3 (R)-4

MeCN , N62C03
refluxo, overnight

H

O

(R)-ranolazina

Um outro exemplo interessante, refere-se a obtencdo do alcool secundario (S)-
indanol que foi utilizado na sintese de um medicamento que combate ao mal de Parkinson, o
Mesilato de Rasagilina. A sintese teve como etapa inicial a reducdo da indanona (1), com
obtencdo do rac-indanol. Este Gltimo foi submetido a resolucdo cinética via acetilagdo,
usando a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) imobilizada em immobead-150, em
hexano, por 15 min a 35 °C. Em tais condic¢des, foram obtidos o (R)-acetato de indanila e o
(S)-indanol com e.e. > 99%, com ¢ 50% e E > 200. Posteriormente, a sintese seguiu a partir
do (S)-indanol com varios passos sintéticos até a producgéo do referido farmaco (Esquema 18)

(Fonseca et al., 2015).
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Esquema 18- Sintese quimioenzimética do (R)-mesilato de rasagilina.

NaBH,, MeOH hexano
OOC, t.a.24 h ACOV|n

O“
I

o) 86%
(1)
rac-indanol (S)
DBU, tolueno, t.a.
0°C, 22 h, 72%
K,CO3, CH3CN,
CICH,CCH. PPhS KOH,
60°C, 16 h, THF/ H20,
o ta 24 h, 70%

HN\/§ 79% o N
IPA, CH3SO3,

refluxo
98%

=2

HN___—= *csozH

Um analogo do mesilato de rasagilina, o éter 7-(1-pirindanil) propargil (5) foi
preparado a partir dos enantidmeros do indanol, resolvido na presenca de lipase. Os
pesquisadores utilizaram a lipase Novozym 435 para realizar a resolugdo por duas vias:
acetilagdo do rac-indanol e hidrélise do rac-acetato de indanila. A acetilacéo foi realizada na
presenca de benzeno como solvente, por 18 horas, a temperatura ambiente e acetato de vinila
como doador de acila. Em tais condicdes, foram obtidos o alcool com e.e. de 94% e o acetato
com ee. de 98 % e conversdo de 49%. A resolucdo cinética via hidrolise levou,
coincidentemente, ao lcool com e.e. de 98% e ao acetato com e.e. de 94% e conversdo de
49%. Nas duas vias enzimaticas as reagdes respeitaram a regra Kazlauskas. Finalmente, a
sintese prosseguiu por etapas sintéticas com a obtencdo do anédlogo do mesilato de rasagilina

nas duas configuragdes (R) e (S) (Esquema 19) (Sousa et al., 2015).
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Esquema 19- Sintese quimoenzimatica de um éter andlogo ao mesilato de rasagilina, o 3-(4-
aza-3-indaniloxi)-1-propino

MCPBA Ac0O KOH, N
m CHCl, _ m 100 °C. 2h,_ _EtOH.,
ta. 2 h ("3/ 72% ta 1 h N/

90%

99% ! Ac
” A @O OH
novozyme 435 novozyme 435
CeHg/H20 CeHe 7 0Ac
18 h, t.a. 18 h, t.a.
03 L D
(ji? N” N
OAc OH
OAc R) )
t KO'Bu
=\ KO'Bu — CH2C|2
Br | CH,Cl, Br| ta.,20 h
ta.,20 h 71%

73%

A sintese quimioenzimatica de uma naftoquinona (isolada da Tabebuia
impetiginosa) com atividade antitumoral, teve como etapa chave a resolucdo cinética
enzimatica de seu racemato, na presenca de lipases. A rac-naftoquinona foi preparada por
varias etapas quimicas e em seguida foi realizada a resolucdo cinética enzimatica, via reacédo
de acetilacdo, com destaque para as lipases Pseudomonas cepacia (3 horas de reacdo) e
Candida antarctica B (2 horas de reacdo). Como solvente foi utilizado THF, com obtencdo 99
% e.e. da (S)-naftoquinona e e.e. de 99% do (R)-acetilado e conversdo de 50 % (Esquema 20)

(ARAUJO et al.; 2009).
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Esquema 20- Sintese quimioenzimatica de uma naftoquinona com atividade antitumoral.

OH OH O OH O OH O
Me;NH, HCl, 1oo °C,
PIFA, CH,CN, __ tolueno,
H20002h -55°C1h 95%
NMe, OH
OH
DBU, THF,
,4-dibromo-but-2-ona,
ta.,4h
OH 0O
MO, OH O
s U0, - OU0
~refluxo,
24 h © © °© 0
60% o o __.
28% 3%
NaBH,, MeOH,
ta,4h,
79%
OH O OH O OH 0O
A Lipase N\ + N
acetato de vinila g o
O OH 30 °C, THF OAc OH
o) (0] (0]
rac- naftoquinona (R)-acetato (S)- alcool

Ferreira e colaboradores, em 2012, investigaram a resolucdo cinética enzimatica

de é&lcoois secundarios alifaticos, utilizando como biocatalisador a lipase de Candida
antarctica (CAL-B), obtendo valores de excesso enantiomérico dos produtos acetilados > 99
% e conversdo entre 30-50%. As configuragbes dos substratos remanescentes e dos

correspondentes acetatos (produtos) obedeceram a regra de Kazlauskas (Esquema 21).

Esquema 21- Resolucdo cinética enzimatica de alcoois secundarios alifaticos via acetilagéo,
utilizando CAL-B

OH CALB OH OAC
Hexano + >
R1/k R acetato de vinila R1/'\ R2 -
32°C

R1=i-Bu, Ry= Me (1)

R1= n-Pr, R,= i-Pr (2) ndo reagiu
R1= i-Pent, R,= Me (3)

R1= i-Hex, Ro= Me (4)

R4= n-Bu, Ry= Et (5)

R4= n-Pent, Ry= vinila (6)
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Biciclos contendo octa-hidroindolizina como subestruturas estdo presentes em
substancias naturais e ndo-naturais. Zhang e colaboradores, em 2017, relataram a resolugéo
cinética, via acetilacao, do alcool (x)-octaidro-5,5-dimetilindolizin-7-ol (rac-2).

A resolucdo cinética enzimatica de rac-2 esta representada no Esquema 22. Os
melhores resultados foram obtidos em 16 horas de reagdo, com conversédo de 44 %, utilizando
lipase de Candida antarctica (Novozym 435®) e como doador de acila o acetato de vinila, &
temperatura ambiente, resultando no alcool (7S,8aS)-octa-hidro-5,5-dimetilindolizin-7-ol

com e.e. >98 % (Esquema 22).

Esquema 22- Resolugdo cinética enzimatica do &lcool rac-2 empregando lipase Novozym

435°
N Novozyme 435_ N + N
acetato de vinila
t.a. OH B "'OAc
H H A
rac-2 (7S,8aS)

Alcoois organofluorados s&o precursores de farmacos usados no tratamento da
depressdo, esquizofrenia e distdrbios bipolar. As resolugdes cinéticas enzimaticas do alcool
organofluorado (z)-2,2-2-trifluoro-1-feniletanol e alguns analogos, utilizando lipase CAL-B,
foram realizadas utilizando aquecimento convencional (32 ou 45 °C) ou aquecimento por
radiacdo de micro-ondas (45 °C). A resolugdo cinética do alcool la (Esquema 23) por
aquecimento convencional em agitacdo orbital (32 °C), em tolueno, levou a uma conversao de
49% e a um excelente e.e. do produto acetilado de > 99%, e e.e. do substrato de 62% (E >
200), porém em um tempo reacional longo de 168 horas. Em aquecimento convencional
(banho de 0leo), em tolueno, a 45 °C, a converséo foi de 20%, em 48 h de reacdo, levando ao
produto com e.e. > 99. Em aquecimento por micro-ondas (45 °C, 200W) e com 5 h de reacao,
a conversdo foi de apenas de 5 %, com manutencdo do excesso enantiomérico do produto (S)-
2a de 99%. O estudo foi ampliado para alcoois organofluorados com substituintes no anel
aromatico (1b-d). A resolucéo cinética do alcool 1b, utilizando aquecimento convencional em
agitacdo orbital (32 °C), levou ao produto acetilado com 82% de excesso enantiomérico (E=
19) e uma conversdo de 51% em 144 h de reacdo. Quando a reacdo foi realizada com
aquecimento por micro-ondas, o produto foi obtido com excesso enantiomérico de 78% (E=
12), uma conversdo de 42% em 14 h de reacéo, praticamente, um décimo do tempo gasto na
reacdo com aquecimento convencional. Na resolucéo cinética do alcool 1c, sob aquecimento

convencional, o acetato foi obtido com excesso enantiomérico > 99%, uma conversado de 49%
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em 48 h de reacdo. J&, sob aquecimento de micro-ondas, o produto foi obtido com excesso
enantiomérico de 98% (E >200), conversdo de 49%, em 14 h de reacdo. Finalmente, a
resolucdo do alcool 1d, sob aquecimento convencional, levou ao produto acetilado com
excesso enantiomeérico > 99%, uma conversdo de 50%, em 2 h, enquanto que sob
aquecimento por micro-ondas o acetato foi obtido com excesso enantiomérico > 99%,
conversdo de 50%, em apenas 30 minutos de reacdo (Esquema 23). Em todos o0s casos, a
resolucdo cinética foi mais répida sob aquecimento por micro-ondas (RIBEIRO;
RAMINELLI;PORTO, 2013).

Esquema 23-Resolugdo enzimaética do alcool organofluorado (z)-2,2-2-trifluoro-1-feniletanol

e analogos
OH OH OAc
Rs CALB Rs Rs -
* CF CF
CFs™  acetato de vinila . 3 8
R, solvente organico Ry R,
R4 R4 R4

R{=H, R,=H, Ry=H (1a) (R) 1a-d (S) 2a-d
R1=Br, R2=H, R3=H (1 b)
R1=H, R2=Br, R3=H (1C)
R=F, Ry=F, Ry=F * CHj(1d)

O Aalcool secundario (R,S)-2-bromo-1-feniletanol, percursor de farmacos para
tratamentos de disturbios psiquiatricos como depressao, ansiedade e alcoolismo, foi resolvido
com lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em nanoparticulas supermagnaticas (FezO,)
por diferentes metodologias (adsorcao, quimissorcao com carboxibenzaldeido e quimissorcdo
com glutaraldeido). Os melhores resultados foram obtidos com a referida lipase imobilizada
na presenca de glutaraldeido (reticulacdo), com conversdo de 34%, e e.e. do produto >99%,
e.e. do substrato 51%, em solvente tolueno, 42 °C, 24 horas de reagdo e acetato de vinila
como doador de acila (Esquema 24) (ANDRADE et al., 2010).
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Esquema 24- Resolucdo cinética do alcool secundario (RS)-2-bromo-1-feniletanol
empregando lipase Burkholderia cepacia imobilizada em nanoparticulas supermagnéticas
(FesO4) em diferentes metodologias

OH OH OJ\

O z
Br Burkholderia cepacig, Br . Br
+ 20 tolueno, 24 h, 42 °C

Kolodiazhna e colaboradores, em 2012, realizaram a resolucdo cinética dos

estereoisdbmeros cis e trans do 2-iodociclo-hexanol. Este &lcool é utilizado na sintese de
compostos bioativos, precursores de prostaglandinas e leucotrienos. O substrato de partida
trans-2-iodociclo-hexanol racémico foi obtido a partir do 6xido de cicloexeno, por tratamento
com iodeto de litio. O isémero trans foi resolvido utilizando lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em diatomita, utilizando acetato de vinila como doador de acila, com obtengéo de
conversdo de 50 %, resultando no (1S,2S)-alcool e (1R,2R)-acetato (A). Em seguida, o acetato
foi submetido a uma hidrolise enzimatica com a mesma lipase, resultando no alcool (1R,2R)
com e.e. >98 % (C).

O isémero cis-(1S, 2R)/(1R, 2S) foi obtido ap6s a oxidacdo de Swern do trans-
racémico levando a uma cetona, a qual, subsequentemente, foi submetida a uma reducdo com
boro hidreto de s6dio. Em seguida, foi realizada a resolucédo cinética do cis-(1S,2R)/(1R,2S)
(B), via acetilacdo com acetato de vinila na presenca de lipase de Burkholderia cepacia,
levando ao alcool e ao respectivo acetato com e.e. de 98 e 99%, respectivamente e
enantiosseletividade E > 100. Posteriormente, o acetato foi submetido & hidrolise enzimatica
em tampdo fosfato em pH 7,2 com obtencdo do alcool (1R, 2S) com e.e e e.d.

(aproximadamente) de 99% (D) (Esquema 25).
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Esquema 25-Resolucdo cinética dos estereoisdmeros trans e cis 2-iodociclo-hexanol

OH OH
_—
[ ]"’I —_— > |

trans-(1R, 2R)/ (1S,2S) cis-(1S, 2R)/ (1R,2S)

A)‘ Burkholderia cepacia )‘ Burkholderia cepacia

| | b
cullielienes

(1S, 25) (1R, 2R) (1S, 2R) (1R 25)
Burkholderia
C)l Bugl;l;(;gzria D cepacia
[ J"’I |
(1R, 2R) (1R, 2S)

Kucher e colaboradores, em 2014, realizaram a resolucdo cinética do cromano-4-
ol e andlogos. A estrutura deste alcool estd presente em muitos produtos naturais com
atividade antioxidante e que ajudam a prevenir o cancer. Dentre estes compostos podem ser
destacados os produtos naturais extraido das plantas B. zenkeri e T. yannanensis (Figura 6).

Figura 6-Produtos naturais que possuem nucleo cromano-4-ol

As resolucdes cinéticas do cromano-4-ol e analogos (Esquema 26) foram
realizadas utilizando TBME como solvente e acetato de vinila como doador de acila a
temperatura ambiente. Na resolugdo cinética forma obtidos os (S)-alcoois e os (R)-acetatos
remanescentes. Cabe ressaltar que os (R)-acetatos remanescentes foram hidrolisados na
presenca de K,COgs/metanol, levando aos (R)-alcoois. O composto 1a, ap6s 14 horas, teve 50
% de conversdo e e.e. de 94 % para o (S)-alcool e 95 % de e.e. para o (R)-alcool. Para o

substrato 1b, um heterociclico maior, os e.e. foram > 99% para ambos os enantibmeros.
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Diante dos resultados preliminares, o estudo foi expandido para os tio anadlogos (1c) e (1d) e
seus correspondentes didxidos (1le-f). Com o substrato 1c foram obtidos valores de e.e. de
95% para ambos enantidmeros, enquanto para o 1d obteve-se uma conversdo de apenas 2%,
nas mesmas condi¢cOes utilizadas para os substratos anteriores (proporcdo substrato: enzima
1:10, 23 °C). Com isso, foram alteradas as condi¢cbes como relagdo substrato: enzima 1:3 e
temperatura de 40 °C. Decorrido 50 horas de reacéo, foi obtida uma conversao de 50 %, e e.e.
de 85% para ambos enantidmeros. Para os compostos 1e e 1f foram utilizadas condi¢fes mais
drésticas, 50 °C e quatro dias reacionais, resultando em uma conversédo de 50 %, para ambos,

e para 1e, valores de e.e. >94% e para 1f e.e. > 90% (Esquema 26).

Esquema 26 - Resoluc¢éo cinética do cromano-4-ol e andlogos

Lipase :
Burkholderia cepacia + m
X )n O X )n X )n

/\o)K (S)-1a-f (R)-2a-f

rac-1a-f

1a- X=0; n=1
1b- X=0; n=2
1c- X=S; n=1
1d- X=S; n=2
1e- X=S0O,; n=1
1f- X=SO,; n=2

Rocha e colaboradores, em 2010, resolveram alcoois secundarios -o, -m e -p
iodofeniletanol que sdo “blocos de construgdo” de compostos bifenilicos via acoplamento de
Suzuki (Esquema 27), utilizando lipase CAL-B, em hexano, a 32 °C e acetato de vinila, por
120 minutos (Esquema 28).

Esquema 27-Acoplamento de Suzuki com alcoois iodofeniletanol quirais
\_OH

Pd(PPhj), (5 mol%) 4
2 K,CO _ —
I/ + HO)ﬁ‘@ tolueno: H,0(4:1) ©/

80°C, 24 h
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Esquema 28-Alcoois secundarios -0, -m , -p iodofeniletanol

A
OH CALB OH 0

AN acetato de vinila AN + XN
| hexano || |
| 120 min, 32°C | RF |

(+)-alcoois (S)-alcool (R)-acetato

- 0- (c = 96%; ee 6 %) 0- (c = 4%; ee 98 %)
m- (c = 50%; ee > 98%) m-(c =50%; ee > 98%)
p- (c =50%; ee 98 %)  p-(c =50%; ee > 98 %)

A lipase CAL-B tambem se mostrou bastante eficaz na resolugdo de &lcoois
alilicos e propargilicos que sdo “blocos de construgcdo” versateis na sintese de compostos
naturais e moléculas bioativas. Os resultados mostraram que os alcoois propargilicos reagiram
em condigdes favoraveis, utilizando hexano como solvente e acetato de vinila como doador de

acila, a uma temperatura de 32 °C, por 40 min (Esquema 29) (Raminelli et al.,2004).

Esquema 29- Resolucdo cinética enzimatica de alcoois propargilicos, descrita por Raminelli.

OH OAc
oH CAL-B R
R acetato de vinila_ R N + R/\
)\ hexano S H N H
H .
32°C, 40 min
(x)-alcoois propargilicos (R) (S)

R=Ph (¢ =50 %, ee, 99%)
R=n-CgHq3 ( ¢ =33 %, ee, 99%)
R=Et(c =73 %, ee, 19%)
R=i-C3H7 (¢ =14 %, ee, 73%)

O estudo foi expandido para dois alcoois alilicos utilizando as mesmas condi¢des,

porém os melhores resultados foram obtidos com tempo de reacéo de 160 min (Esquema 30).

Esquema 30- Resolucdo cinética enzimatica de alcoois alilicos

OH OH OAc
CAL-B =
| acetato de vinila_ || E\
hexano
N\, 32°C, 160 min g N

(x)-alcoois alilicos
R=Ph (¢ =50 %, ee, 95%)
R=n-CsHqq (¢ =46 %, ee, 79%)




49

Winska e colaboradores, em 2010, relataram a resolucdo cinética enzimatica de
alcoois alilicos ciclicos, 6,6-dimetilcicloex-2-en-1-ol (1a), 4,4-dimetilcicloex-2-en-1-ol (1b) e
5,5-dimetilex-2-en1-ol (1c). O 6,6-dimetilcicloex-2-en-1-ol foi resolvido via acetilagéo,
utilizando acetato de vinila como doador de acila, na presenca da lipase Candida cylindracea,
em 24 horas. Foram obtidos (R)-acetato com e.e. > 99% e e.e. de 50% para o (S)-alcool
(Esquema 31a, etapa al). O alcool remanescente foi novamente resolvido nas mesmas
condicdes anteriores com obtencdo do (R)-acetato e.e. 98% e (S)-alcool e.e. 84% (Esquema
31a, etapa a2). O alcool alilico 4,4-dimetilcicloex-2-en-1-ol foi resolvido via acetilacdo em
hexano, utilizando acetato de vinila como doador de acila, por quatro dias utilizando lipase
Amano PS, resultando no (S)-acetato com e.e. 46% e (R)-alcool com 60% e.e. (Esquema 31b,
etapa bl). Em seguida o alcool remanescente foi resolvido nas mesmas condicGes anteriores
durante seis dias, obtendo o (R)-acetato e (R)-alcool com e.e. 44% e 98%, respectivamente
(b2). O acetato remanescente da primeira reacdo enzimatica (b1) foi hidrolisado em tampéo
fosfato, utilizando lipase Amano PS durante cinco dias, obtendo como produtos reacionais
(S)-alcool com ee. 68% e (R)-acetato com 40% e.e. (Esquema 31b, etapa b3).
Posteriormente, o alcool obtido na etapa (b3) foi ressubmetido a uma nova resolucdo
enzimatica com lipase Candida cylindracea durante cinco dias, tendo como produtos (S)-
alcool com e.e. 96% e (S)-acetato com 42% e.e. (Esquema 31b, etapa b4). Com o alcool 5,5-
dimetilex-2-en1-ol foi realizada uma acetilagdo durante 12 dias com lipases Amano PS,
obtendo um e.e. de (R)-alcool de 14% e e.e. 88% de (S)-acetato (Esquema 31c, etapa cl). O
alcool remanescente foi resolvido em sucessivas esterificacdes, durante seis dias, obtendo e.e.
40% (R)- alcool, 82 % e.e. de (S)-acetato (Esquema 31c, etapa c2). Novamente, o alcool
remanescente foi resolvido nas mesmas condicGes anteriores, obtendo e.e. 98% (R)-alcool, e
e.e. 44% (S)-acetato (Esquema 31c, etapa c3). Ainda foi realizada a hidrélise dos (S)-

acetatos obtidos na etapa c1 e c2 para obtengdo do (S)-alcool e.e. 98% (Esquema 31c, c4).



Esquema 31- Resolucéo cinética enzimatica de alcoois alilicos ciclicos

OH
a) @ Candida cy/mdracea @ @

1a
ee 50% ee 98%
a2 |Candida cylindracea
: OH : OAc
+
(S)
ee 84% ee 98%
O] OAc
\@/ Amano PS \@ \@/
(R) (S)
ee 60% ee 46%
Amano PS| b2 b3| Amano PS
(R) (R)
ee 98% ee 44% ee 68% ee 40%

b4 Candida cylindracea

: ,OH : LOAC
+
(S) (S)
ee 96% ee 42%
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c)

OH WOH OAc
Lipase Amano PS +
cl
1c
(R) (S)
ee 14 % ee 88%
Lipase
c2| AmanoPS | c4
c3 .\\OH OAc
- +
Lipase c4 Lipase
Amano PS Amano PS
(R) (S)
ee 40 % ee 82%
WOH OAc OH OAc
+ +
(R) (S) (S (S)

ee 98% ee 44% ee 98% ee 70%
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese da Mexiletina e anélogos

A sintese da (R)- Mexiletina, um farmaco antiarritmico, utilizando lipase ndo esta
tdo bem documentada na literatura (Xia et al., 2014) e (Gonzalez-Sabin et al., 2002). Cabe
ressaltar que as reagdes enzimaticas utilizando lipases sdo atrativas, pois sdo de féacil
manipulagéo e de grande disponibilidade comercial.

O trabalho propde a sintese do farmaco (R)-Mexiletina e analogos, utilizando a
resolucdo cinética enzimatica dos acetatos 4a-d na presenca de lipase como etapa chave do
processo. A rota proposta estd representada no, Esquema 32, pag. 54p. 58, possui as
seguintes etapas:

1) Reacdo do tipo Sn2 entre um fenol e a a-cloroacetona, levando aos
intermediarios 2a-d;

i) Reducdo de 2a-d com boroidreto de sodio (NaBH,) levando aos alcoois
racémicos rac-3a-d;

iii) Acetilagdo dos alcoois racémicos (3a-d) levando aos acetatos racémicos (4a-
d);

iv) Resolucdo cinética enzimatica dos acetatos rac-4a-d, na presenca de lipases
via reacao de hidrdlise (triagem) e via reacdo de acetilacdo do alcool rac-3a;

v) Reacdo de inversdo de configuracdo (reacdo de Mitsunobu) dos (S)-alcoois 3a-
d, levando a formacéo dos azidos intermediarios 5a-d.

vi) Reacdo com PhzP, em meio basico, levando ao farmaco (R)-Mexiletina 6a e

aos analogos 6b-d, na forma enantiomericamente pura.
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Esquema 32-Rota sintética empregada na preparacdo do farmaco (R)-Mexiletina e analogos

Rs
OH

O
* o

Ry R,

1a-R;=CHj;, Ry,=H, R3=CH;
1b- Ry =CH3, R, =CH3, R3=H
1c-R=CH3, R,=H,R3=H
1d- alfa-naftol

Ra H OAc Ra HO H
P 0 X
+
RZ R1 R2 R1
(R)-4a (S)-3a
Rs H, QAc Rs

Rs

4.2 Obtencao dos intermediéarios 2a-d

R1 R2 R1
(S)-4a-d (R)-3a-d
NaOH
EtOH
Rs HO H
0 g Etapa v
~A THF: Ph,P:,
DIAD; DPPA;
Rz Rq 24 horas Rz
(S)-3a-d 5a-d

R, o

Etapa i e} \)k

K,COg; Ki;

DMF;60 °C Ry R,
2a-d
. aBH4
Etapa i metanol
3h;0°C "
Rs3 OH
Etapa iv

Lipase,

O\/K
solvente organico,
Ri

doador de acila 2

rac- 3a-d
CH,Cl,
Etapaiii | anidrido acético
DMAP
Etapa iv Rs OAc
Lipase, (o)
_solvente organico J\
tampéo fosfato
R, R4
rac-4a-d
N Rs NH,
- Etapa vi O~
THF; PhsP
KOH;H,0
R1 2 R1

6a - (R)-mexiletina
(R)-6b-d

Inicialmente, foi realizada uma reacdo entre 2,6-dimetilfenol (1la) e a a-

cloroacetona,
PERLETZ,1946).

seguindo o protocolo previamente relatado na literatura (HURD;
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No protocolo original, os autores prepararam dois meios reacionais: (i) o primeiro
contendo a-cloroacetona e o iodeto de potassio e acetona anidra, deixando reagir por 12
horas; (ii) e o0 segundo com fenol, carbonato de potassio e acetona anidra, deixando reagir por
15 minutos em refluxo. Posteriormente, o primeiro meio reacional foi adicionado gota a gota,
bem lentamente, a segunda mistura reacional. Apo6s 15 horas de reacdo foi obtido o produto
2a, com rendimento de 92%.

Surpreendentemente, quando se repetiu o procedimento supracitado, obteve-se 0
produto 2a com rendimento de 25 %. Objetivando aumentar o rendimento de 2a, foram
realizadas algumas modificagdes no procedimento original. A primeira modificagdo consistiu
na troca do solvente para dimetilformamida (DMF). Neste caso, o intermediario 2a foi obtido
com um rendimento superior (40 %). Uma nova tentativa de aperfeicoar a reacdo foi realizada
alterando a temperatura para 60°C, deixando reagir por 24 horas. Desta forma obteve-se um
rendimento de 82 % (Esquema 33).

Esse protocolo foi utilizado nas reacfes dos anadlogos 1b-d para obtencdo dos

correspondentes intermediarios 2b-d. Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 1.

Esquema 33-Reacéo de formacéo dos intermediarios 2a-c

Rs
Rs (0]
OH o 200 O\)k
+ Cl \)J\ Kl; DMF;
R R 60°C
2 1 R2 R1
1 2a-d

1a-R;=CHj3, R,=H, R3=CH;4
1b- R;=CHj, R, =CH3, R3=H
1c-R4=CHj3, R;=H, R3=H
1d- alfa-naftol

Tabela 1- Rendimentos obtidos na formacéo dos intermediérios 2a-d

Entrada Produto Rendimento (%)
1 2a 82
2 2b 77
3 2C 60
4 2d 75

E possivel verificar que os substratos la-b e 1d levaram a rendimentos
semelhantes (82-77%) e superiores em relacdo ao substrato 1c (60%). Todos foram obtidos

em rendimentos bons e excelentes.
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4.3 Reducdo quimica da carbonila

Posteriormente, os intermediérios 2a-d foram submetidos a reducéo via quimica
utilizando boroidreto de sddio em metanol (Esquema 34), (VIEIRA, et al., 2010)

Esquema 34- Reacdo de reducéo da carbonila de 2a-d

Rs (@] Rs OH
OQ& NaBH4 OVK
—_—
MeOH
RZ R1 3h : 0°C 2 R1
2a-d rac-3a-d

Desta forma, foram obtidos os alcoois racémicos 3a-d em bons rendimentos (98-
88%). Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 2.

Tabela 2-Rendimentos dos intermediarios 3a-d

Entrada Produto Rendimento (%)
1 rac-3a 90
2 rac-3b 88
3 rac-3c 98
4 rac-3d 92

4.4 Reacao de acetilacéo dos alcoois rac-3a-d

Para realizacdo da etapa enzimatica via resolugcdo cinética, primeiramente é
necessario encontrar uma lipase ideal, e a maneira mais pratica € realizar a triagem das lipases
via reacdo de hidrélise enzimaética. Para realizar as reacGes de hidrolise foi necessario
preparar, via quimica, os correspondentes ésteres.

Na reacdo de acetilacdo por via quimica foi empregada a 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalisador, e anidrido acético, em diclorometano (Esquema 35). Essa reacéao
foi realizada com os substratos 3a-d, levando aos correspondentes ésteres em bons

rendimentos (88-92%). Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 3.

Esquema 35-Reacdo de acetilacdo dos compostos rac-3a-b

R3 OH Rs3 OAc

OJ\ Ac,0,DMAP, OJ\
=
CH,Cl, ta., 4 h
R Ry R R,

2 2

rac-3a-d rac-4a-d
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Tabela 3-Rendimentos da reacdo de acetilacao de 4a-d

Entrada Produto Rendimento (%)
1 rac-4a 92
2 rac-4b 90
3 rac-4c 88
4 rac-4d 91

4.5 Triagem de lipases utilizando a reacéo de hidrolise dos ésteres rac-4a

Inicialmente, foi realizada uma triagem de lipases utilizando a técnica de
resolugdo cinética, via hidrolise, do substrato rac-4a, que foi escolhido como substrato

padrdo. As lipases avaliadas estdo listadas na Tabela 4.

Tabela 4- Triagem de lipases via reacdo de hidrdlise de rac-4

Lipase Origem
Amano lipase G Penicillium camemberti
Amano lipase AK Pseudomonas fluorescens
Amano PS Burkholderia cepacia®
TLL Thermomyces lanuginosus®
Novozym 435 Candida antarcticado tipo B (CAL-B)°
CRL Candida rugosa
Lipase Amano PS Burkholderia cepacia,
Lipozyme RM IM Rhizomucor miehei*
TLL Thermomyces lanuginosus®
TLL Thermomyces lanuginosus'

imobilizada com terra diatoméacea
imobilizada em immobead-150
imobilizada em resina acrilica
imobilizada em resina anidnica
imobilizada em nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPMN) funcionalizada por 3-
amino propiltrietoxisilano (APTES)
fimobilizada em nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPMN) funcionalizada por

polietilenimina ramificada (PEI)

a
b
c
d
e

Diante destas lipases foram realizadas as rea¢des de hidrolise do substrato rac-4a,
em tampdo fosfato (pH 7) e acetonitrila como co-solvente na proporcéo 4:1 (v/v), por 24
horas, a uma temperatura de 30°C (Esquema 36). Vale ressaltar que a lipase Thermomyces
lanuginosus® *, foi preparada pelo grupo GPBio (Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de
processos Biotecnoldgicos) do Departamento de Engenharia Quimica da UFC, utilizando o
método de co-precipitacdo e funcionalizada com 3-amino propiltrietoxisilano (APTES) e
polietilenimina ramificada (PEI), ambas por troca idnica (SPMN-ION APTES) (SPMN-ION
PEI) e por ligacdo covalente (SPMN-COV APTES) (SPMN-COV PEI). As substancias
obtidas na resolugdo cinética de rac-4a foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada
ao detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). Os resultados encontram-se apresentados na
Tabela 5.
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Esquema 36-Reacdo de hidrolise enzimatica dos ésteres do rac-4a na presenca de lipases

fe) solucéo tampéao pH 7 0 g 0 g
acetonitrila; 30°C +
24 h; 250 rpm; Lipases

rac-4a (S) -4a (R) -3a

Tabela 5-Resultados obtidos da reacdo de hidrolise do éster rac-4a

Entrada Lipase €.€.acetilade €.E.alcool C (%6)°  E°
(%)* (%)
Amano G de P. camemberti 1 29 3 2
Amano AK de P. fluorescens >99 > 99 50 >200
3 T. lanuginosus imobilizadaem > 99 > 99 50 >200
immobead-150
4 T. lanuginosus imobilizadaem 18 >09 15 237
SPMN-ION APTES
5 T. lanuginosus imobilizadaem 50 >09 34 328
SPMN-ION BPEI
6 T. lanuginosus imobilizada em 5 >09 17 13
SPMN-COV APTES
7 T. lanuginosus imobilizadaem 20 >99 17 >200
SPMN-CQOV BPEI
8 C. antarctica B imobilizada >99 98 50 >200
em resina acrilica
9 C. rugosa 23 57 28 5
10 Lipozyme RM IM de R. 95 86 52 49
miehei imobilizada em resina
anionica.
11 Amano PS de B. cepaccia 90 86 51 41
12 Amano PS de B. cepaccia >99 93 51 135
imobilizada em terra
diatomacea

?Determinado por CG-DIC, ° Converséo, ¢ = e.e.f/(e.e.s+e.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)])/In[1-
c(l-e.e.p)].

Através da analise dos resultados apresentados na Tabela 5, é possivel verificar que
as enzimas mais efetivas na hidrdlise do rac-4a foram a Amano lipase AK de P. fluorescens,
lipase de T. lanuginosus imobilizada em immobead-150 e a lipase da C. antarctica do tipo B
imobilizada em resina acrilica (Novozym 435), pois apresentaram resultados satisfatérios com
valores de conversédo de 50%, valores de excesso enantiomérico do acetilado e alcool maior que
99% e valores de enantiosseletividade maiores que 200 (Entrada 2, 3, 8). Destaca-se também
as enzimas derivadas da lipase de T. lanuginosus imobilizada com nanoparticulas de éxido de
ferro apresentando bons valores de excesso enantiomérico para o alcool > 99% (Entrada 4, 5,
6, 7).
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Os resultados também demonstraram o cumprimento da regra empirica de
Kazlauskas. A referida regra preconiza que nas reagGes de hidrélise, utilizando lipases, o &lcool
sera de configuracdo R e o acetilado remanescente serd a de configuragdo S (KAZLAUSKAS et
al., 1991). A configuracdo do composto 3a foi verificada pelo método da polarimetria, cujo
valor de rotacdo 6ptica especifica para (R)-3a foi de [o]p?° = +1,46 (c 8,0; CHCIs) e.e.> 99%,
enquanto que o valor fornecido pela literatura é de [a]p® = + 0,9 (c 5; CHCIl3) e.e.> 99%
(Carocci et al., 2000) e (S)-4a acetato de [o]p?° = -10,8 (¢ 8,0; CHCIs) e.e.> 99%, para este
composto, ndo existe dados de rotacao especifica na literatura.

A regra de Kazlauskas se baseia na anélise do sitio ativo enzimatico, bem como no
volume dos substituintes presentes na estrutura de um alcool secundério. Desta forma, para
reacGes com alcoois secundarios mediada por lipase, € possivel prever qual o enantibmero sera
favorecido cineticamente, em funcdo dos tamanhos dos grupos substituintes e da acomodacéo
destes no sitio ativo da enzima. O sitio ativo enzimatico foi denominado de ‘“bolsdo
hidrofébico”, sendo dividido em uma por¢do grande de maior prioridade, e em uma por¢éo
média de menor prioridade S (KAZLAUSKAS et al., 1991).

Associando o grupo mais volumoso do alcool ao bolsdo grande da enzima e o grupo
menos volumoso do alcool ao bolsdo médio da enzima, alcanca-se um estado de conexao
favorével. Caso contrario, a conexdo sera dita desfavoravel (Figura 7) (GOTOR-FERNADEZ;
BRIEAV; GOTOR, 2006).
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Figura 7-Modelo empirico da regra de Kazlauskas, (a) representacdo dos bolsdes

hidrofobicos (b) conexdo favoravel e desfavoravel enzima e alcool secundario.

by
Bolsdo médio Bolsdo grande
on OH
i (R
@) ()
Favorecido Desfavorecido

Fonte: Adaptado GOTOR-FERNANDEZ; BRIEAV; GOTOR, 2006.

Desta forma, os resultados das resolugdes cinéticas de alcoois secundarios, na
presenca de lipase, podem ser previstos pela regra empirica de Kazlauskas, de acordo com a

ilustracdo na Figura 8.

Figura 8-Modelo empirico de Kazlauskas para reacGes de acetilacdo de alcodis secundarios e
hidrélise dos correspondentes ésteres, na presenca de lipases
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Fonte: GOTOR-FERNANDEZ; BRIEAV; GOTOR, 2006.
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4.6 Resolucdo cinética via reacdo de acetilacdo do rac-3a utilizando lipases, em meio
organico.

Apos a triagem de lipases via reacdo de hidrdlise, foi possivel selecionar trés
enzimas promissoras, a saber: Amano lipase AK de P. fluorescens, lipase de T. lanuginosus
imobilizada em immobead-150 e a lipase de C. antarctica do tipo B, imobilizada em resina
acrilica (Novozym 435).

Em seguida, a atencdo foi voltada para a resolugdo cinética via reacdo de acetilagdo
do alcool rac-3a, em solvente organico. Este tipo de reacdo permite variar o solvente organico,
objetivando diminuir o tempo da resolucao cinética para que se atinja a conversao maxima de
50 %; (Esquema 37).

Esquema 37-Reacdo de acetilagdo enzimética utilizando rac-3a, em meio organico

OH H OAC Ho  H
O\/l\ Lipases; AcOVin O\)\ . @/\O\)\

solvente organico
temperatura(30 °C), 250 rpm

rac-3a (R) -4a (S)-3a

As reacOes foram realizadas na presenca de acetato de vinila como doador de acila,
a uma temperatura de 30 °C, variando o solvente organico. De acordo com literatura (Fonseca
et al., 2015) a mudanca do solvente orgéanico, pode influenciar no aumento da reatividade
enzimatica, bem como na sua seletividade. Além, disso o tempo reacional foi variado para
proporcionar uma resolucgdo cinética ideal (conversdo maxima de 50%). Foram avaliados como
solventes dioxano, tolueno, THF e hexano. Em seguida, detalharemos o estudo de resolucao
cinética de rac-3a, via reacdo de acetilacdo, em cada um destes solventes e na presenca das
lipases mais promissoras Amano lipase AK de P. fluorescens, lipase de T. lanuginosus
imobilizada em immobead-150 e a lipase de C. antarctica do tipo B, imobilizada em resina

acrilica (Novozym 435).

4.6.1 Resolugdo cinética enzimatica do rac-3a utilizando a Amano lipase AK de P.
fluorescens

A resolucdo cinética foi realizada usando uma proporcdo 2:1 (massa—massa) da
enzima em relacé@o ao substrato, em temperatura de 30°C, com acetato de vinila como doador

de acila e com solventes dioxano, tolueno, THF e hexano, em 250 rpm. A reagéo foi
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monitorada, retirando aliquotas de 1 em 1 hora, realizando anélise dos valores de converséo.

Os resultados estdo sumariados no Grafico 1.

Graéfico 1- Resultados da resolucéo cinética enzimatica via acetilacdo do rac-3a utilizando a
Lipase Amano Ak de P. fluorescens.

me.e.alcool
m e.e.acetilado

c%

=1

_ 1 2 3  horas
Dioxano Tolueno THF Hexano

# Determinado por CG-DIC, ® Converso, ¢ = e.e.J/(e.e.c+e.e.,), ° Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.,)]/In[1-
c(l-e.ep)l.

De acordo com os resultados do Gréfico 1, observou-se que a enzima possui uma
baixa atividade na presenca do solvente dioxano, com baixos valores de conversio durante o
periodo de 6 horas (c 8 %), ocorrendo uma ligeira diminui¢do da enantiosseletividade com o
decorrer do tempo reacional , E 203 na primeira hora reacional e E 53 em 6 horas de reacdo.

O tolueno foi menos eficiente em relagéo ao dioxano, o que pode ser comprovado
pela baixa seletividade enzimatica, com valores de enantiosseletividade variando de 116 na
primeira hora reacional e E 9 em 6 horas de reacdo. Ja a atividade enzimatica (c 17%, em 6
horas de reacdo) foi ligeiramente superior quando comparado & obtida em dioxano.

Através dos resultados do Grafico 1, quando se utilizou solvente THF é possivel
observar que na primeira hora da reacao a seletividade foi alta (E 214), porém a conversao foi
baixa (7%). Na segunda hora de reacdo ocorreu um aumento na conversao (12%), porém um
ligeiro decréscimo no valor de excesso enantiomérico do acetilado (e.e 98 %). Com decorrer
do tempo a conversdo nédo sofreu alteragOes significativas, enquanto que os valores de

enantiosseletividade (E) decairam drasticamente a partir da quarta hora de reacao (31-32).
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A resolucdo cinética enzimética realizada em hexano demonstrou no periodo de 3
horas que o valor da conversdo ultrapassou 50%, portanto ndo foi necessario realizar a reacdo
em tempos maiores Grafico 1. Com isso, € possivel concluir que a atividade enzimatica ¢ alta
em hexano, porém a seletividade é baixa com E variando de 6-2.

Apos andlise dos dados apresentados no Gréfico 1 é possivel constatar que a
resolucédo cinética do rac-3a, via reacdo de acetilacdo, na presenca da Amano lipase AK da P.
fluorescens, ndo foi eficiente em nenhum dos solventes utilizados.

A configuracdo dos centros estereogénicos em reacdes de acetilacdo via enzimatica
(lipases) dos produtos obedeceram a regra empirica de Kazlauskas (Kazlauskas; et al., 1991). A
referida regra preconiza que nas reacGes de acilacdo o alcool remanescente é de configuracdo S
e o produto acetilado € de configuracao R.

Desta forma, a atencdo voltou-se para o estudo da resolucéo cinética, via acetilacdo

do élcool rac-3a, na presenca da lipase de T. lanuginosus imobilizada em immobed 150.

4.6.2 Resolucdo cinética enzimatica de rac-3a utilizando a lipase de Thermomyces
lanuginosus imobilizada em imobead-150.

A resolugdo foi realizada em dioxano, tolueno, THF e hexano usando uma
propor¢cdo 2:1 (massa—massa) relacdo enzima:substrato. A reacdo foi monitorada na
temperatura de 30 °C, retirando aliquotas de 1 em 1 hora.

Na primeira hora de reacdo em solvente dioxano, a conversao alcangou um valor de
80% Gréfico 2. Portanto, a reacdo foi acompanhada em tempos menores, mantendo constantes
as demais condi¢des. Com 30 minutos de reacdo o que se observou foi um valor de conversao
de 45%, e uma enantiosseletividade (E) igual a 4. Nesse caso, tanto o valor de excesso
enantiomérico do alcool, quanto do acetilado ndo foram satisfatorios (39% e 48%),

respectivamente.
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Grafico 2-Resultados da resolucdo cinética enzimatica via acetilacdo do rac-3a utilizando a
Lipase T. lanuginosus imobilizada em imobead-150
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Posteriormente, a resolucdo cinética foi realizada em tolueno, na primeira hora de

reacdo o valor da conversdo alcangou 68 % Grafico 2. Com isso, realizou-se a resolucdo
cinética em um tempo de 15 minutos, mantendo as outras condi¢des inalteradas. Ainda assim, o
valor de conversdo foi de 59 % e, portanto diminui-se a quantidade de enzima para uma
proporcao enzima/substrato de (1:1). Primeiramente, foi observado o comportamento reacional
em 15 minutos, com valor de conversdao de 14 % (Tabela 6, entrada 1). A partir deste
resultado, analisou-se a reacdo em tempo de 30 minutos, obtendo um valor de converséo de 56

%. Os resultados estdo sumariados na Tabela 6, entrada 2.

Tabela 6- Resultados da resolucdo cinética via acetilacdo de rac-3a utilizando lipase de
Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150, relagdo massa-massa do
catalisador:substrato (1:1) em tolueno

Entrada Tempo €.€.41cool €.€.acetilado ¢ (%)° EC
(minutos) (%)? (%)?

1 15 minutos 13 79 14 10

2 30 minutos >99 75 56 36

3¢ 15 minutos 94 95 50 139

# Determinado por CG-DIC, ® Converséo, ¢ = e.e.d(e.este.ep), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p)l/In[1-c(1-e.e.p)], ‘Relacéo enzima;substrato (0,5:1)

Ainda com o propdsito de alcancar uma conversao de 50% em solvente tolueno,

buscou-se observar como seria 0 comportamento enzimatico, diminuindo, novamente, a
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proporcdo, (massa-massa), da relagdo enzima:substrato para (0,5:1), em temperatura de 30 °C,
em tempo reacional de 15 minutos.

Neste caso, a conversdo alcancou um valor de 50%, com valor de excesso
enantiomeérico do alcool de 94% e do correspondente acetilado de 95% e com uma
enantiosseletividade (E) de 139.

Na resolucdo cinética em solvente THF foi possivel verificar que em 3 horas de
reacdo, o valor de conversdo ja se encontrava em 51 %, com altos valores de excesso
enantiomeérico do alcool remanescente (95%) do produto acetilado (92%) Gréfico 2, e
enantiosseletividade 89.

Finalmente, a resolucéo cinética foi realizada em hexano, os resultados mostraram
que com tempo reacional de 1 hora a reacdo se processou de forma muito rapida, com
conversédo de 91% Grafico 2.

Diante deste resultado em solvente hexano, realizou se a resolucdo cinética em 30
minutos, mantendo as outras condigdes inalteradas. Os resultados demonstraram que mesmo
com 30 minutos de reacdo, a conversao ultrapassou 50 % (Tabela 7, entrada 2), e com o
tempo menor de 10 minutos a conversdo ultrapassava, com valor de 84% ( Tabela 7, entrada
1)

Tabela 7-Resultados da resolugdo cinética via acetilacdo do rac-3a utilizando lipase de
Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150, em hexano

Entrada Tempo e.€.lcool €.€.acetilado ¢ (%)° E°
(minutos) (%)? (%)?

1 10 76 14 84 2,5

2 30 99 15 86 50

# Determinado por CG-DIC, ® Converséo, ¢ = e.e.d(e.este.ep), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p))/In[1-c(1-e.e.5)].

Portanto, diminui-se a relagcdo enzima:substrato para 1:1, mantendo inalteradas as
outras condic¢des. Observou-se que com 20 minutos de reagdo o valor de conversao chegou a
56 %, com baixos valores de excesso enantiomérico do alcool (57%) e do correspondente
acetilado (45%), com enantiosseletividade (E) de 4,5. Tais resultados demonstram que a
lipase de T. lanuginosus néo apresentou seletividade em hexano (Tabela 8).
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Tabela 8-Resultados da resolucdo cinetica via acetilagio do rac-3a, com relagédo
enzima:substrato (1:1), utilizando lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em
immobead-150, em hexano

Tempo €.€.lcool e.Lacetiado € (%0)° E°
(minutos) (%)? (%)?
10 43 65 39 7
20 57 45 56 4,5

2 Determinado por CG-DIC, ° Conversdo, ¢ = e.e.d(e.este.ep), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p)l/In[1-c(1-e.e.p)].

As configuragdes dos centros estereogénicos obedeceram a regra empirica de
Kazlauskas (KAZLAUSKAS; et al., 1991), com o alcool remanescente de configuracdo S e o
produto acetilado de configuracdo R. A configuracdo do composto (S)-3a foi verificada pelo
método da polarimetria, cujo valor de rotacdo dptica especifica foi de [a]p?° = -1,3 (¢ 5; CHCl5)
e.e.> 94%, enquanto que o valor fornecido pela literatura é de [o]p® = - 1,1 (c 5; CHCIs) e.e.
98% (Sasikumar et al., 2009) e (R)-4a acetato de [a]p™® = +2,0 (¢ 5; CHCIl3) e.e.> 95% (ndo

existe relatos na literatura).

4.6.3 Resolucéo cinética enzimatica do rac-3a utilizando a Lipase de Candida antarctica do
tipo B (CAL-B).

A resolucdo cinética enzimatica com a Lipase Candida antarctica do tipo B (CAL-
B) foi realizada nos solvente dioxano, tolueno, THF e hexano, usando uma proporgdo 2:1
(massa—massa) da enzima em relacdo ao substrato. A reacdo foi realizada a 30 °C, sendo
analisada de 1 em 1 hora.

Diante dos resultados obtidos, é possivel verificar que com o aumento do tempo
reacional em solvente dioxano, a conversdao tem um progressivo aumento, porém com o0
decréscimo da seletividade (E 41-12). A excecdo ficou por conta do resultado obtido na terceira

hora de reacdo em que 0 excesso enantiomérico do produto acetilado foi > 99% (Gréfico 3).
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Grafico 3-Resultados da resolucdo cinética enzimatica via acetilacdo do rac-3a utilizando a
Lipase Candida antarctica do tipo B (CAL-B)
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#Determinado por CG-DIC, ° Conversdo, ¢ = e.e.f/(e.e.ste.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-
c(l-e.e.p)].

Em solvente tolueno durante duas horas de reacdo a conversdo alcancou valor
proximo de 50 %, motivo pelo qual a reacdo ndo foi processada por mais tempo. Os valores de
enantiosseletividade (E 7-9), bem como os valores de excessos enantiomérico do alcool
remanescente e do produto acetilado foram baixos (61-54) respectivamente (Grafico 3).

Ja para o solvente THF, observa-se que a conversdo aumentou progressivamente
com o tempo de reacdo, porém com moderados ou baixos valores de excesso enantiomérico de
acetilado e alcool (Grafico 3). Cabe ressaltar que a seletividade enzimatica diminuiu com
decorrer do tempo (E 26-7).

Os resultados demonstraram que com 1 hora a conversdo alcancou 68 % (Grafico
3) e com isso, realizou-se a andlise da reacdo em tempos reacionais menores (10 minutos, 20

minutos e 30 minutos). Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 9.

Tabela 9-Resultados da resolucdo cinética via acetilacdo de rac-3a utilizando a lipase de
Candida antarctica do tipo B (CAL-B), em hexano

Tempo €.€.4lcool €.€.acetilado c (%)b E°
(minutos) (%)? (%)*
10 45 30 60 3
20 58 30 66 4
30 712 35 67 4

# Determinado por CG-DIC, ® Converséo, ¢ = e.e.d(e.este.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p))/In[1-c(1-e.e.p)].
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A Tabela 9 revela que com a diminuicéo do tempo reacional o valor de conversao
ainda ultrapassa 50%, portanto, resolveu-se mudar a relacdo enzima:substrato para 1:1,
mantendo inalteradas as demais condi¢des. Os resultados encontram-se sumariados na Tabela
10.

Tabela 10-Resultados da resolucdo cinética via acetilacdo de rac-3a, usando a relacéo
enzima:substrato (1:1) e utilizando a lipase de Candida antarctica do tipo B (CAL-B), em
hexano.

Entrada Tempo €.€.41cool €.€.acetilado ¢ (%)° E
(minutos) (%)? (%)?
1 10 23 82 22 13
2 30 40 56 47 6
3 40 62 38 51 3

Determinado por CG-DIC, ° Conversdo, ¢ = e.e.d(e.este.ep), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p)l/In[1-c(1-e.e.p)].

Os resultados da Tabela 10 revelam que quando se modificou a relagcdo
enzima:substrato, a velocidade da reagdo foi mais lenta, com a conversao atingindo 51% em
40 minutos (Tabela 10 entrada 3). Porém, deve ser destacado que a seletividade da reacdo
foi baixa (E 3-13).

Dentre os pardmetros para andlise da eficiéncia do solvente em uma RC mediada
por lipase, destaca-se o log P (constante de particdo 1-octanol-4gua) que é uma medida
quantitativa da medida da polaridade de um solvente. Em geral, a atividade enzimatica em
reacOes catalisadas por lipase aumenta com o aumento dos valores de log P dos solventes.
Solventes polares tendem a retirar parte da agua que constitui a camada de hidratacdo essencial
da superficie da lipase, causando a inativacdo da enzima. Por outro lado, solventes apolares
preservam a fase micro aquosa ao redor da lipase, retendo a atividade enzimaética (Gogois, et
al.,2008).

Diante do exposto e com os valores de log P dos solventes utilizados, hexano (log P
3,7); tolueno (log P 2,7); THF (log P 0,4) e dioxano (log P -0,27) (Riva; Carrea, 2008), pode se
concluir que os resultados de RCE, na presenca de lipases, realizadas em hexano, tolueno e
THF, seguiram o esperado. Desta forma, a lipase de Thermomyces lanuginosus apresentou
maior atividade em hexano, levando a altos valores de conversdo em baixos tempos reacionais,
porém com baixa seletividade. A atividade enzimatica foi menor em tolueno e em THF,
permitindo uma maior seletividade.

O log P é apenas um dos parametros importantes para analisar a influéncia do
solvente na atividade e seletividade enziméatica. As alteracbes na especificidade, como

quimiosseletividade e enantiosseletividade das enzimas estdo relacionadas a uma série de
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fatores, interdependentes ou ndo, como por exemplo, com o arranjo do substrato e com 0s

diferentes niveis de interagdo entre 0 microambiente e a enzima (Costa; Amorim, 1999).

4.6.4 Estudo do reuso utilizando lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em
imobead-150, em tolueno

O resultado mais promissor obtido na resolucdo cinética de rac-3a, via acetilacao,
foi na presenca de T. lanuginosus imobilizada em imobead-150, em tolueno, utilizando uma
proporcdo, (massa-massa), enzima:substrato de 0,5:1, temperatura de 30 °C, em tempo
reacional de 15 minutos. Neste caso, a conversdo alcangou um valor de 50%, com valor de
excesso enantiomérico do alcool de 94% e do correspondente acetilado de 95% e com uma
enantiosseletividade (E) de 139 (Tabela 11, entrada 3).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas apresenta como principal vantagem a
possibilidade de reutilizacdo. Portanto, foram avaliados os ciclos de reutilizagcdo da enzima
Thermomyces lanuginosus imobilizada em imobead-150, em tolueno, relagéo enzima:substrato
(0,5:1), a 30°C.

Os estudos de reutilizacdo da referida enzima foram realizados para investigar a
estabilidade da enzima ap0s sucessivos ciclos de uso. A Tabela 11 apresenta os resultados de
conversdo, valores de excesso enantiomérico do alcool remanescente e do produto acetilado e

enantiosseletividade (E), em quatro ciclos reacionais.

Tabela 11-Resultados do reuso da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead 150.

Entrada Ciclo €.€.41c00l €.€.acetilado ¢ (%)° =
(%)* (%)*
1 1 94 95 50 139
2 2 40 84 32 17
3 3 30 90 25 25
4 4 16 91 15 25

¢ Determinado por CG-DIC.
® Converséo, ¢ = e.e.d(e.este.e.p).
© Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.,)//In[1-c(1-e.e.p)].

Com os resultados apresentados, é possivel verificar que a lipase T. lanuginosus
imobilizada em imobead-150 ndo manteve sua atividade e enantiosseletividade no segundo
ciclo, com gradual diminuicdo da conversdo até o quarto ciclo reacional (Tabela 11, entrada
4). Foi observado que no segundo ciclo, as esferas contendo a enzima imobilizada iniciam um
processo de “esfarelamento”. A diminuigdo da atividade a partir do segundo ciclo pode ser

explicada por um possivel processo de lixiviagdo da enzima. A diminuigdo da atividade foi
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acompanhada por uma diminuicdo da seletividade, com valores mais baixos da

enantiosseletividade (E).

4.6.5 ReacOes de hidrolise via resolucdo cinética enzimatica utilizando outros solventes
organicos

Os resultados de resolucado cinética do alcool rac-3a, via reacdo de acetilagédo, ndo
foram tdo promissores quando comparados com a resolucdo cinética do correspondente
acetato rac-4a, via hidrdlise, em que foram obtidos o remanescente (S)-acetato 4a e o produto
(R)-alcool 3a com valores de e.e. > 99%, conversdo de 50% e E > 200, na presenca das
lipases Amano AK de P. fluorescens e da lipase de T. lanuginosus imobilizada em immobead
-150, Tabela 5 (p. 58), bem como na presenca de C. antarctica B imobilizada em resina
acrilica (Novozym 435) em que o (S)-acetato foi obtido com valor de e.e. > 99% e o (R)-
alcool com e.e. de 98%, conversdo de 50% e E > 200, Tabela 5 (p. 58). Tais resultados foram
obtidos em meio de tampdo fosfato (pH 7) na presenca de acetonitrila como co-solvente na
proporcéao de 4:1 (v/v). Portanto, decidimos voltar nossa atencdo a um estudo mais detalhado
do processo hidrolitico, variando o co-solvente, temperatura e tempo reacional, na presenca
das lipases que se destacaram como a Thermomyces lanuginosus imobilizada em imobead-
150, Candida antarctica do tipo B (Novozym 435) e Amano lipase AK de P. fluorescens.

O estudo foi expandido para lipases Termomyces lanuginosus imobilizadas em
nanoparticulas de ferro preparadas no Departamento de Engenharia Quimica da UFC
(GPBiIo).

4.6.5.1 Resolucdo cinetica enzimatica de rac-4a, via hidrolise, utilizando lipase de
Termomyces lanuginosus imobilizada em imobed 150.

4.6.5.1. 1 Acetonitrila como co-solvente, variando a temperatura
Inicialmente, a resolucdo cinética de rac-4a foi realizada na presenca do co-

solvente acetonitrila, tampao fosfato pH 7, por 24 horas, a uma temperatura de 30 °C usando
uma proporcdo 2:1 (massa—massa) enzima:substrato, levando a resultados satisfatérios com
excessos enantioméricos de substrato e produto maior que 99% e uma conversao de 50 %
como apresentado na Tabela 5 (p. 58).

Portanto, decidimos verificar como seria a variagdo do tempo da resolucdo
cinética enzimatica de rac-4a com o aumento da temperatura para 35 °C, 40 °C e 45 °C,
mantendo a mesma relacdo enzima:substrato (2:1) e demais condi¢Ges. Os dados encontram

se sumariados na Tabela 12.
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Tabela 12- Resultados da resolucdo cinética via hidrolise de rac-4a, usando a relagédo
enzima:substrato (2:1) e utilizando a lipase de Termomyces lanuginosus imobilizada em
imobed 150 , em co-solvente acetonitrila, variando a temperatura.

Entrada Temperatura Tempo €.€.4lcool €..acetilado ¢ (%)° EC
(horas) (%)* (%)*

1 35°C 20 >99 >99 50 1057

2 40 °C 16 >99 >99 50 1057

3 45 °C 6 >99 69 41 413

4 45 °C 12 >99 >99 50 1057

? Determinado por CG-DIC, ® Conversdo, ¢ = e.e.d/(e.e.ste.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)])/In[1-
c(l-e.e.p)].

Os resultados demonstraram que com o aumento da temperatura (35 °C e 40 °C)
Tabela 12, entradas 1 e 2, a atividade e seletividade da enzima se mantiveram em tempos
reacionais menores. A temperatura de 45 °C a andlise ocorreu em tempos de 6 horas e 12
horas, e observou-se que em 6 horas de reacdo a conversdo atingiu um valor de 41%, com
excesso enantiomérico do substrato (acetilado) de 69 % e do produto (R)-alcool > 99%. Em
12 horas de reacdo se obtém 50 % de conversdo e uma excelente enantiosseletividade (E >
200) e excessos enantioméricos >99 para o substrato e para o produto. Portanto, 0 aumento da
temperatura de 30 °C para 45 °C promoveu uma diminui¢do no tempo de resolucdo cinética
de rac-4a de 24 h para 12 h. Ainda assim, decidimos estudar o efeito do co-solvente na

resolucdo de rac-4a a uma temperatura de 30 °C.

4.6.5.1.2 Estudo do efeito de co-solventes na resolucdo cinética de rac-4a empregando lipase
de Termomyces lanuginosus imobilizada em imobed 150.

Subsequentemente, além de acetonitrila, a resolucdo foi realizada em outros co-
solventes como alcool isopropilico, TBME, THF e éter etilico, mantendo as demais
condigdes, utilizadas incialmente, (tampéo fosfato pH 7, enzima:substrato (2:1), 24 horas, 30
°C) Tabela 13. Cabe ressaltar que a resolugdo cinética de rac-4a foi realizada, também, na
auséncia de co-solventes.

Tabela 13-Resultados da resolugdo cinética via hidrélise de rac-4a, usando a relagéo

enzima:substrato (2:1) e utilizando a lipase de Termomyces lanuginosus imobilizada em
imobed 150, na presenca e auséncia de co-solventes.

Entrada  Co-solvente  €.€.1co0l €.€. acetilado c (%)b E°
(%) (%)

1 IPA >09 >99 50 1057

2 TBME >99 95 49 147

3 THF >99 87 47 570

4 Eter etilico >99 >99 50 1057

5 - >99 >99 50 1057
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# Determinado por CG-DIC, ® Conversio, ¢ = e.e.d/(e.este.ep), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p))/In[1-c(1-e.e.p)].

Os resultados obtidos foram satisfatorios para IPA e éter etilico como co-solventes e
ligeiramente inferiores com THF e TBME, em que os valores de conversdo foram abaixo de
50%, e 0 excesso enantiomérico do acetilado foi de 87% e 95%, respectivamente (Tabela 13,
entrada 2 e 3). Contudo, o resultado que se destaca € o fato da resolucdo cinética de rac-4a

ser efetiva na auséncia de co-solventes, Tabela 13, entrada 5.

4.6.5.2 Resolucdo cinética enzimatica de rac-4a, via hidrdlise, utilizando lipase de Candida
antarctica do tipo B -CAL-B (Novozym 435).

4.6.5.2.1 Acetonitrila como co-solvente, variando a temperatura

Como descrito na Tabela 5 (p. 58), na triagem enzimatica a lipase Candida
antarctica do tipo B (CAL-B), também, apresentou resultados promissores com excessos
enantiomérico do (S)-acetilado maior que 99% e do (R)-alcool de 98%, com conversdo de
50%, utilizando acetonitrila como co-solvente. Neste caso, mantivemos as condic@es iniciais
(tampdo fosfato pH 7, 24 horas, relacdo enzima:substrato2:1) e realizamos a resolucédo

cinética de rac-4a em temperaturas maiores que 30 °C (35 °C, 40 °C e 45 °C) Tabela 14.

Tabela 14-Resultados da resolucdo cinética de rac-4a, via hidrdlise, usando a relacdo
enzima:substrato (2:1) e utilizando a lipase de Candida antarctica (CAL-B) , em co-solvente
acetonitrila, variando a temperatura.

Entrada Temperatura e.e.sicool €.€.acetilado c (%)° EC
(%0)* (%)°

1 35°C >99 72 42 431

2 40 °C >99 57 37 354

3 45 °C >99 65 40 391

% Determinado por CG-DIC,  Conversio, ¢ = e.e.gf(e.este.ep), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p))/In[1-c(1-e.e.5)].

Os resultados demostraram que 0 aumento da temperatura diminuiu os valores de
conversdo para valores menores que 50 %, porém destaca-se que a razao enantiomérica se

manteve maior que 200 em todas as temperaturas (Tabela 14, entrada 3).
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4.6.5.2.2 Estudo do efeito de co-solventes na resolucdo cinética de rac-4a empregando lipase
de Candida antarctica do tipo B -CAL-B (Novozym 435).

A resolucdo cinética enzimatica de rac-4a foi avaliada utilizando a lipase Candida
antarctica CAL-B sem a presenca de co-solventes e na presenca de outros co-solventes, além
da acetonitrila, mantendo as condicGes iniciais (30°C, 24 horas, tampdo fosfato pH 7,
enzima:substrato 2:1) Tabela 15.

Na presenga do co-solvente alcool isopropilico, os resultados foram idénticos aos
obtidos na presenca de acetonitrila, com uma conversdo de 50 % e excessos enantiomérico >
99% (Tabela 15, entrada 1). Os demais co-solventes (TBME, éter etilico e THF) levaram a
uma conversao abaixo de 50%, porém, o excesso enantiomérico do produto se manteve maior
que 99% e a enantiosseletividade foi maior que 200 (Tabela 15, entradas 2, 3 e 4). Cabe
ressaltar que na auséncia de co-solvente, a reacdo foi mais lenta com uma conversédo de 36%,

porém com alta enantiosseletividade (E >200), Tabela 15, entrada 5.

Tabela 15-Resultados da resolucdo cinética de rac-4a, via hidrdlise, usando a relacdo
enzima:substrato (2:1) e utilizando a lipase de Candida antarctica (CAL-B) , na auséncia e
presenca de co-solventes.

Entrada Co-solvente  e.€.1co0l €.€.acetilado c (%)b E°
(%)° (%)°

1 IPA >09 >99 50 1057

2 TBME >99 92 48 659

3 Eter etilico >99 71 42 424

4 THF >99 88 47 584

5 Sem >909 55 36 347

2 Determinado por CG-DIC, ® Conversdo, ¢ = e.ed(e.este.ep), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p)l/In[1-c(1-e.e.))].

4.6.5.3 Resolugdo cinética enzimatica de rac-4a, via hidrolise, utilizando Amano lipase AK
da P. fluorescens

4.6.5.3.1 Acetonitrila como co-solvente, variando a temperatura

A lipase Amano Ak de P. fluorescens, também, foi ativa e seletiva na resolucéo
cinética de rac-4a na presenca da acetonitrila como co-solvente. Inicialmente, a reacdo foi
realizada a 30 °C (Tabela 5, p. 58). As reacdes de hidrolise foram realizadas a temperaturas
mais altas (35 °C, 40 °C e 45 °C) para verificar se ocorria uma diminuigdo no tempo reacional
(Tabela 16).
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Tabela 16- Resultados da resolucdo cinética de rac-4a, via hidrélise, usando a relagédo
enzima:substrato (2:1) e utilizando Amano lipase AK de P. fluorescens em co-solvente
acetonitrila, variando a temperatura.

Entrada Temperatura Tempo €.€.4lcool €.€.acetilado ¢ (%)° EC
(horas) (%)* (%)?

1 35°C 20 h >99 >99 50 1057

2 40 °C 16 h >99 >99 50 1057

3 6h >99 >99 50 1057

45 °C 12 h >99 >99 50 1057

? Determinado por CG-DIC, ® Conversdo, ¢ = e.e.d/(e.e.ste.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p))/In[1-
c(l-e.ep)].

O aumento de temperatura levou a um decréscimo no tempo reacional. Quando a
reacdo foi realizada a 45 °C foi necessario apenas 6 h de reacdo para se alcancar uma

conversdo de 50% e valores de excesso enantiomérico de substrato e produto > 99%.

4.6.5.3.2 Estudo do efeito de co-solventes na resolucéo cinética de rac-4a empregando Amano
lipase AK de P. fluorescens

Em seguida, utilizando a Amano lipase AK da P. fluorescens, foi realizado um
estudo da influéncia de alguns co-solventes para comparar com 0 co-solvente acetonitrila
utilizado na triagem de lipases (Tabela 5, p. 58). Foram avaliados como co-solventes o alcool
isopropilico, THF, TBME e éter etilico. Em paralelo, foi realizado o experimento sem co-
solvente, mantendo as mesmas condi¢des iniciais (30 °C, tampédo fosfato pH 7,

enzima:substrato 2:1) Tabela 17.

Tabela 17- Resultados da resolucdo cinética de rac-4a, via hidrélise, usando a relacdo
enzima:substrato (2:1) e utilizando a Amano lipase AK de P. fluorescens , na auséncia e
presenca de co-solventes.

Entrada  Co-solvente  e.e.aico0l €.€. acetilado c (%)° E°
(%0)* (%0)*

1 IPA 98 >09 50 525

2 TBME >09 35 26,1 280

3 THF >09 84 46 531

4 Eter etilico >99 5 5 208

5 - >09 96 49 789

% Determinado por CG-DIC, ® Conversdo, ¢ = e.e.df(e.este.e), © Razdo enantiomérica, E = In[1-
c(1+e.e.p)))/In[1-c(1-e.e.p)].

Através da analise dos resultados sumariados na Tabela 25, entrada 2, 3, 4,
pode- se concluir que os co-solventes TBME, THF, éter etilico ndo mantiveram a atividade da
enzima, levando a valores de conversdo abaixo de 50%.

Os resultados também demonstraram que a reagdo ocorre de forma satisfatoria na

presenca de IPA como co-solvente (Tabela 17, entrada 1). Cabe ressaltar que na auséncia de
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co-solventes, a resolucdo cinética de rac-4a ocorre satisfatoriamente, com conversdo de 49%,
e valores de excesso enantiomérico > 99% e 96% de &lcool e acetilado, respectivamente
(Tabela 17, entrada 5).

4.6.5.4. Resolucdo cinética enzimatica de rac-4a, via hidrolise, utilizando lipase de
Termomyces lanuginosus imobilizada em nanoparticulas de ferro.

Inicialmente, as reacGes de resolucdo cinética de rac-4a, mediada por varios
preparados de lipase de T. lanuginosus, imobilizadas em nanoparticulas de ferro, foram
realizadas utilizando acetonitrila como co-solvente, a 30 °C. Foram obtidos valores de
conversdo abaixo de 50 %, porém o alcool foi obtido com e.e. > 99% (Tabela 5, p. 58).

Como em 24 h de reacdo os valores de conversdo nao atingiram 50%, decidimos
realizar as reacfes em temperatura de 40 °C por 24 h. Os resultados demonstraram que com 0
aumento da temperatura todas as enzimas tiveram perda da sua atividade (ndo houve
formacdo de produto), ressalta-se que apesar dos resultados ndo serem propicios, é possivel
concluir que o suporte utilizado na imobilizacdo é eficaz, uma vez que o mesmo funcionou
em uma temperatura inferior.

Como a lipase Termomyces lanuginosus imobilizada em nanoparticulas de ferro,
foi produzida em laboratério, a triagem de co-solvente foi realizada posteriormente, utilizando
alcool isopropilico, THF, éter etilico e sem a presenca do co-solvente, mantendo a mesma
temperatura 30 °C e tempo racional 24 horas e em tampdo fosfato pH 7, para avaliacdo da
atividade da enzima e comparagdo com a enzima imobilizada comercialmente. Os resultados

estdo sumariados na Tabela 18.

Tabela 18- Resultados da resolucdo cinética de rac-4a, via hidrolise, usando a relacdo
enzima:substrato (2:1), 24 horas de reacdo em 30 °C e utilizando lipase Termomyces
lanuginosus imobilizada em nanoparticulas de ferro, na auséncia e presenca de co-solventes.

Entrada Lipase Co-solvente e.L.alcool  €.L.acetilado C (%0)° E°
Termomyces (%)? (%)?
lanuginosus
1 THF - - - -
2 imobilizada em IPA - - - -
3 SPA':"P'#'E'gN Eter etilico >99 18 16 238
4 - >99 3 3 205
5 THF >99 >99 50 1057
6 imobilizada em IPA >99 12 11 223
7 SPMN-ION BPEI  Eter etilico >99 >99 50 1057
8 - >99 6 6 211
9 THF - - - -
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10 imobilizada em IPA 68 14 17 6
11 SPMN-COV BPEI  Eter etilico >09 50 34 327
12 - - - - -
13 imobilizada em THF - - - -
14 SPMN-COV IPA - - - -
15 APTES Eter etilico >09 11 10 221
16 - - - - -

2 Determinado por CG-DIC, ® Converséo, ¢ = e.e.f/(e.e.ste.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.;)]/In[1-
c(l-e.e.p)l.

Para as lipases de T. lanuginosus imobilizadas em nanoparticulas foi possivel
verificar a necessidade do uso de um co-solvente, pois sem a presenca de um co-solvente ou a
reacao de hidrolise ndo ocorre ou a conversdo € muita baixa (Tabela 18, entradas 4, 8, 12 e
16). A T. lanuginosus imobilizada em nanoparticulas de ferro (SPMN-ION APTES) néo
apresentou atividade na presenca dos co-solventes THF e IPA (Tabela 18, entradas 1 e 2) e
na presenca de éter etilico (Tabela 18, entrada 3) teve um comportamento semelhante
guando a resolucdo cinética foi realizada na presenca de acetonitrila (Tabela 5, p.57), com
conversdo de 16% e excesso enantiomérico do (R)-alcool > 99%. Para a T. lanuginosus
imobilizada em nanoparticulas de ferro (SPMN-ION BPEI), dois co-solventes se mostraram
eficientes, o THF (Tabela 18, entrada 5) e o éter etilico (Tabela 18, entrada 7), com
conversdo de 50% e valores de excesso enantiomérico > 99%, tanto para o (S)-acetato
remanescente quanto para o produto (R)-alcool, sendo superior aos resultados obtidos na
presenca de acetonitrila, com conversdo de 34%, excesso enantiomérico do (R)-alcool > 99%
e do (S)-acetato remanescente de 50% (Tabela 5, p. 58). Para a T. lanuginosus imobilizada
em nanoparticulas de ferro (SPMN-COV BPEI), o co-solvente mais eficiente foi o éter etilico
(Tabela 18, entradall), com uma conversdo de 34% e excesso enantiomérico do produto
(R)-alcool > 99%, superior ao valor de conversdo obtido em acetonitrila (Tabela 5, p. 58),
que foi de apenas 17%, com manutencdo da alta enantiosseletividade do produto (R)-alcool
(e.e. > 99%.). Para a T. lanuginosus imobilizada em nanoparticulas de ferro (SPMN-COV
APTES), o melhor co-solvente foi a acetonitrila (Tabela 5, p. 58), com conversdo de 17% e
excesso enantiomérico do (R)-alcool > 99%, enquanto que na presenca de THF e IPA (Tabela
18, entradas 13 e 14) a reacdo de hidrdlise ndo ocorreu e na presenca de éter etilico a
conversao foi de apenas 11% com a manutencédo da alta enantiosseletividade do produto (R)-
alcool (e.e. > 99%).

Apdbs um estudo mais detalhado da resolugéo cinética de rac-4a, via hidrdlise, foi
possivel estabelecer as melhores condigdes reacionais para a obtencdo do (S)-acetato 4a e do

(R)-alcool 3a. Tais condigdes reacionais foram utilizadas na resolucdo cinética dos acetatos
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rac-4b, rac-4c e rac-4d para obtencdo dos intermedidrios quirais que levam aos anélogos da
(R)-Mexiletina.

4.6.5.5 Resolucgdo cinética de rac-4b, rac-4c e rac-4d, via hidrolise, mediada por lipases para
obtencdo dos intermediarios quirais que levam aos analogos da (R)-Mexiletina

Os estudos preliminares foram determinantes na escolha das lipases a serem
utilizadas nas reacdes com os intermediarios que levam aos analogos da (R)-mexiletina (rac-
4b, 4c e 4d) (Figura 9). Para uniformizar as condicGes reacionais, decidimos utilizar
parametros comuns as lipases que mediaram a resolucdo de rac-4a, levando a resultados
ideais de uma resolucdo cinética que correspondem a uma conversdo de 50%, excesso
enantiomérico de substrato e produto > 99% e uma enantiosseletividade (E) > 200. Portanto,
selecionamos a acetonitrila como co-solvente e comparamos com as reacOes realizadas na
auséncia de um co-solvente. A temperatura utilizada foi de 30 °C e o tempo reacional de 24
horas. Em tais condicOes, as lipases que se destacaram foram a Termomyces lanuginosus
imobilizada em immobed 150 e a Amano lipase AK de P. fluorescens. Os resultados obtidos

estdo sumariados nas Tabelas 19 e 20, respectivamente.

Figura 9- Analogos intermediarios da (R)-Mexiletina

o)

NS Y o~

o0 ot oY

rac- 4b rac- 4c rac- 4d

Tabela 19- Resultados das resolucgdes cinéticas enzimaticas de rac-4b, 4c e 4d, via hidrolise,
mediada por lipase de Termomyces lanuginosus imobilizada em immobed 150.

Entrada Acetonitrila Entrada Sem-cosolvente
€.€.4lcool €.€.acetilado C (%)b EC €.€.4Ico0l  €.€.acetilado C (%)b Ec
(%)° (%)° (%)° (%)°
rac-4b 99 89 47 600 1b 38 98 72 9
rac-4c 98 92 48 327 2b 94 94 50 115
rac-4d 99 43 30 304 3b 45 2 4.2 3

2 Determinado por CG-DIC, ® Conversdo, ¢ = e.e.f/(e.e.ste.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-
c(l-e.ep)].
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Tabela 20- Resultados das resolucgdes cinéticas enzimaticas de rac-4b, 4c e 4d, via hidrolise,

mediada por Amano lipase AK de P. fluorescens.

Entrada Acetonitrila Entrada Sem-cosolvente
€.€.41cool  €.€.acetilado C (%)b EC €.€.41co0l €.€.acetilado  C (%)b EC
(%)’ (%) (%)° (%)
la rac-4b 98 98 50 474 1b 90 99 52 99
2a rac-4c 92 87 49 68 2b 75 99 57 36
3a rac-4d 99 43 30 304 3b 69 12 15
?Determinado por CG-DIC, ® Conversdo, ¢ = e.e.d/(e.este.e.p), © Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p))/In[1-
c(l-e.ep)l.

Os enantidmeros com a configuracdo desejada para serem utilizados como
intermediarios na obtencdo dos analogos da (R)-Mexiletina sdo os (S)-acetatos remanescentes.
Portanto, as melhores condicGes serdo aquelas que levarem aos (S)-acetatos com 0s maiores
valores de excesso enantiomérico e conversdo (maximo de 50%). Para resolucdo cinética de
rac-4b, a Amano lipase AK de P. fluorescens foi mais eficiente tanto na presenca de
acetonitrila como co-solvente, quanto na auséncia de co-solvente (Tabela 20, entradas la e
1b). Para o substrato rac-4c, as melhores condicGes para se obter (S)-4c com alto valor de
excesso enantiomérico e conversdo inclui a utilizacdo da lipase de T. lanuginosus imobilizada
em immobed 150 na auséncia de co-solventes (Tabela 19, entrada 2b).

Com o substrato rac-4d os resultados ndo foram promissores nem com a lipase de
T. lanuginosus imobilizada em immobed 150 e nem com a Amano lipase AK de P.
fluorescens, apresentando baixos valores de conversdo e de enantiosseletividade (Tabela 19 e
20, entradas 3a, 3b).

Diante de tais resultados, decidimos aumentar o tempo reacional para 48 horas,
para verificar se a conversdo se aproximava de 50%. Neste caso, as rea¢des foram analisadas

somente na presenca de acetonitrila como co-solvente Tabela 21.

Tabela 21- Resultados da resolugdo cinética enzimatica de rac-4d, via hidrolise, utilizando
acetonitrila como co-solvente, em 48 horas.
Lipase Termomyces lanuginosus
imobilizada em immobed 150.

Amano lipase AK de P. fluorescens

€.€.a1cool  €.€.acetilado C (%)b EC €.€.a1cool  €.€.acetilado  C (%)b Ec
(%0)° (%0)* (%0)° (%0)°
rac-4d 84 99 54 59 95 99 51 204
® Determinado por CG-DIC, ® Conversio, ¢ = e.e./(e.e.s+e.e.,), ° Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.,)[/In[1-

c(l-e.ep)].
O aumento no tempo reacional mostrou-se bastante eficiente quando comparado com

o0s resultados anteriores (24 h), pois aumentou os valores de conversdo. Porém, deve ser
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destacado que a Amano lipase AK de P. fluorescens apresentou um excesso enantiomérico do
(S)-acetato > 99% e uma enantiosseletividade > 200 (Tabela 21).

4.7 Determinacéao das configuragdes absolutas de 3b, 3c, 3d.

Apos a realizacdo da etapa enzimatica para obtencdo dos intermediérios quirais
(S)-acetatos 4b-d que levam aos andlogos da (R)- Mexiletina, foram realizadas as
determinaces das configuracdes absolutas dos alcoois 3b, 3c, 3d, pois a literatura nao dispde
dos dados de rotacdo Optica especifica dos referidos alcoois e nem dos correspondentes (S)-
acetatos 4b-d. Portanto, utilizamos o método de Mosher para comprovar se as resolucdes
cinéticas dos acetatos racémicos 4b-d seguiram a regra empirica de Kazlauskas.

A determinacéo da configuracdo absoluta tem ganhado relevancia devido a grande
quantidade de produtos naturais opticamente ativos que vem sendo descobertos (LING Y1 &
PENG 2013). Os métodos utilizados para a determinacdo da configuracdo absoluta incluem a
RMN, a Cristalografia de Raios-X o Dicroismo Circular (eletrbnico e vibracional), a
Dispersdo Optica Rotatoria, a Rotacdo Optica Especifica e a Atividade Optica Vibracional
Raman.

O método de RMN ou técnica de Mosher, desenvolvido por Mislow, Dale,
Mosher e Trost, é atraente devido a disponiblidade geral de espectrometros de RMN, pequena
guantidade de amostra necessaria e o fato das amostras serem recuperaveis. Porém, este
método requer fungbes organicas especificas como é&cido carboxilico, amina e alcool,
necessarios para reagir com o reagente de Mosher (Seco et al. 1995).

Para a determinacdo da configuracdo absoluta dos intermediarios 3b, 3c e 3d,
empregou-se a técnica de Mosher baseada na dupla derivatizacdo, utilizando como reagente
de derivatiz¢do quiral (RDQ), o (R)-MTPA-CI e o (S)-MTPA-CI, cloreto de a-metoxi-a-
trifluorometil-2-fenilpropanoila (Figura 10). A técnica consiste na esterificagdo de um alcool
de configuracdo desconhecida com os dois enantibmeros (R) e (S) do reagente de

derivatizagdo quiral (Seco, Quifiod, Riguera, 2000).
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Figura 10-Reagente de derivatizacdo quiral utilizado para determinacdo da configuracdo
absoluta de 3b, 3c, 3d

(S)-MTPA-CI (R)-MTPA-CI

Este método est4 baseado na comparacio dos espectros de RMN de *H entre os
dois derivados do substrato, que sdo obtidos pela reacdo com os dois enantidmeros de um
reagente de derivacdo quiral (RDQ). Assim, os dois derivados que possuem uma relacéo
diastereoisomérica, apresentam diferentes deslocamentos quimicos para hidrogénio que estéo
ao redor do carbono assimétrico (Li/L;), que é calculada pela diferenca dos deslocamentos
quimicos entre o derivado R e o derivado S (MISHRA & SURYAPRA, 2017) (Esquema 38).
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Esquema 38- Reacdo de esterificagdo de Mosher através da dupla derivatizacdo com 3b, 3c e
3d utilizando os reagentes de derivatizagdo quiral (R)-MTPA-Cl e (S)-MTPA-CI
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Estas reacGes foram realizadas partindo de uma pequena quantidade do alcool

enantiomericamente puro (5 mg), levando aos produtos com bons rendimentos de 70%, 65% e

60 %, respectivamente para 3b, 3c e 3d.

Apo0s a preparacdo dos dois ésteres originados do respectivo alcool quiral, foram

obtidos os espectros de RMN 'H e comparados os valores de deslocamento quimico dos

substituintes L; e L, (Ly= hidrogénios metilénicos pertencentes ao carbono ligado ao &tomo de

oxigénio e L,= hidrogénios metilicos) que estdo ligados ao centro estereogénico que se

pretende determinar a configuragdo absoluta. Foi utilizada a equacéo AS™°- 6% — 65 que

representa a diferenca entre os deslocamentos. Os dados de RMN * H estdo resumidos na

Figura 11, Tabela 22.
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Figura 11- Espectros de RMN 1H dos esteres de Mosher de 3b (i), 3c (ii), 3d (iii).

i) Diastereoisomero de Mosher com auxiliar (R)- MTPA-CI- 3b e (S)-MTPA-CI- 3b
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iii)  Diastereoisdbmero de Mosher com auxiliar (R)- MTPA-CI- 3c e (S)-MTPA-CI- 3c
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iii) Diastereoisémero de Mosher com auxiliar (R)- MTPA-CI- 3d e (S)-MTPA-CI- 3d
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Tabela 22- Valores de deslocamentos quimicos de RMN de *H para os diasteroisémeros de

Mosher e magnitude de medidas de AS™° para os grupos Ly e L,
On
Diastereoisomero de Mosher  Diastereoisomero de Mosher AS™
(R)-MTPA-CI (S)-MTPA-CI

L;=3,98 Li:=4,02 -0,04

3b Lo= 1,49 L,=1,43 0,06
L;=4,04 L:=4,08 -0,04

3c L,=1,44 L,=1,40 0,04
L;=4,20 L1=4,32 -0,12

3d L,=1,56 L,=1,48 0,08

Na Tabela 22 observamos que no diastereoisdmero de Mosher (R) de todos os
compostos (3b, 3c, 3d) os hidrogénios metilénicos (L;) estdo blindados enquanto no
diastereoisdbmero de Mosher (S) a blindagem ocorreu nos hidrogénicos metilicos (L;). Desta
forma, de acordo com o modelo desenvolvido ao longo do tempo, se a diferenca entre os
deslocamentos for menor que zero para L; e maior que zero para L, estaria de acordo com o

modelo demonstrado na Figura 12.

Figura 12-Modelos para determinacdo de configuracdo absoluta de &lcoois secundarios

Ph OCHs 5O \ H3C % Ph, OCH3 /\OQ/ %OC%

W‘CHs j—CHs

H

O CFs

(S)- MTPA-CI (R)- MTPA-CI

H

\© ASRSL, >0
MTPACI-O
ASRSL, <0

Fonte: SECO; QUINOA; RIGUERA, 2004

Fazendo analise dos modelos e comparando com os dados da Tabela 22,
sugerimos que o carbono estereogénico do alcool 3b, 3c, 3d tem configuracdo R, dessa forma
concluimos que na reacdo de hidrolise enzimética todas seguem a regra de Kazlauskas
(Figura 13).
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Figura 13- Modelo de Mosher para os compostos 3b, 3c, 3d e os valores dos deslocamentos
encontrados  nos  espectros  RMN 1 H dos  ésteres  de Mosher.
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4.8 Reacao de hidrdlise dos (S)-acetatos 4a-d

Apo0s determinar que estamos obtendo os (R)-alcoois nas resolucfes cinéticas de
rac-4b-d (Tabela 23), podemos inferir que os substratos remanescentes sdo os (S)-acetatos
4b-d. Os (S)-acetatos 4a-d foram submetidos a reacdo de hidrolise em meio bésico (NaOH)
para obtencdo dos (S)-alcoois 3a-d, Esquema 39. As reagdes foram realizadas em 3 horas,
com obtencdo dos respectivos (S)-alcoois em bons rendimentos. Os resultados estdo

sumariados na Tabela 24.
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Tabela 23- Condigdes utilizadas nas resolugdes cinéticas enzimaticas de rac-4a-d

Substrato Lipase Condigdes reacionais
4a Termomyces lanuginosus Acetonitrila, tampéo pH 7, 24 horas, 30
imobilizada em immobed 150 °C
4b Amano lipase P. fluorescens Acetonitrila, tampéo pH 7, 24 horas, 30
°C
4c Termomyces lanuginosus Sem co-solvente, tampdo pH 7, 24
imobilizada em immobed 150 horas, 30 °C
4d Amano lipase P. fluorescens Acetonitrila, tampéo pH 7, 48 horas, 30
°C

Esquema 39- Reacdo de hidrolise dos (S)-acetatos 4a-d, em meio basico

Rj R3
H OAc HO, H
O\/’Q NaOH 0\)\
E;C;H
R2 R R> R,
(S)-4a-d (S)-3a-d

Tabela 24- Rendimento dos intermediarios (S)-3a-d

Entrada Produto Rendimento (%)
1 (S)-3a 70
2 (S)-3b 63
3 (S)-3c 60
4 (S)-3d 58

4.9 Obtencao dos intermediarios (R)-5a-d

Os alcoois (S)-3a-d foram transformados nas azidas (R)-5a-d, na presenca de
DPPA, DBU, em tolueno, seguindo o protocolo descrito na literatura (Fernadez, et al. 2007).
No protocolo original, os autores prepararam uma solugdo do substrato em tolueno seco, sob
atmosfera inerte. Em seguida, adicionaram DPPA, e deixaram reagir, a 0 °C, por 10 minutos.
Apos esse tempo, adicionaram DBU e a mistura reacional foi agitada por 20 horas, a
temperatura ambiente. Surpreendentemente, apds a repeticdo do procedimento supracitado
ndo houve formacéo das azidas esperadas. Desta forma, buscou-se na literatura um protocolo
diferente (Zuccarello, et al.,1998). Neste protocolo, prepara-se uma solugdo contendo o
substrato, juntamente com DIAD e PhsP, em THF seco. A mistura reacional é agitada por 15
minutos, em banho de gelo. Em seguida, adiciona-se DPPA, e a mistura reacional é agitada
por 24 horas. Quando se realizou este ultimo procedimento (Esquema 40), foi possivel obter
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0s produtos esperados em bons rendimentos (60-84%). Os resultados encontram-se
sumariados na Tabela 25.

Esquema 40- Reacdo de formacéo dos intermediarios (R)-5a-d

o) o. ~
DPPA, THF
Ry Ry ’ S8R R,

Tabela 25- Rendimento dos intermedidrios azidas (R)-5a-d

Entrada Produto Rendimento (%)
1 (R)-5a 84
2 (R)-5b 72
3 (R)-5¢ 60
4 (R)-5d 70

4.10 Obtencéo da (R)-Mexiletina (6a) e analogos (R)-6b-d

As reaclGes para obtencdo da (R)-Mexiletina e analogos foram realizadas na
presenca de PPhz, em meio basico e THF, seguindo o protocolo da literatura (Hanessian, et
al.2002). Neste caso, o substrato é dissolvido em THF e agua, e em seguida adiciona-se a
PPhs. Posteriormente, adiciona-se a base, deixando reagir por 24 horas (Esquema 41).
Finalmente, os produtos desejados foram obtidos com rendimentos que variaram entre 65 e

95% e rendimento global de sintese entre 13 e 36%, Tabela 26.

Esquema 41- Reacdo de formacao da (R)-Mexiletina e andlogos (R)-6b-d
O .
/@i \/k DIAD, Ph3P= /@EO\/\
R R, DPPA, THF, seco R R,

Tabela 26-Rendimento da (R)-Mexiletina (6a) e analogos (6b-d)

Entrada Produto Rendimento (%) Rendimento
global (%)
1 (R)-6a 90 36
2 (R)-6b 65 19
3 (R)-6¢ 70 13
4 (R)-6d 95 24
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A sintese do farmaco (R)-Mexiletina e andlogos envolveu sete etapas, sendo umas
das etapas a resolucdo cinética enzimética via hidrolise. O rendimento global da sintese da
(R)-Mexiletina, agente antiarritmico, foi bom (36 %), menor quando comparado com o da
literatura, em que se resolveu a rac-Mexiletina, utilizando CAL-B, com rendimento isolado de
81 a 92 % (Gonzalez-Sabin et al., 2002). Na literatura, como mencionado anteriormente,
existem dados sobre a sintese da (R)-Mexiletina empregando catalisadores quimicos, dessa
forma a contribuicdo da sintese realizada neste trabalhado associa se ao uso de uma
metodologia mais limpa, biodegradavel e por sintetizar analogos que possam posteriormente

serem testados em atividade antiarritmica.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 Métodos espectrométricos

5.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

Para a obtencdo dos espectros de absorcdo na regido do infravermelho (1V), foi
empregado espectrdmetro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 100, utilizando a técnica
UATR (Universal Attenuated Total Reflectance Accessory) do Laboratério de Espectrometria
de Massas do Nordeste (LEMANOR), da Universidade Federal do Ceara (UFC)

5.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN *H e *C foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicacio
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN/UFC), utilizando-se espectrometro Bruker, modelo Avance DPX- 300, que
opera na frequiéncia de 300 e 75 MHz para hidrogénio e carbono, respectivamente.

Os solventes utilizados nas dissolucdes das amostras para obtencdo dos espectros
foram metanol (CDsOD) ou cloroférmio (CDClIs) deuterados, comercializados pelas
companhias ACROS, Cambridge Isotope Laboratories, Merck ou Aldrich. Os deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados, no caso dos
espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo
deuteradas dos solventes deuterados utilizados: metanol (6+ 3,31) e cloroférmio (oH 7,24).

Nos espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos

centrais dos carbonos-13 dos solventes: metanol (6c 49,17) e cloroférmio (dc 77,13).

5.2 Métodos Fisicos

5.2.1 Rotacao Optica
As andlises de rotacOes Opticas foram realizadas no Laboratorio de espectrometria

de massas do nordeste (LEMANOR), em um polarimetro modelo Jasco P-2000, equipado
com lampada de sodio (Na), A 589nm. As amostras foram diluidas em CHCl; e 0s

experimentos foram realizados a 25 °C.
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5.3. Métodos cromatograficos

5.3.1 Cromatografia em camada delgada

A andlise cromatogréafica em camada delgada (CCD) foi feita sobre cromatofolhas
de aluminio cobertas com gel de silica 60 230 mesh — VETEC. Os eluentes utilizados foram:
hexano, diclorometano, acetato de etila, cloroférmio puros ou combinados em
proporgdes crescentes de polaridade. A revelagdo das substancias foi realizada através de
exposicdo a luz ultravioleta no comprimento de onda 254 nm, bem como por
imersdo em solucdo de vanilina (CsHsOz3) e acido perclérico (HCIO4) em EtOH (C2HsO),
seguida de aquecimento (100 °C) por aproximadamente 3 minutos. As aminas foram reveladas

em ninidrina.

5.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e Cromatografia gasosa (CG)

Os acompanhamentos das reagdes de hidrdlise na resolucdo cinética enzimética dos
compostos rac-3b e rac-3d foram realizados em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu LC-20AT, utilizando coluna quiral 1A ou coluna quiral AS-H de dimens@es 150 x
4,6 mm e detector UV-VIS Shimadzu SPD-M20A. Nas andlises foram utilizadas mistura
binaria de hexano e isopropanol- HEX: IPA de grau CLAE. Os compostos rac-3a e rac-3c
foram analisados em um cromatografo gasoso da marca Shimadzu, modelo CG 2010, com um
detector DIC, um auto-injetor da marca Shimadzu de modelo AOC-20i, utilizando-se de uma
coluna quiral com fase estacionaria CP-ciclodextrina com um comprimento de 25 m, didmetro
interno de 0,25 mm, didmetro externo de 0,39 mm e 0,25 um da espessura de filme. A fase

movel utilizada foi o gas nitrogénio.
5.4 Solventes e reagentes
5.4.1. Solventes empregados
Alcool metilico, hexano, acetato de etila, diclorometano e dimetilformamida,
todos de procedéncia Synth. O tolueno e o éter dietilico da marca Vetec. A acetonitrila,

alcool isopropilico e hexano, grau CLAE da marca TEDIA. O THF de procedéncia Sigma-
Aldrich.

5.4.2 Reagentes empregados

Os seguintes reagentes, com suas respectivas procedéncias, foram:
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o Boroidreto de sédio (NaBHy), de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Sulfato de sddio anidro (Na,SO,), de procedéncia Vetec.

o Anidrido acético (C4HO3), de procedéncia Dindmica.

. Dimetilaminopiridina — DMAP (C7H1oN,), de procedéncia Sigma-Aldrich.
o Acetato de vinila (C4HgO,), de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Carbonato de potassio (K,CO3), de procedéncia Vetec.

o Hidreto de calcio (CaH,), de procedéncia Merck.

o Benzofenona (C13H100), de procedéncia Sigma-Aldrich.

. Difenil-fosforil-azida — DPPA (C1,H100N3P), de procedéncia Sigma-Aldrich.
o Dietilazodicarboxilato (DIAD), de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Trifenilfosfina (PPhs), de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Hidrdxido de potéssio (KOH), de procedéncia Vetec.

o Paladio, de procedéncia Sigma-Aldrich.

5.5. Biocatalisadores utilizados

Os biocatalisadores empregados, com suas respectivas procedéncias foram:

o Amano lipase G de Penicillium camemberti de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Amano lipase AK de Pseudomonas fluorescens de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Lipase Amano PS de Burkholderia cepacia de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Lipase Amano PS de Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatoméacea de

procedéncia Sigma-Aldrich.

o Lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150 de procedéncia
Sigma-Aldrich.
o Lipase de Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica -CAL-B (Novozym

435) de procedéncia Novozyme.

o Lipase de Candida rugosa de procedéncia Sigma-Aldrich.

o Lipozyme RM IM de Rhizomucor miehei imobilizada em resina anidnica de
procedéncia Novo Nordisk.

o Lipase Thermomyces lanuginosus imobilizada em nanoparticulas supermagnéticas em
ferro (FesO,) e revestidas 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) ou polietilenimina ramificada
(BPEI) produzida pelo grupo de pesquisa GPBio (Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de

processos Biotecnologicos) do Departamento de Engenharia Quimica da UFC.
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5.6 Tratamento dos solventes utilizados nas reacdes de biocatalise

Os solventes hexano, acetonitrila e tolueno foram tratados com a adigéo de hidreto
de célcio, em refluxo, empregando nitrogénio como gas de purga (LI; LIMBERAKIS;
PFLUM, 2007, p. 7).

Os solventes THF e dioxano foram tratados com a adi¢do de sddio metalico na
presenca de benzofenona, em refluxo, utilizando o nitrogénio como gas de purga. O
tratamento teve seu término com o aparecimento de uma coloracdo azul escura (LI;
LIMBERAKIS; PFLUM, 2007, p. 6).

5.7 Preparacao dos intermediarios da (R)-Mexiletina e analogos
5.7.1 Sintese das cetonas 2a-d

Em um baldo de 50 mL, dissolveu-se 0,02 mmol (3,8 mg) de iodeto de potassio
em 10,9 mmol (878uL) de a-cloroacetona, deixando reagir por 4 horas. Em seguida, a mistura
reacional foi adicionada gota a gota a um baldo de 125 mL contendo 16,4 mmol de la-d, 15
mmol de carbonato de potéassio em dimetilformamida. A reacdo foi mantida em agitacdo por
24 horas, a 60 °C. Em seguida, adicionou-se 50 mL de agua destilada e extraiu-se o produto
com éter dietilico, (3 x 40 mL), sendo a fase organica combinada e lavada com solucdo de
NaOH (2 mol/L). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sddio anidro. Apds filtracédo,
evaporou-se o éter etilico a pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado em uma coluna
cromatografica, empregando gel de silica como fase estacionaria, e como fase movel a
mistura hexano:acetato de etila 20% para os produtos 2a, 2b, 2d (rendimento 82 %, 77 %, 75

%, respectivamente) , e hexano:cloroférmio 80% para o produto 2c¢ (rendimento 60 %).
5.7.2 Sintese dos alcoois rac-3a-d

Em um baldo de 125 mL, dissolveu-se 4,5 mmol de 2a-d em metanol com
obten¢do de uma solucdo 0,1 mol/L. Em seguida, a mistura reacional foi resfriada em banho
de gelo e adicionou-se, lentamente, 9,0 mmol de boroidreto de sodio. A reagdo foi agitada por
3 horas e ap0s este tempo, evaporou-se 0 metanol a pressdo reduzida. Adicionou-se agua
destilada e extraiu-se o produto com acetato de etila (4x30 mL), sendo a fase organica tratada
com sulfato de sodio anidro. Apds a filtracdo, evaporou-se 0 acetato de etila a pressdo
reduzida. Em seguida, os produtos foram purificados em coluna cromatografica, empregando

gel de silica como fase estacionaria. Como fase mdvel empregou-se a mistura hexano:acetato
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de etila 20% para os produtos 3a, 3b, 3d (rendimento 90 %, 88 %, 92 %), e hexano: acetato
de etila 10% para o produto 3c (rendimento 98 %).

5.7.3 Sintese dos acetatos rac-4a-d.

Em um baldo de 125 mL, dissolveu-se 1,7 mmol de rac-3a-d em diclorometano
com concentracdo 0,1 mol/L. Em seguida, adicionou-se 0,5 mmol (62,2 mg) de DMAP.
Posteriormente, adicionou-se 8,4 mmol (831,1 pL) de anidrido acético. A reacdo foi
processada por 4 horas, e em seguida, evaporou-se o solvente, e purificou-se o produto
utilizando uma coluna cromatogréfica com gel de silica, tendo como fase mével a mistura
hexano:acetato de etila 20% para os produtos 4a, 4b, 4d (rendimento 92 %, 90 %, 91 %), e

hexano: acetato de etila 10% para o produto 4c (rendimento 88 %).

5.7.4. Hidrdlise dos (S)-acetatos 4a-d

Em um baldo de 125 mL, adicionou-se 0,5 mmol de (S)-4a-d em 5 mL de
solugdo de NaOH (0,1 mol/L), em etanol. A mistura reacional foi agitada por 3 horas.
Posteriormente, foi realizada uma extragdo com acetato de etila Em seguida, evaporou-se o
solvente a pressdo reduzida e o produto reacional, (S)-3a-d (rendimentos 70 %, 63 %, 60 %,
58 % respectivamente), foi purificado utilizando uma coluna cromatografica com gel de silica

e como fase movel 20% hexano:acetato de etila.

5.7.5 Sintese das azidas (R)-5a-d

Em um baldo de 125 mL, adicionou-se 0,27 mmol de (S)-3a-d em 5 mL de THF
seco, 1,37 mmol (270 pL) DIAD e 0,58 mmol ( 152 pL) de trifenilfosfina (PhsP). A mistura
reacional foi agitada em banho de gelo por 15 minutos. Depois de decorrido este tempo foi
adicionado a reacdo 0,70 mmol (150 uL) de DPPA. A reagdo foi processada por 24 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, evaporou-se o solvente a pressdo reduzida e o produto
reacional foi purificado utilizando uma coluna cromatografica com gel de silica e o eluente a
mistura hexano:acetato de etila 5% para os produtos 5a, 5b (rendimentos 84 %, 72 %) e

hexano: acetato de etila 10% para o produto 5c¢, 5d (rendimento 60 %, 70%).

5.7.6 Sintese da (R)-mexiletina 6a e analogos (R)-6b-d

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,15 mmol de substrato (R)-5a-d em uma
mistura de solventes THF/agua (75:25), seguido da adicao de 0,06 mmol (43,3 mg) de PPhz e

0,05 mmol (8,4 mg) de KOH. A reacdo foi processada por 24 horas e depois de decorrido este
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tempo, evaporou-se o solvente e a mistura reacional foi acidificada com solucdo de HCI (25
%) até o valor de pH 2 e a fase aquosa foi extraida com éter etilico (3 X 20 mL). Em seguida,
a fase aquosa foi tratada com uma solucdo de NaOH (25%) até atingir o pH 4 e, novamente
foi realizada uma extracdo com éter etilico (3 X 20 mL). Os extratos organicos foram lavados
com agua (1 X 25 mL) e seca com Na,SO4. Apos a filtracdo, o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida, resultando nos produtos (R)-6a-d, com rendimentos 90 %, 65 %, 70 %, 95

%, respectivamente.

5.7.7 Preparacédo dos ésteres de Mosher para determinacao da configuracéo absoluta dos
alcoois 3b-d

Em um bal&o de 10 mL adicinou-se 0,2 mmol de 3b-d, juntamente com 1,2 mmol
(45 pL) de trietilamina e 0,1 mmol de dimetilaminopiridina. Em seguida, o bal&o foi vedado
com um septo e realizou-se vacuo seguido de purga com nitrogénio. Posteriormente,
adicionou-se 2,7 mL de CH,Cl,, previamente seco e 0,05 mmol (3 pL) de (S)-MTPA-CI . A
reacdo foi processada por 24 horas em seguida o solvente foi evaporado e o produto foi
purificado em coluna cromatogréafica utilizando como eluente o cloroférmio (100%). O

mesmo procedimento foi realizado com o reagente de derivatizacdo quiral (R)-MTPA-CI.

5.8. Procedimento geral para as resolucdes cinéticas enzimaticas

5.8.1 Resolucdo cinética enzimatica dos rac- 4a-d, via reacdo de hidrdlise, mediada por
lipase

Em um erlenmeyer de 5 mL, dissolveu-se 0,1 mmol rac-4a-d em 0,34 mL de
acetonitrila ou na auséncia de co-solvente, 1,36 mL de tampéo fosfato (PO,*) 0,1 mol/L, pH
7, seguido da adicdo de 60 mg de lipase. A reacdo foi processada a 30 °C, a 250 rpm por 24
horas. Ap0s este periodo, os produtos foram extraidos com acetato de etila (3 x 1,0 mL) e as
fases organicas foram combinadas e secas com sulfato de sédio anidro. Apoés filtracdo, o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida e os produtos brutos foram purificados por
cromatografia “flash” em gel de silica, utilizando 20% Hex: AcOEt como eluente. Apds este
procedimento, foram obtidos os (R)-alcoois 3a-d e os remanescentes (S)-acetatos 4a-d, cujos
excessos enantioméricos foram determinados por CG-DIC e CLAE utilizando coluna quiral.
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5.8.2 Resolucao cinética enzimatica do alcool rac-3a via reacéo de acetilacéo

Em um erlenmeyer de 5 mL, adicionou-se 30 mg (0,2mmol) de rac-3a e 60 mg de
lipase. Em seguida, o erlenmeyer foi vedado com um septo e realizou-se vacuo seguido de
purga com nitrogénio. Posteriormente, adicionou-se 2,2 mL de solvente, previamente seco e
1,1 mmol (103 pL) de acetato de vinila. A reacdo foi realizada sob agitacdo de 250 rpm,
variando a relagéo enzima substrato e o tempo reacional. Os solventes empregados foram:

dioxano, hexano, THF e tolueno.

5.8.3 Reuso da enzima Termomyces lanuginosus imobilizada em immobead 150

Em um erlenmeyerde 5 mL, adicionou-se 30 mg (0,21mmol) do alcool rac-3a e 7,5
mg de lipase. Em seguida, o erlenmeyer foi vedado com um septo e realizou-se vacuo seguido
de purga com nitrogénio. Posteriormente, adicionou-se 2,2 mL de tolueno, previamente seco e
1,1 mmol (103 pL) de acetato de vinila. Em seguida a reacédo foi processada por 15 minutos e,
posteriormente, filtrou-se a vacuo a enzima e lavou-se com hexano. A enzima permaneceu no
funil, até sua secagem completa, para ser reutilizada no segundo ciclo, nas condicdes descritas

inicialmente.

5.9 Calculo do excesso enantiomérico, conversao e enantiosseletividade

Os calculos dos excessos enantioméricos de substrato e produto nas resolucdes
cinéticas, via hidrélise, dos acetatos rac- 4a-d e na resolucdo cinética de rac-3a, via
acetilacdo, foram realizados através das analises dos cromatogramas obtidos por CG-DIC ou
CLAE, de acordo com a Equacdo 1.

area do enantibmero majoritario — areas do enantiémero minoritario

e.e. (%) = — — — — —— x100%
dxarea do enantiémero majoritario + areas do enantidmero minoritario

Equacdo 1-Equagdo empregada no célculo de excesso enantiomerico.

As conversfes nas reacGes de resolucdo cinética enzimatica foram calculadas

através da equacao abaixo.
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e.e.
c(%) =———— % 100%
e.egte.e,

Equacao 2- Equacao empregada no calculo de converséo para reacdes de resolucao cinética
enzimatica.

Os resultados de enantiosseletividade (E) foram calculados através da equacéo 3.

B ln[l - c(l +e.ep )]
- ln[l — c(l —e.ep )]

Equacao 3-Equacdo empregada no calculo da enantiosseletividade

5.10 Dados fisicos e espectrométricos

1- (2,6-dimetilfenoxi)-propan-2-ona (2a): Oleo (20%AcOEt/ Hexano) Rs 0,54. IR v max
(cm™): 2922, 1719, 1475, 1190 e 768 cm™. *H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 2,25 (s,
3H); 2,36 (s, 6H); 4,35 (s, 2H); 6,96 (dd, J 3 Hz, 9 Hz, 1H); 7,03(d, J 3 Hz, 2H). *C-BB
RMN (75 MHz, CDCls): 3(ppm) 16,41(2CHs); 26,78 (CHa3); 76,77 (CHy); 124,66 (CH);
129,24 (2CH); 130,73 (2C); 155,16 (C); 205,68 (C).

1-(2,4-dimetilfendxi) propan-2-ona (2b): Oleo amarelo (20%AcOEt/ Hexano) Rt 0,55. IR:
Vimax CM™ 2922, 1720, 1432, 1176 e 800 cm™. *H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 2.27 (s,
3H); 2,28 (s, 3H); 2,31 (s, 3H); 4,48 (s, 2H); 6,55 (d, J 6 Hz, 1H); 6,95 (m, 2H).*C- BB RMN
(75 MHz, CDCls): & (ppm) 16,37(CHs); 20,61 (CH3); 26,85 (CH3); 73,68 (CH.); 111,01
(CH); 126,81 ( C); 127,25 (CH); 130,86 (C); 132,11 (CH); 154, 03 (C); 206,93 (C).

1-(2-metilfendxi)- propan-2-ona (2c): Oleo amarelo (10%Hexano: cloroférmio) R;0,5. IR :
Vimax 2919, 1729, 1190 e 768 cm™.*H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 2,32(s, 3H); 2,33 (s,
3H); 4,53 (s, 2H); 6,68 (d, J 9 Hz 1H); 6,92 (t, J 6 Hz, 15 Hz 1H); 7,17 (m, 2H)."*C-BB
RMN (75 MHz, CDCl3): 8(ppm) 16,43 (CH3); 26,88 (CHs); 73,39 (CH,); 111,03 (CH);
121,63 (CH); 127,14 (CH); 131,30(C); 156,11 (C); 206,64 (C).

1-(naftalen-1-iloxi)propan-2-ona(2d): Oleo marrom R¢(20% AcOEt: Hexano): 0,6. IR : Viax
3054, 1396, 1717, 1106, 768 cm™. *H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 2,41(s, 3H); 4,71 (s,
2H); 6,89 (d, J 6 Hz, 1H. 7,36 (t, J 9 Hz 18 Hz, 1H); 7,48 (s, 1H); 7,53 (m, 2H); 7,84(m,
1H); 8,34 (m, 1H). *C -BB RMN (75 MHz, CDCls): 8(ppm) 27,04 (CHs); 73,5 (CHy);
105,08 (CH); 121,65 (CH); 122,05 (CH) 125,62 (C); 125,83 (2CH); 126,93 (CH); 127,91
(CH); 134,87 (C); 153,0 (C); 206,32 (C).
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(R)-1-(2,6-dimetilfendxi)propan-2-ol (3a): Oleo amarelo Rf (20%AcOEt/ Hexano): 0,36. IR:
Vimax 3420, 2968, 1102, 766 cm™.*H RMN(CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,26 (d, 3H); 2,27 (s,
6H); 3,73(dd, J 6 Hz, 3Hz, 1H); 3,64(dd, J 3 Hz, 6Hz, 1H); 4,21 (m, 1H); 7.00 (d, J 6 Hz, 2H);
6,92 (dd, J 6 Hz, 3 Hz, 1H). *C-BB RMN (75 MHz, CDCls): &(ppm) 16,52(CHs); 18,81
(CHa); 67,33 (CH); 77,18 (CHy); 124,28 (CH); 129,18 (CH); 130,97 (C); 155,41 (C). [0]p’=
+1.46 (c 8.0, CHCI3) para e.e. > 99%, literatura [¢]p?° = +0.9 (c 5.5, CHCI3) 98% (Carocci, et
al. 2000).

(R)-1-(2,4-dimetilfendxi)propan-2-ol (3b): Oleo amarelo Rf (20% Hexano/AcOEt): 0,43.
IR: vmax 3381, 2921, 1224, 1133, 801cm™. *H RMN (CDCI3, 300 MHz):  (ppm) 1,31 (d, J 3
Hz, 3H); 2,27 (s, 3H); 2,23 (s, 3H); 3,93 (dd, J 3 Hz, 3 Hz, 1H), 3,78 (dd, J 3 Hz, 3 Hz 1H);
4,21 (m, 1H); 6,73 (d, J 6Hz, 1H); 6,96 (m, 2H). *C-BB RMN (75 MHz, CDCI3): &(ppm)
16,35(CHg); 20,63 (CHs); 19,00 (CHg); 66,70 (CH); 73,79 (CHy); 111,63 (CH); 126,72 ( C);
127,23 (CH); 130,30 (C); 131,82 (CH); 154, 71 (C). [a]o®= +30.5 (c 5.0, CH.Cl,) para e.e.
98%, sem relatos na literatura

(R)-1-(2-metilfendxi)propan-2-ol (3c): Oleo amarelo R¢ (10%Hexano: cloroférmio) 0,4. IR :
Vimax 3381, 2926, 1494, 1244, 749 cm™.'H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,31(d, J 6 Hz,
3H); 2,26 (s, 3H); 3,81 (dd,J 3 Hz, J 6 Hz, 1H); 3,96 (dd, J 3 Hz, J 6Hz 1H); 4,22 (m, 1H);
6,82 (t, J 9Hz, 3 Hz, 1H); 6,89 (t, J 9 Hz, 15 Hz, 1H); 7,16 (m, 2H).*C-BB RMN (75 MHz,
CDCl3): 8(ppm) 16,40 (CHs); 19,06 (CHs); 66,69 (CH); 73,56 (CH,); 111,53 (CH); 121,08
(CH); 126,98(C); 127,07 (CH); 131,01 (CH); 156,82 (C) . a]p®= - 9.8 (¢ 5.0, CH,Cl,) para
e.e. 94%, sem relatos na literatura

(R)-(naftalen-1-iloxi)propan-2-ol (3d): Soélido branco p.f. 62,8-64,5°C R (20% ACcOEt:
Hexano): 0,4. IR : vmax 3393, 2927, 1270, 1102, 770 cm™ .'H RMN (CDCls, 300 MHz): &
(ppm) 1,41 (d, J 6Hz, 3H); 4,06 (m, 2H); 4,36 (m, 1H).6,82 (d, J 9 Hz, 2H): 7,40 (t, 9 Hz,
18 Hz, 1H); 7,53 (m, 2H); 7,86 (m, 1H); 8,32 (m, 1H). **C-BB RMN (75 MHz, CDCls):
d(ppm) 19,24 (CHj3); 66,56 (CH); 73,60 (CH,); 105,19 (CH); 120,82 (CH); 121,88 (CH)
125,43 (CH); 125,69 (C); 125,95 (CH); 126,58 (C); 127,70 (CH); 134,87 (C); 154,37 (C).

a]p®= +16.0 (¢ 5.0, CH,Cl,) para e.e. 95%, sem relatos na literatura

(S)-acetato de 1-(2,6-dimetilfendxi)propan-2-ila (4a): Oleo amarelo R; (20%: Hexano:
cloroférmio) 0,6 .IR : vmax 2919, 1741, 1240, 770 cm™ .*H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm)
1,41 (d, J 6 Hz, 3H); 2,11 (s, 3H); 2,33 (s, Hz, 6H); 3,82 (d, J 6 Hz, 2H); 5,26(m, 1H); 7,01(
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d, J 6 Hz, 2H); 6,93 (dd, J 3Hz e 6 Hz, 1H) *C-BB RMN (75 MHz, CDCls): 8(ppm); 16,24
(CHs); 16,73 (2CHs); 21,36 (CHs); 69,86 (CH); 73,85 (CH,); 124,14 (CH);129,03 (2CH);
130,90 (2C); 155,42 (C); 170,7 (C). [0]o®= -10.8 (c 8, CHClIs) para e.e. > 99%, sem relatos na

literatura.

(S)-acetato de 1-(2,4-dimetilfenoxi)propan-2-ila (4b): Solido Branco Pf. 40-41,7°C Rg
(20%Hexane: AcOEt ):0,65 IR : vms 2923, 1737, 1222, 802 cm™'H RMN (CDCls, 300
MHz): & (ppm) 1,36 (d, J 3 Hz, 3H); 2,08 (s, 3H); 2,20(s, 3H); 2.27(s, 3H); 3,97 (m, 2H); 5,31
(m, 1H); 6,70 (d, J 6 Hz, 1H); 6,95(m, 2H). *C-BB-RMN (75 MHz, CDCls): §(ppm) 16,20
(CHj3); 16,93 (CHj3); 20,62 (CHs); 21,40 (CHs); 69,16 (CH); 70,60 (CH,); 111,46(CH); 126,28
(C); 127,11 (CH); 130,17 (C); 131,75 (CH);154,80(C); 170,76 (C). [a]po®= -38.8 (c 8,

CH,Cl,) para e.e. 98%, sem relatos na literatura.

(S)- acetato de 1-(o-toliloxi)propan-2-ila (4c): Oleo amarelo Pf. 88,2- 89 °C Rs
(10%Hexane: AcOEt ):0,5. IR : vma 2927, 1738, 1231, 713 cm™ . 'H RMN (CDCls, 300
MHz): & (ppm) 1,40 (d, J 6 Hz, 3H); 2,09 (s, 3H); 2,24 (s, 3H); 4.01 (m, 2H); 5,32 (m, 1H,);
6,81( d, J 6 Hz, 1H); 6,89 (t, J 6 Hz, 15 Hz, 1H); 7,16 (m, 2H). *C-BB RMN (75 MHz,
CDCls): 8(ppm) 16,23 (CHs); 16,88 (CHg3); 21,33(CHj3); 69,14 (CH); 70,29 (CHy) 111,32
(CH); 120,94 (CH); 126,93 (CH); 127,18 (C); 130,90 (CH); 156,84 (C); 170,83 (C). [a]p*= -
19.42 (¢ 5, CHCI3) para e.e. 94%, sem relatos na literatura.

(S)-acetato de 1-(naftalen-1-iloxi)propan-2-ila (4d): Solido amarelo pf. 55,8-56,9 °C Rg
(20%Hexano: AcOEt ):0,5. IR : vma 2982, 1734, 1230, 769 cm™.'H RMN (CDCls, 300
MHz): 6 (ppm) 1,48 (d, J 6Hz, 3H); 2,11 (s, 3H); 4,19 (m, 2H).5,47 (m, H); 6,76 (d, J 9 Hz,
1H); 7,40 (m, 1H); 7,47 (m, 1H); 7,51 (m, 2H); 7,82 (m, 1H); 8,27 (m, 1H). **C-BB RMN
(75 MHz, CDCIs): 6(ppm) 17,11 (CHs); 21,50 (CHs3); 69,07 (CH); 70,66 (CH,); 105,09
(CH); 120,95 (CH); 122,25 (CH); 125,58 (CH); 125,95 (C); 125,99 (CH); 126,73 (CH);
127,70 (CH); 134,81 (C); 154,62 (C); 170,90 (C). [a]p?°= -26.73 (c 9, CHCls) para e.e. 99%,

sem relatos na literatura.

(R)-2-(2-azidopropoxi)-2,6-dimetilbenzeno (5a): Oleo incolor Rf (5% Hexano /AcOEL): 0,6
IR 1 vinax 2013, 2925, 1200, 769 cm™.*H RMN (CDCl3, 300 MHz): & (ppm) 1,38 (d, J 6 Hz,
3H); 2,32 (s, 6H); 3,88 (m, 1H); 3,77(m, 2H); 7,03 (d, J 6 Hz, 2H); 6,94 (dd, 6Hz, 3 Hz,
1H); 3C-BB RMN (75 MHz, CDCl5): 8(ppm) 16,32 (CHa); 16,27 (2CHs); 57,41 (CH); 75,24
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(CH,); 124,35 (CH); 131,0 (2C); 129,16 (2CH); 155,31 (C). [0]p® = -0.6 (c 8, CHCI3) para

e.e. >99%, sem relatos na literatura.

(R)-2-(2-azidopropoxi)-2,4-dimetilbenzeno (5b): Oleo amarelo Rf (5% Hexano/AcOEt):
0,4. IR : vma 2925, 2104, 1255, 751 cm™*H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,29 (d, J 3
Hz, 3H); 2,27 (s, 3H); 2,30(s, 3H); 3,89(m, 1H); 3,94 (m, 1H); 4,0 (m, 1H); 6,71 (d, J 6 Hz,
1H); 6,96(s, 1H); 7,0(d, J 6 Hz 1H). *C-BB RMN (75 MHz, CDCl5): 8(ppm) 16,37 (CH3);
16,44 (CHs); 20,63 (CH3); 56,89 (CH); 71,97 (CH,); 111,07 (CH); 126,97(C); 127,12 (CH);
130,38 (C); 131,92 (CH); 154,59 (C). [a]o*°= -5.0 (c 5, CHClIs) para e.e. 98% sem relatos na

literatura.

(R)-2-(2-azidoproxi)-2-metilbenzeno (5¢): Oleo amarelo R¢(10% Hexano /AcOE):0,5 IR :
Vmax 2013, 2928, 1240, 749 cm™ .*H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,37 (d, J 6 Hz, 3H);
2,29 (s, 3H); 3,91(m, 1H); 4.01 (m, 2H); 6,81(d, J 9 Hz, 1H); 6,90 (t, J 9Hz, 15 Hz,, 1H); 7,17
(m, 1Hs 1He).°C -BB RMN (75 MHz, CDCls): 8(ppm) 16,42 (2CHs); 56,83 (CH);
71,71(CH,); 110,95 (CH); 121,14 (CH); 126,95 (CH); 127,20 (C); 131,06 (CH); 156,63 (C).
[a]p?°=-9.0 (c 5, CHCls) para e.e. 94%, sem relatos na literatura.

(R)-1-(2-azidopropoxy)naphthalene (5d): Oleo amarelo Rs(10% Hexano /AcOE):0,5 IR :
Vmax 2104, 1268, 1580, 770 cm™.*H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,44 (d, J 6 Hz, 3H);
4,06 (m, 1H); 3,16 (m, 1H); 6,80 (d, J 9 Hz,1H); 7,39 (t, J 6Hz, 15 Hz, 1H); 7,52 (m, 3H);
7,82 (m 1H); 8,32 (m, 1H)."*C-BB RMN(75 MHz, CDCls): 8(ppm) 16,52 (CHs); 56,83 (CH);
71,90 (CH,); 104,88 (CH); 121,13(CH); 122,21(CH); 125,64 (CH); 125,72 (C); 125,83 (CH);
126,73 (CH); 127,65 (CH); 134,76 (C); 154,28 (C). .[a]p?°= -27.66 (c 10, CHCI5) para e.e.

98%, sem relatos na literatura.

(R)-1-(2,6-dimethylphenoxy)propan-2-amine (6a): Oleo incolor R (95% DCM /IPA):0,5
IR : vmax 3388, 2992, 1437, 721 cm™.*H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,18 (d, J 6 Hz,
3H); 2,29 (s, 6H); 3,38(m, 1H); 3,55 (t, J 6 Hz,1H); 3,65 (m, 1H); 6,92 (m, 1H); 7,00 (m
2H).2C-BB RMN(75 MHz, CDCls): 8(ppm) 16,51 (2CHs); 19,89 (CHs): 47,53 (CH); 78,34
(CH,); 124,04 (CH); 129,0(2CH); 132,16 (C); 151,30 (C). [0]o’°= -2.0 (c 8, CHCl5) para e.e.
>99%. Lit [a]p = -2.1 (c 3, CHClIs) para e.e. 98% (Carocci, et al. 2000).

(R)-1-(2,4-dimethylphenoxy)propan-2-amine (6b): Oleo incolor R (95% DCM:IPA ):0,5.
IR : vmax 3300, 2922, 1503, 722. *H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,19 (d, J 6 Hz, 3H);
2,22 (s, 3H); 2,27(s, 3H); 3,35(m, 1H); 3,67 (t, J 6 Hz,1H); 3,86 (dd, J 6 Hz, 3Hz, 1H); 6,71
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(d, J 9 Hz, 1H); 6,94(m, 2H)**C-BB RMN(75 MHz, CDCls): &(ppm) 16,28 (CHs); 19,99
(CHs); 20,57 (CHs):; 46,72 (CH); 74,91 (CH,); 111,37(CH); 126,67(CH); 127,11 (C); 129,85
(C); 131,68 (CH); 154,98 (C). [a]o®= -6.8 (c 8, CHCIs) para e.e. 98%, sem relatos na

literatura.

(R)-1-(2-methylphenoxy)propan-2-amine (6¢): Oleo incolor R (95% DCM:IPA):0,5. IR :
Vimix 3392, 2928, 1243, 750 cm™. *H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,40 (d, J 6 Hz, 3H);
2,26 (s, 3H); 3,59(m, 1H); 4,02 (m, 2H); 6,72 (d, J 9 Hz,1H); 6,87 (t, J 9 Hz, 15 Hz, 1H); 7,08
(m, 2H); *C-BB RMN(75 MHz, CDCls): &(ppm) 15,51 (CHs); 16,66 (CHs); 47,84 (CH);
68,59 (CHy); 111,41 (CH); 120,52 (CH); 126,96 (CH); 127,45 (C); 131,09 (CH); 154,98 (C);
156,04 (C). [a]p?°= +11.2 (c 10, CHClIs) para e.e. 94%, sem relatos na literatura.

(R)-1-(naphthalen-1-yloxy)propan-2-amine (6d): Oleo incolor R; (95 % DCM/IPA):0,5. IR
: vmax 3323, 2925, 1099, 771 cm™. *H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,50 (d, J 6 Hz,
3H); 3,78 (m, 1H); 4,15(dd, J 6 Hz 9 Hz, 1H); 4,25 (dd, J 6 Hz 9 Hz, 1H); 6,79 (d, J 6
Hz,1H); 7,32 (d, J 9 Hz, 1H); 7,43 (m, 3H); 7,73 (m,1H); 8,25 (m, 1H); *C-BB RMN(75
MHz, CDCl5): 8(ppm) 15,24 (CHs); 47,18 (CH); 68,80 (CH,); 105,25 (CH); 121,50 (CH);
121,59 (CH); 125,25 (CH); 125,48 (CH); 125,61 (CH); 126,59 (CH); 127,51 (C), 134,59 (C),
153,53 (C). [a]p?°= +51.7 (c 10, CHCl5) para e.e. 98%, sem relatos na literatura.

Ester de Mosher: Propanoato de (R)-[(R)-1-(2,4-dimetilfenoxi)-2-propan-2-il]-3,3,3-
trifluoro-2-metoxi-2-fenila. (Reacdo com (R)-MTPA-CI)

'H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,49 (d, J 6Hz, 3H); 2,09 (s, 3H); 2,25 (s, 3H). 3,56 (s,
3H); 3,98 (m, 2H); 5,56 (m, 1H); 6,62 (d, J 6 Hz, 1H); 6,93(d, J 12 Hz, 2H); , 7,34(m, 4H);
7,55 (d, J 6 Hz, 2H).

Ester de Mosher: Propanoato de (S)-[(R)-1-(2,4-dimetilfenoxi)-2-propan-2-il]-3,3,3-
trifluoro-2-metoxi-2-fenila. (Reagdo com (S)-MTPA-CI)
'H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,43 (d, J 6Hz, 3H); 2,30 (s, 3H); 2,19 ( s, 3H). 3,60 (s,

3H); 4,02 (m, 2H); 5,23 (m, 1H); 6,70 (d, J 6 Hz, 1H); 6,97 (d, J 12 Hz, 2H); , 7,45(m, 3H);
7,55 (d, J 6 Hz, 2H).

Ester de Mosher: Propanoato de (R)-[(R)-1-(2-metilfendxi)-2-propan-2-il]-3,3,3-
trifluoro-2-metoxi-2-fenila. (Reacdo com (R)-MTPA-CI)
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'H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,44 (d, J 6Hz, 3H); 2,13 (s, 3H). 3,57 (s, 3H); 4,04 (m,
2H); 5,57 (m, 1H); 6,74 (d, J 9 Hz, 1H); 6,88(t, J 15 Hz, J 9 Hz 2H): 7,32(m, 5H); 7,57 (d, J 9
Hz, 2H).

Ester de Mosher: Propanoato de (S)-[(R)-1-(2-metilfenoxi)-2-propan-2-il]-3,3,3-
trifluoro-2-metoxi-2-fenila. (Reacéo com (S)-MTPA-CI)

'H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,38 (d, J 6Hz, 3H); 2,18 (s, 3H). 3,56 (s, 3H); 4,02 (m,
2H); 5,60 (m, 1H); 6,76 (d, J 9 Hz, 1H); 6,89 (t, J 15 Hz, J 9 Hz, 1H); 7,14 (s, 1 H); 7,31(m,
4H); 7,56 (d, J 6 Hz, 2H).

Ester de Mosher: Propanoato de (R)-[(R)-(1-naftalen-1-iloxi)-2-propan-2-il]-3,3,3-
trifluoro-2-metoxi-2-fenila. (Reacdo com (R)-MTPA-CI)

'H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,56 (d, J 6Hz, 3H); 3,56 (s, 3H); 4,21 (m, 2H); 5,75
(m, 1H): 6,73 (d, J 6 Hz, 1H); 7,22 (m, 2H); 7,36 (d, J 6 Hz 2H); 7,46 (m, 3H), 7,54 (d, J 9
Hz 2H); 7,79 (d, J 9 Hz 1H), 8,14 (d, J 9 Hz, 1 H).

Ester de Mosher: Propanoato de (S)-[(R)-(1-naftalen-1-iloxi)-2-propan-2-il]-3,3,3-
trifluoro-2-metoxi-2-fenila. (Reacdo com (S)-MTPA-CI)

'H RMN (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,36 (d, J 6Hz, 3H); 3,60 (s, 3H); 4,32 (m, 2H); 5,79
(m, 1H); 6,78 (d, J 6 Hz, 1H); 7,22 (m, 2H); 7,34 (m, 3H): 7,43 (m, 2H), 7,57 (d, J 9 Hz 2H);
7,82 (d, J 9 Hz 1H), 8,23 (d, J 9 Hz, 1 H).

5.11 Condicdes de analise

Composto Cromatografo Coluna Temperatura Tempo de retengédo
rac-3a CP-chirasil-dex 100 °C; 0,5 (R)-3a -62,3 min/ (S)-
rac-4a 25mx0.25mm °C/min. 130 °C 3a- 62,8 min; (R)-4a -

CG/DIC x025um,05) (5 min); 5 73,6 min/ (S)- 4a- 71,0
°C/min. 140 °C (5 min

min.)
rac-3b IA - 0,3 mL/min (R)-3b -22,2 min/ (S)-
rac-4b CLAE Hex:IPA (98:2), 35°C 3a- 25,3 min; (R)-4b -
254nm 7,1 min/ (S)- 4b-

8,4min
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rac-3c
rac-4c

rac-3d
rac-4d

CG/DIC

CLAE

CP-chirasil-dex
(25 m x 0.25 mm
X 0.25 um, 0.5)

AS-H - 0.3
mL/min Hex:IPA
(98:2) 254nm

120 °C; 1 °C/min.

135 °C (5 min.);
0,5 °C/min. 150
°C (5 min.).

(R)-3c -14,8 min/ (S)-
3c- 14,6 min; (R)-4a -
17,1 min/ (S)- 4a- 18,0
min

(R)-3d -29,3 min/ (S)-
3d- 33,3 min; (R)-4d -
13,5 min/ (S)- 4d- 12,0

min
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6 CONCLUSOES

As sinteses quimioenzimaticas do farmaco antiarritmico (R)-Mexiletina e de trés
analogos quirais com configuracdo (R) foram eficientemente realizadas com rendimentos
globais que variaram entre 13 e 36%. A etapa chave em cada uma das sinteses envolveu a
resolucdo cinética dos acetatos racémicos 4a-d mediada por lipases, levando aos produtos (R)-
alcoois 3a-d e aos (S)-acetatos 4a-d remanescentes, com altos valores de conversao (50%) e
de enantiosseletividade (E entre 115 e > 200). As lipases mais eficientes na resolucéo cinética
do acetato rac-4a, via reacdo de hidrdlise, foram a lipase de T. lanuginosus imobilizada em
immobead 150, Amano lipase de P. fluorencens e C. antarctica CAL-B (Novozym 435).

Na resolucdo cinética do alcool rac-3a, via reacdo de acetilacdo, a lipase de T.
lanuginosus imobilizada em immobead 150 foi a mais eficiente, na presenca de tolueno como
solvente, com uma relagcdo enzima/substrato (0,5:1), a 30 °C e em 15 minutos de reagéo,
levando ao produto (R)-acetato 4a e ao substrato remanescente (S)-alcool 3a com 95% e 94%
de excesso enantiomérico, respectivamente, com uma conversaio de 50% e
enantiosseletividade (E) de 139. O estudo do reuso da referida lipase em tolueno mostrou que
ocorre lixiviagdo da enzima, ja no segundo ciclo reacional, levando a diminuicdo da atividade
e seletividade. E possivel concluir que a resolugdo cinética via reacdo de hidrolise foi mais
eficiente em relacéo ao processo realizado via reacdo de acetilacao.

A resolucdo cinética do acetato rac-4a, via reacdo de hidrolise, foi eficiente na
presenca da lipase de T. lanuginosus imobilizada em immobead 150, Amano lipase de P.
fluorencens e C. antarctica CAL-B (Novozym 435). Com tais enzimas, e utilizando um meio
de tampdo fosfato (pH 7,0), acetonitrila (4:1 v/v), propor¢do enzima:substrato (2:1, m/m), a
uma temperatura de 30 °C, em 24 h de reacdo, foram obtidos o (R)-alcool 3a e o (S)-acetato
4a remanescente com valores de excesso enantiomérico >99%, conversdo de 50% e
enantiosseletividade (E) > 200.

Para o éster rac-4b, a resolucdo cinética foi eficaz na presenca da Amano lipase
de P. fluorencens, em 24 horas de reacdo, a 30 °C, relacdo enzima:substrato (2:1), em um
meio de tampéo fosfato (pH 7,0):acetonitrila (4:1 v/v), com obtencéo do o (R)-alcool 3b e o
(S)-acetato 4b remanescente com valores de excesso enantiomerico de 98% , conversdo de
50% e enantiosseletividade (E) > 200.

Para o substrato rac-4c a resolucdo cinética foi promissora com a lipase T.
lanuginosus imobilizada em immobead 150, em tampé&o fosfato (pH 7,0) sem co-solvente, a

30°C e 24 horas de reacéo, relacdo enzima:substrato (2:1), com obtencdo do o (R)-alcool 3c e
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0 remanescente (S)-acetato 4c com valores de excesso enantiomérico de 94% , conversdo de
50% e enantiosseletividade (E) de 115.

Para o acetilado rac-4d a reacdo enzimatica foi eficaz em Amano AK lipase de
P. fluorencens, utilizando um meio de tampdo fosfato (pH 7,0), acetonitrila (4:1 v/v),
proporcdo enzima:substrato (2:1, m/m), a uma temperatura de 30 °C, em 48 h de reagdo, com
obtencdo do (R)-alcool 3d (e.e. 95%) e do remanescente (S)-acetato 4d (e.e. > 99%),
conversao de 50% e enantiosseletividade (E) > 200.

A resolucdo cinética, via hidrolise, do rac-4a foi realizada com a lipase T.
lanuginosus imobilizada em nanoparticulas de ferro. Neste caso, a resolucdo cinética foi
eficiente na presenca da referida lipase imobilizada em nanoparticulas de ferro (SPMN-ION
BPEI), em um meio de tampdo fosfato (pH 7,0):THF ou éter etilico (4:1 v/v), proporc¢édo
enzima:substrato (2:1, m/m), a uma temperatura de 30 °C, em 24 h de reacdo, com obtencao
do (R)-alcool 3a e do (S)-acetato 4a remanescente com valores de excesso enantiomérico >
99%, conversdo de 50% e enantiosseletividade (E) > 200.

Os valores de rotacdo Optica especifica para os alcoois 3b-d obtidos nas
resolucdes cinéticas dos respectivos acetatos racémicos rac-4b-d, via reacdo de hidrdlise,
mediada por lipases, ndo estdo descritos na literatura. Portanto, através do método de Mosher
por dupla derivatizacdo, foi possivel concluir que nas resolucGes cinéticas foram obtidos os
(R)-alcoois 3b-d e os remanescentes (S)-acetatos 4b-d, como previsto pela regra de
Kazlauskas.

As sinteses prosseguiram a partir dos intermediarios (S)-acetatos 4a-d, 0s quais
foram hidrolisados aos correspondentes (S)-alcoois 3a-d, com rendimentos entre moderados e
bons (58 a 70%). Na etapa seguinte, os (S)-alcoois 3a-d foram submetidos a uma reacéo que
envolveu inversdo da configuracdo, levando as azidas (R)-5a-d, com rendimentos que
variaram entre 60 e 84%. Finalmente, na Gltima etapa, as azidas (R)-5a-d foram convertidas
nas correspondentes aminas (R)-6a-d, em rendimentos que variaram entre 65% e 95%.

Particularmente, nesta etapa, a (R)-Mexiletina 6a foi obtida com rendimento de 90%.
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ANEXOS
RMN *H de 2a (300 MHz, CDCls)
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RMN *H de rac-3a (300 MHz, CDCl5)
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RMN *3C de rac-3a (75 MHz, CDCls)
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Cronograma obtido por CG do rac-3a
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RMN *H de rac-4a (300 MHz, CDCl5)
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RMN = C de rac-4a (75 MHz, CDCls)
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Cronograma obtido por CG do rac-4a
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RMN *H de rac-5a (300 MHz, CDCl5)
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RMN *3C de rac-5a (75 MHz, CDCl5)
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Espectro Infravermelho rac-5a
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RMN *H de rac-6a (300 MHZ CDCls)

mEELAEE T TS E T WP TR WM == = -
kol o o el S - R e e L o T —=

E]
A
A
A
A
A
Al
A
4
3
il
1}
L]
L]
L]
Ll
A0
h
Kl
ki
L]
K]
K]
El
A
Al
K]
K]
K]
A
3129
— 14l
=143

L2
1: i

sq8

6a

Ik e\

T 4 A WA




RMN *3C de rac-6a (75 MHz, CDCl5)
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Espectro infravermelho 6a
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RMN *H de 2b (300 MHz, CDCls)
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RMN *3C de 2b (75 MHz, CDCl5)
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RMN *H de rac-3b (300 MHz, CDCls)
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RMN *3C de rac-3b (75 MHz, CDCls)
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Espectro infravermelho 3b
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Cromatgrama obtido por CLAE do rac-3b.
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RMN *3C de rac-4b (75 MHz, CDCl5)
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Cromatograma obtido por CLAE do rac- 4b
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RMN *H de rac-5b (300 MHz, CDCls)

NSNS SO R X %KX ANYTONOAAANN S0

o~ 0~ 0888 TFEFANAAANBAANN A== === 0000

o — A \D (= [« 801\ VO = O\
a8 S& & S S SE 33 & aanaann®
ol ~ OO oo T T on n NN

|
WM
=N e ﬁ Fﬁ .

T T 1 l 1 L 1 L L U T
73 72 71 70 69 68 67 66 65 ppm 4,05 400 3.9 385 ppm

ECEE EENETENE




RMN *C de rac-5b (75 MHz, CDCls)

o) oA~ ~
n oOM— 0 o N M~ [} oM<
< ~OoN© — ©N® O L © <™
B 5888 .= NS 8 gee
N3
o.__h_
ba
I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

141



88 J
87 ]
86 J
85 J
84
B30

203503

Espectro infravermelho 5b

213095

g 68

1504 87

113509

122675

125503

L0 B8

104134

80207

TEL.01

0000

J600 3200 2800

2400 2000 1800

ol

16040 1300

1200

1000

200

G300

142



RMN *H de rac-6b (300 MHz, CDCls)
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RMN *3C de rac-6b (75 MHz, CDCl5)
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Espectro infravermelho 6b
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RMN ! H de 2¢ (300 MHz, CDCls
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RMN *3C de 2¢ (75 MHz, CDCl;

3 E 8% 8 3 Ot ® ©
© S eR = = R 3 9
g 8 B & F RREQ g o
o
QO%
2c

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



Espectro infravermelho 2c

3071.42

45 |
43.0

1605.50
1591.26

Fl1296

172016

1230.90

149368

112421

T49.52

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000

1200 1600 1400 1200 1000 0O 650.0

cm-1

148



149

RMN *H de rac-3c (300 MHz, CDCls;
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RMN *3C de rac-3c (75 MHz, CDCls)
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Cromatograma obtido por CG do rac-3c
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RMN! H de rac-4c (300 MHz, CDCls)

oooooooooooooo
A== = 0% xR anmad

[ Sl oS- Yo R YooY i

XN AN N

= nos
—— Sooco

4.02
-< 401
4.00

,A,#Mt_huk Mﬁww

ElEE E B LI

153



154

RMN *3C de rac-4c (75 MHz, CDCls)
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Espectro infravermelho 4c
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RMN *H de rac-5 (300 MHz, CDCl5)
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RMN *3C de rac-5¢c (75 MHz, CDCls)
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Espectro infravermelho 5¢
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RMN *C de rac-6¢ (75 MHz, CDCls)
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RMN *H de 2d (300 MHz, CDCls)
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RMN C de 2d (75 MHz, CDCl5)
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Espectro infravermelho 2d
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RMN *H de rac-3d (300 MHz, CDCls)
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RMN *3C de rac-3d (75 MHz, CDCls)
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Cromatograma obtido por CLAE rac-3d
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RMN H de rac-4d (300 MHz, CDCly)
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Espectro infravermelho 4d

75

7
308428 O\
298271 393575

1628.65

{
1508.77

1595.54 | |
1457.90

1580.08

~

/
1392.41
1371.28

1734.16

1269.68

1230.80

l
\ ns729} ||

/
!\.'
|

—

[ (\ .E&.n

106839
1101.57

/\r v
i

N
979.70 959.60

mni‘ ﬂ

829.39

b

»m

769.32

2800 2400

1600 1400

1800
cm-1

2000

1200

1000

800 650.0

172



173

Cromatograma obtido por CLAE do rac-4d
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RMN *H de rac-5d (300 MHz, CDCl5)
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RMN *3C de rac-5d (75 MHz, CDCls)
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RMN *H de rac-6d (75 MHz, CDCls)
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RMN *3C de rac-6d (75 MHz,CDCl5)
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Espectro infravermelho 6d
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