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RESUMO

Titulo: Sintese de Novas Amidas Graxas: Estudo da Influéncia da Variacao
Estrutural na Atividade Antituberculose

Autor: Caroline Da Ros Montes D’Oca

Orientador: Marcelo Gongalves Montes D’Oca

A atividade biologica das amidas graxas tem sido amplamente estudada por
diversos grupos de pesquisa. Estes compostos sdo considerados atualmente como
uma nova familia de lipideos biologicamente ativos em virtude das propriedades
farmacoldgicas a que estdo associados. Este trabalho descreve a sintese das amidas
graxas 66-67a-e, derivadas dos acidos graxos palmitico, estearico, oleico, linoleico e
ricinoleico e das aminas benzilamina e a-metilbenzilamina. Para tanto, foram utilizados
dicicloexilcarbodiimida (DCC) como agente de acoplamento para formacao da ligacao
C-N e dimetilaminopiridina (DMAP), em rendimentos que variaram de 60-80% a
temperatura ambiente.

ApGs a sintese dos compostos, investigou-se 0 comportamento dissociativo
das amidas graxas por espectrometria de massas juntamente com compostos
derivados da etanolamina, pirrolidina, morfolina e piperidina, sintetizadas
anteriormente pelo grupo. Todas as amidas estudadas apresentaram fragmentos
resultantes do rearranjo de MclLafferty. Porém, as amidas terciarias puderam ser
diferenciadas pela formagao do ion N-acilio, que nao foi observado para as amidas
secundarias.

A atividade antimicobacteriana desta classe de compostos foi investigada
frente as cepas de Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv, M. tuberculosis resistente a
Rifampicina e M. tuberculosis resistente a Isoniazida, para os quais pronunciado efeito
foi observado. Os melhores resultados foram obtidos para amidas graxas derivadas de
cadeias insaturadas e de aminas ciclicas, podendo-se observar claramente a
influéncia da presenca e orientagdo dos centros assimétricos sobre os dados
observados. A ricinoleilpirrolidilamida (R)-30d, derivada do &cido ricinoleico e da
pirrolidina demonstrou a melhor atividade para as trés linhagens testadas.
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ABSTRACT

Title: Synthesis of new fatty acid amides: influence of structural variation on anti-
tubercular activity

Author: Caroline Da Ros Montes D’Oca

Advisor: Marcelo Gongalves Montes D’Oca

Recent biochemical and pharmaceutical studies established different fatty acid
amides as a new family of biologically active lipids. This work report the synthesis of
new amides 66,67a-e obtained from the reaction between palmitic, stearic, oleic,
linoleic and ricinoleic fatty acids (FFA) families with benzyl and methylbenzyl amines. In
this way, dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP) were
used as coupling agent and catalyser, respectively. The fatty acid amides were
obtained in yields of 60-80%.

The dissociative behavior of fatty acid amides was studied by Mass
Spectroscopy by 70 eV electron ionization (El) using a GC-MS and collision induced
dissociation (CID) using a Q-TOF with electrospray ionization (ESI). All the tested
compounds showed, as base signals, the ions produced by McLafferty rearrangement.
Tertiary fatty acid amides had show an N-acylium ion (RoN-CQO"), different of secondary
fatty acid amides.

The fatty acid amide anti-tubercular activity was investigated for the first time,
against Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv, M. tuberculosis resistant to rifampicin and
M. tuberculosis resistant to isoniazide. The fatty acid amide (R)-30d, derivated of FFA
18:1,0H and the pyrrolidinil amine, showed the more effective biological activity against
the three kinds of bacteria.
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Introducgéao

1. INTRODUGAO

A sintese de amidas graxas representa um campo de interesse para a
quimica organica, por apresentarem grande aplicacdo farmacolégica e por
estarem sendo citadas recentemente na literatura como uma nova familia de
lipideos biologicamente ativos'. As amidas graxas mais estudadas e citadas na
literatura sdo a anandamida, derivada do acido araquidénico e da etanolamina,
e a oleamida derivada do acido oléico. A atividade biolégica destes compostos
tem sido foco de trabalho de diferentes grupos de pesquisa. Entretanto, poucos
sao direcionados a sintese propriamente dita e a otimizacao tecnoldgica dos
processos.

As propriedades farmacolégicas das amidas graxas sao estudadas em
muitos sistemas do organismo. Estes compostos sdo associados a regulacao
do sistema cardiovascular, nervoso, digestivo, metabdlico, reprodutivo e
imune®. Estudos indicam efeitos supressivos, exemplificados pela diminuigao
da contratilidade do coragado, vasorrelaxacdo, neuroprotecdo em condicoes
neurolégicas cronicas e efeitos antiinflamatérios®. Uma série de amidas
derivadas de longas cadeias graxas vem sendo estudadas por seus efeitos na
proliferacao de células de cancer in vitro e esta agao tem sido demonstrada por
ser dependente de trés fatores: a cadeia graxa, o grupo amino e o tipo de
célula®.

Este trabalho trata da sintese de benzilamidas e de o-
metilbenzilamidas graxas a partir de diferentes acidos graxos constituintes de
fontes renovaveis, investigando a relagcdo entre variagdes estruturais e
influéncia de centros assimétricos na atividade antituberculose testada.

Com o objetivo de investigar o comportamento dissociativo de
diferentes amidas graxas, em colaboracdo com o Laboratério de Analises de
Compostos Organicos e Metais — LACOM, da Universidade Federal do Rio
Grande e do Laboratério Thomson de Espectrometria de Massas da UNICAMP
submetemos a analise por GC-MS e ESI-MS-MS amidas graxas derivadas de
aminas ciclicas e aciclicas sintetizadas neste trabalho em produgdes anteriores
do grupo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Atividade Bioldgica de Amidas Graxas

O grupo funcional amida € comum em moléculas sintéticas ou de
ocorréncia natural e esta presente em diversos produtos farmacéuticos com
aplicagdo em clinica médica (Figura 1)°. Estima-se que a fungdo amida faca
parte da constituicdo quimica de mais de 25% dos farmacos conhecidos.” Este
grupo funcional também esta presente em moléculas essenciais a vida, tais

como ceramidas, glicoesfingolipideos, lipideos N-acilados e lipoproteinas

bacteriais®.
X i
HN™  "CHj, HNJ\CH3 0
NH,
OH
OCH20H3 OH
Fenacetina Paracetamol Salicilamida Tetraciclina
OH
HO,C
(@)
NH ., . COsH
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®
O F NH,
Atorvastatin Lisinopril

Figura 1 - Exemplos de farmacos que apresentam a fungdo amida.

Os derivados graxos nitrogenados também vém ganhando importancia
econbmica e tecnoldgica devido as propriedades associadas as longas cadeias
carbdnicas, o que permite seu uso como detergentes, agentes antiestaticos,
inibidores de corrosdo, tensoativos entre outras aplicagdes industriais®.

Outro fator importante esta relacionado a estabilidade metabdlica que a
ligacdo N-C apresenta. A funcdo amida também confere a molécula a
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capacidade de estabelecer interacdes de hidrogénio e aumentar a solubilidade
dos compostos no meio'°.

Recentemente as amidas graxas vém sendo citadas na literatura como
uma nova familia de lipidios biologicamente ativos'' por apresentarem, além
das aplicacdes tecnoldgicas'?, importantes atividades bioldgicas'. Neste caso,
as diferentes propriedades, como por exemplo, regulacdo do sistema
cardiovascular, nervoso, digestivo, metabdlico, reprodutivo e imune®, estdo
também relacionadas & presenca das cadeias graxas'* '°.

Estes compostos tém sido naturalmente encontrados em vegetais
terrestres e aquaticos, em animais e microorganismos. No reino vegetal, estao
presentes nas algas Rizoclonium hierogliphicun®, Zoostera marina'® e Sebastes
mentella'’, nos vegetais Lepidium meyenii (maca)'® e Zanthoxylum sp'®. No
reino animal, as amidas graxas podem ser encontradas na esponja marinha
Haliclona (Reniera) sp?®, em mamiferos como por exemplo, em barbatanas de

21,22,23,

baleias, no fluido cerebroespinhal de gatos e ratos no plasma

sanguineo®, no tecido adiposo®, no cérebro, olhos, figado, intestino e outros

tecidos de ratazanas e porcos?®?7:28:29.30

.Existem ainda algumas amidas
graxas, como as N-aciletanolamidas, que foram detectadas em pequenas
quantidades em diversos tecidos e células de mamiferos®'.

O estudo das amidas graxas teve inicio na década de 1950 quando foi
descoberta a atividade antiinflamatéria de algumas fracdes do 6leo de
amendoim, da lecitiha de soja e de gemas de ovos®. O principio ativo
responsavel por essas acgdes foi atribuido a N-palmitoiletanolamida (1)®, a
primeira amida graxa isolada’.

A identificacdo de duas outras amidas graxas biologicamente ativas, N-
araquidonoiletanolamida (2, anandamida, AEA) e a cis-oleamida (3, c-OA),
abriu caminhos para a investigacdo da atividade, propriedades, sintese e
isolamento de novas amidas graxas (Figura 2)**. Contudo, AEA e c-OA sao
apenas as mais estudadas e os membros mais conhecidos de uma grande
familia de lipideos biologicamente ativos'.

A anandamida (2) e outras amidas graxas poliinsaturadas derivadas da
etanolamina atuam no deslocamento de ligantes canabin6ides em sitios da
membrana cerebral, agindo em canais de calcio e também produzem

hipotermia, catalepsia, analgesia, hipoatividade, além de influenciar a cognigao,
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a atividade motora e imunorreacdo®2%"_A AEA que também foi encontrada
no tecido cerebral de mamiferos e no chocolate®® mostrou ser capaz de aliviar
a ansiedade e induzir estados de tranqiilidade e relaxamento®. A N-
palmitoiletanolamida (1), biossintetizada pelo organismo durante inflamacgdes e
em tecidos em estado de putrefacdo é associada a efeitos analgésicos e

antiinflamatorios*®442,

Também por apresentar a mesma atividade, o
mecanismo de acao da N-esteariletanolamida (4) homéloga de 1, tem sido
exaustivamente estudado®. Estudos relatam a aplicacdo da oleiletanolamida
(5, OEA) no tratamento da infertilidade idiofatica como protetora das células
esperméticas humanas*. A OEA é ainda citada como reguladora do apetite®,
indutora de saciedade®, lipolitica*” e redutora do peso corporal em roedores*®.

Nao s6 as etanolamidas tém sido exaustivamente estudadas, a cis-
oleamida (3), é reportada na literatura como indutora do sono®® e mais
recentemente, relacionada a atividades neurais como hipomotilidade e

hipotermia (Figura 2)°.

OH
OH

Figura 2 - Amidas graxas biologicamente ativas, N-palmitoiletanolamida (1), anandamida (2),

cis-oleamida (3) , N-esteariletanolamida (4), oleiletanolamida (5), dopamida graxa (6).

As dopamidas graxas poliinsaturados derivadas da dopamina, como 6
(Figura 2) por exemplo, s&o citadas na literatura como causadoras de
hipotermia, catalepsia, analgesia, além de atuarem como potentes agentes
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anoréxicos®'. Outros estudos relatam a atividade das dopamidas graxas na
inibicio em cerca de 90% da proliferacdo de células de cancer’®. Neste
mesmo trabalho os autores investigaram a agao inibitéria de N-acilamidas (7),
N-aciletanolamidas (8), N-acilaminoacidos (9) e N-acil butilaminoacidos (10) em
células de cancer de mama, cancer cervical, de pulméao e macréfagos tumorais

(Figura 3).
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Figura 3 - Amidas graxas testadas na inibicdo de células de céancer: N-acilamidas 7, N-

aciletanolamidas 8, N-acilaminodcidos 9 e N-acil butilamino&dcidos 10.

Esta acdo demonstrou ser dependente de trés fatores: a cadeia graxa,
a porcao nitrogenada da molécula e o tipo de célula avaliada, mostrando que o
estudo das amidas graxas € um campo de crescente interesse na pesquisa de
oleoderivados nitrogenados®.

2.2 Sintese de Amidas Graxas

As amidas sao tipicamente sintetizadas a partir da condensacéao de
acidos carboxilicos e aminas. Contudo, a reagdo entre estes dois grupos
funcionais ndo ocorre espontaneamente, pois de maneira geral, acidos
carboxilicos 11 reagem com aminas formando sais a temperatura ambiente. A
transformacado destes sais em amidas 12 requer aquecimento vigoroso
(Esquema 1), que pode ser incompativel com a presenca de outros grupos

funcionais ou centros assimétricos™.
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Esquema 1 - Sintese de amidas a partir de acidos carboxilicos.
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Por esta razdo, € necessaria a conversdao do &cido carboxilico em
grupos funcionais mais reativos’ (Esquema 2) e estas transformacgdes tem
sido extensivamente estudadas®®. Em geral, estes procedimentos baseiam-se

57,58

na conversdo do acido carboxilico em haletos de acila®, anidridos ou

ésteres™ e muitas metodologias para esta ativacao sdo descritas na literatura.
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Esquema 2 - Ordem de reatividade dos derivados de acidos carboxilicos.

Uma metodologia amplamente utilizada é a conversdao do acido
carboxilico em cloreto de acila 15 na presenga de cloreto de tionila (SOClI,, 13),
cloreto de oxalila (COCI,, 14), tricloreto de fésforo (PCls), oxicloreto de fésforo
(POCI3) ou pentacloreto de fésforo (PCls)® (Esquema 3).
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Esquema 3 - Mecanismo formacgéo cloreto de acila utilizando cloreto de tionila 13 ou cloreto de
oxalila 14.

Um reagente muito utilizado na formagcdo de haletos de acila para a
sintese de amidas em maior escala é o 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazeno, ou cloreto
ciandrico (16)%°°'. Neste processo, apenas 0,33 equivalentes do ativante 16
sdo utilizados, diminuindo o consumo de reagentes e a geracdo de
subprodutos, que podem ser facilmente removidos por filtracdo e lavagem

basica (Esquema 4).
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Esquema 4 - Mecanismo formagéo cloreto de acila utilizando cloreto ciandrico 16.

Apbs a formacao do cloreto de acila 15, a sintese da amida 17 ocorre
pela adigdo da correspondente amina ao meio reacional (Esquema 5). Uma
base adicional, como por exemplo, trietilamina ou diisopropiletilamina (base de
Hlnig), sdo usualmente utilizadas para neutralizar o HCI formado e evitar a

conversao da amina em seu sal nao reativo.
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Esquema 5 - Amindlise de cloreto de acila.

Normalmente, os agentes acilantes sdo sensiveis a presencga de agua
e meio aquoso. Entretanto, os haletos de acila sédo tolerantes a adicédo de
NaOH aquoso ao meio reacional - condicdes de Schotten-Baumann — que
garante a neutralizacdo do sal quaternario® aumentando os rendimentos na
formacao da amida 17 (Esquema 6).

(O (0] 0

P cr M

RNCl 4 HN-R > R7> RN-R > RZON-R o+ M
H
H
17

+ -
HN-R . H* . HN-R O pyNR o RON-R

Esquema 6 - Sintese de amidas nas condi¢bes Schotten-Baumann.
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A sintese de amidas graxas a partir de cloreto de acila foi proposta por
Bezuglov e colaboradores'. Em seu trabalho, o autor descreve o uso de SOCI,
13 (10 equiv., benzeno, 50°C) ou cloreto cianurico 16 (1 equiv., Py, MeCN, t.a.)
para a sintese de dopamidas graxas a partir de acidos graxos poliinsaturados
18a-d obtendo a dopamida graxa 6 em um tempo total de 20 h com

rendimentos inferiores a 40% (Esquema 7).
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Esquema 7 - Sintese de dopamidas graxas via haleto de acila.

O uso de fluoretos de acila para a sintese de amidas também é
descrito. O deoxo-fluor (MeOEt).NSF; (19) tém sido usado para converter 0s
acidos carboxilicos em fluoretos de acila, sem a necessidade de adigao de

1. Esta metodologia foi empregada na sintese de

base ao meio reaciona
amidas graxas, através da formacéo in situ do respectivo fluoreto de acila graxo
que, ap0ls reagir com a amina levou a formagao dos produtos em excelentes
rendimentos®® (Esquema 8). Contudo, além de seu alto custo, a aplicagdo em
procedimentos que empreguem aminas impedidas é limitada em funcédo da

formacao de subprodutos resultantes de reacdes paralelas.

o SF3 o
A weo™ M I R
OH + HN-R 19 - RN
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20a-c 90-99% 21a-c
a, acido palmitico R'=CH; CH,CH;

b, &cido estearico
¢, acido linoleico

Esquema 8 - Sintese de amidas graxas via fluoreto de acila.
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Outra metodologia classica para a sintese de amidas envolve o uso de
carbonildiimidazéis (CDI, 22)%. Esta reacdo, que leva a formagao de imidazol
(23) e da espécie ativada (24) ocorre em cerca de uma hora (Esquema 9),

podendo ser utilizada para a sintese de amidas 17 em maior escala®.

R (0} H/N N
23 /
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Esquema 9 - Sintese on-pot de amidas graxas via carbonildiimidazol 22.

O uso de 22 também foi proposto por Bezuglov para a sintese de
dopamidas graxas'?. Foram utilizados 1,2 equivalentes do agente ativante, a
22°C em MeCN por 20 h. Os rendimentos ndo ultrapassaram 40%.

A ativacao de acidos carboxilicos também pode ocorrer pela conversao
destes em anidridos 27, que sao capazes de reagir com nucleéfilos como
alcodis, tibis e aminas. Os anidridos, simétricos ou assimétricos, sao
geralmente preparados em uma etapa antecedente a reacao de amidacgéo, pela
condensacdo de duas moléculas do acido carboxilico na presenca de um
agente desidratante, como dicicloexilcarbodiimida (DCC 25), fosgénio,
difosgénio ou metoxiacetileno® (Esquema 10). As carbodiimidas, como DCC,
por exemplo, sao freqlientemente usadas para sintese de amidas, anidridos ou
ésteres®® e na sintese de peptideos por apresentar condicdes reacionais
brandas e um protocolo experimental simples, preservando a integridade dos

centros assimétricos®.
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Esquema 10 - Preparacéao de anidridos com uso de DCC 25.

Segundo o mecanismo proposto®, o acido carboxilico reage com o DCC
(25) para formar a O-acilisouréia 26. Este intermediario pode reagir diretamente
com a amina e formar a amida ou reagir com outra molécula de acido e formar
0 anidrido 27 eliminando como subproduto a dicicloexiluréia (DCU). Em uma
segunda etapa, o anidrido formado reage com a amina de interesse, sem a
necessidade de base adicional para a formagéo da amida 17 (Esquema 11).
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Esquema 11 - Sintese de amidas a partir de anidridos.

De acordo com a literatura, Khan'® utilizou carbodiimidas para a sintese
de amidas graxas. Em seu trabalho, o autor descreve a reacdo entre a
benzilamina (28) e o acido cis-15-Z- tetracosendico (29) com emprego de 25 e
dimetilaminopiridina (DMAP, 30) na sintese da N-benzil-15-Ztetracosenamida

(31), amida graxa encontrada no vegetal Lepidium meyenii (Esquema 12).
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Esquema 12 - Sintese da N-benzil-15-Z-tetracosenamida (31) na presenca de DCC (25) e
DMAP (30).

\ ~

Z
/

Ranger e colaboradores®” descrevem o uso de 1-etil-3-(3-dimetilamino)
carbodiimida, EDC (33) para a sintese de amidas graxas. A reacao foi realizada
a temperatura ambiente em um tempo total de 48 h. Com o uso de EDC, a

uréia formada pode ser removida por simples lavagem. (Esquema 13)

CHs, 0

o) CH,
33
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32
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Esquema 13 - Sintese de amidas graxas na presenca de EDC.

O uso de anidridos assimétricos ou anidridos mistos também pode ser
aplicado na preparagéo de amidas 17. A reatividade dos centros eletrofilicos
pode ser prevista em funcdo da natureza quimica dos compostos, como no
anidrido etéxicarbonilico (36)°, por exemplo, gerado a partir do cloroformato de
etila (35)%%. O centro eletrofilico carboxilico a é mais reativo frente ao ataque do
nucledfilo que o centro eletrofilico do carbonato b, pois € menos estabilizado

por ressonancia (Esquema 14).
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Esquema 14 - Sintese de amidas a partir de anidrido etdxicarbonilico (36).

Em publicacao recente, Yoon e colaboradores propuseram o uso de
dietilclorofosfato (37) e 4,5-dicloropiridazin-3(2H)-ona (38) para esterificagéo ou
amidacdo de &cidos carboxilicos® via anidrido misto. Este método envolve a
formacao de uma espécie ativada 39 a partir da reacao de 37 com 38. Esta
espécie reage entdo com o acido carboxilico, formando o anidrido (40), que
sofre subsequiente ataque nucleofilico do alcool ou amina para formacao de
ésteres ou amidas respectivamente (Esquema 15). Em ano seguinte, McNulty
e colaboradores propuseram uma modificacdo nesta metodologia, propondo a
esterificacdo ou amidacao direta de acidos carboxilicos utilizando apenas 37 e

piridina®"
Cl
Cl
=
RCO,H
P\OEt + BN n T, J\ P ~OEt
C / e
MeCN, 96% 0 'Tl Et3N 97% OEt
_P—OEt
37 38 0”7\ R'OH /
OEt R'NH,
39
X i
/RI /R’
R (0) ou R)J\N

17

Esquema 15 - Sintese de amidas e ésteres a partir dietilclorofosfato (37).

Outra metodologia propés o uso do anidrido ciclico do acido
propilfosfonico (PPAA, 41)%. A reagdo ocorreu sob agitagdo & temperatura
ambiente, nas propor¢des molares de 4:1,2, acido graxo:PPAA formando o
anidrido misto como intermediario que, posteriormente, reagiu com 1,2
equivalentes das respectivas aminas para a sintese das amidas graxas em
rendimentos de 65-75%. Segundo a literatura este reagente possui a vantagem

de ser menos téxico que os demais utilizados na sintese de anidridos™ e é
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especialmente utilizado na sintese de peptideos a partir de aminoacidos
estericamente impedidos (Esquema 16).

05,0, 1.0
PR
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R OH *+ aminas _~ o R X
42a-e Et:N 43a-e
65-75%
Acidos: Aminas:
a, acido trans-2-undecendico 4-metoxianilina
b, acido 10-undecendico 4-metoxibenzilamina
¢, acido erucico 4-metoxi - phenetilamina
d, a’cjdo oIeico_ . 3,5-di-metoxibenzilamina
e, acido araquidénico 2,4-di-metoxibenzilamina

4-(4-morfolino)anilina

Esquema 16 - Sintese de amidas graxas utilizando PPAA.

O uso do PPAA para ativacado de acidos graxos também foi investigado
na presenca de acetonitrila e trietlamina a temperatura ambiente para
formacdo de hidroxilamidas graxas’’. O anidrido misto formado a partir do
acido oléico (44) reagiu com o cloreto de hidroxilamina durante 12h gerando a
respectiva hidroxilamida graxa 45 (Esquema 17, Tabela 1).

0] 0]

41
— _— — _OH
MLOH NH,OH.HCI MH

45
44 35-85%

Esquema 17 - Sintese de hidroxilamida graxa 45.

Tabela 1 - Rendimentos para a sintese de hidroxilamida graxa 45

Entrada NH,;0H.HCI (equiv.) Solvente Rendimento (%)
1 1 CHxCl; 35
2 2 CH.Cl, 41
3 2 EtOAc 53
4 1 MeCN 76
5 2 MeCN 85

Guo e colaboradores investigaram condicées reacionais brandas de
amidacao a partir de diésteres (46) e monoésteres empregando acidos de
Lewis como catalisadores® (Esquema 18). Os ésteres alquilicos embora nao

sejam considerados espécies ativantes, pois sdo utilizados como grupos
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protetores podem, ser convertidos em amida sob condicdes reacionais
especificas®. Em seu trabalho os autores utilizaram MgCl,, MgBrz, Mg(OAc). e
NiCl, na presenca de varias aminas aromaticas e alifaticas (47a-f). As reacoes
foram realizadas a temperatura ambiente em rendimentos que variaram de 93-
99%. Os resultados obtidos com as diferentes aminas investigadas pelos
autores: amoénia (47c), metilamina (47b), pirrolidina (47e) e piperidina (47f)
indicaram a tolerancia do método com relagao a diferentes nucledfilos.

MeOzCﬁ MeO,C A
~ HNRR' 0089 Moo L

N CO,Me + THF, ta. N CONRR
46 47a-f 48a-f

47a(R=Bn,R'=H) X =Br; 1h; 94%

47b (R=Me; R'=H) X =Cl; 1,5 h;96%

47¢ (R=R' =H) X =Cl; 1h; 97%

47d (R=t-Bu; R' = H) X =Br; 21 h; 93%

47e (R, R' = -(CHy)4) X =Cl; 1,5h; 99%

47f (R,R' =-(CHy)5-) X =Br; 1 h; 99%

Esquema 18 - Amidacéo de diésteres catalisadas por dcidos de Lewis

O uso de ésteres ativados também foi uma alternativa para a sintese
de amidas. Estes ésteres, sintetizados a partir de acidos carboxilicos e alcodis,
além de poderem ser preparados com antecedéncia e armazenados, tém a
eletrofilicidade do carbono carbonilico aumentada em virtude da estrutura do
alcool escolhido®. Na sintese de peptideos por exemplo, os reagentes mais
utilizados geralmente como auxiliares ao DCC, sdo HOBt>* (49), p-nitrofenol
(PNF, 50)"? e pentafluorfenol (PFF, 51)"3, (Esquema 19).
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49 50 51 52

Esquema 19 — Reagentes comumente utilizados na preparacdo de ésteres ativados para

amidacéo.
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Em 1994, Carpino descreveu o uso de Hidroxi-7-azabenzotriazol
(HOAt, 52), citado por ser mais eficiente que HOBt em alguns casos mais
dificeis, como na presenca de materiais de partida estericamente impedidos,
por exemplo’. O aumento desta eficiencia pode ser explicado pela
possibilidade de quelacdo do nitrogénio piridinico durante a etapa de amindlise
(Esquema 20). O uso dos benzotriazbis necessita considerar as propriedades

explosivas que estes compostos e suas variacdes apresentam’.

NN
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R—N ../;:AO H
R 17

Esquema 20 - Quelagdo adicional com HOAt 52.

A formacao de ésteres ativados também pode ocorrer com o uso de
sais baseados na estrutura do benzotriazol, incluindo sais de urbénio/aminio,

fosfénio e iménio (Figura 4)°.

R
Yo, B % e, ROR R
- - "R

~0—y R N R R-pr ™2 ~N—
R \ﬁ R \ﬁ N W-Re R N-R, Rzo/\QN_R2

- - —IN !+ !+

R4/ R3 R4/ R3 6 R5 R4 R3 R3

Sal de Urénio Sal de aminio Sal Fosfénio Sal imonio Sal carbénio

Figura 4 - Sais associados com reagentes baseados em HOBt 49.

O primeiro sal fosfonico utilizado como reagente de acoplamento foi o
benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)-fosfénio hexafluorofosfato (BOP, 53),
também conhecido por reagente de Castro’®. Neste processo on-pot, o uso de
uma base é requerido (Esquema 21).
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Esquema 21 - Amindlise on-pot empregando BOP (53).

O acido desprotonado reage com 53 gerando uma espécie acil-fosfénio
ativada 54 e HOBt. Este, por sua vez, reage com o com 0 acido ativado,
gerando o triazoléster 55 que, na presenca da amina sofre amindlise. Este
reagente, embora muito eficiente, teve sua comercializacdo banida em funcao
da liberagdo de triamida — hexametilfosférica (HMPA, 56), altamente tdxica’’.
Em seu lugar, o benzotriazol-1-il-pirrolidinofosfonio-hexafluorofosfato (PyBOP,
57), igualmente eficiente foi desenvolvido, pois gera como subproduto 1,1°1”-
fosforiltripirrolidina 58 de menor toxicidade’® (Figura 5). Além de 57, outros sais
fosfénicos vém sendo aplicados como agentes de acoplamento na formacéao da

ligacdo amida na sintese de peptideos’®.

N\
N'N i
G . OO
PFg O\I;z N
Sl® -
57 58

Figura 5 - PyBOP 57 e seu sub-produto 1,1’,1"- fosforiltripirrolidina 58.

A sintese de amidas a partir dos ésteres ativados, contudo, é descrita
na literatura como pouco eficiente para a utilizacdo com aminas secundarias.
Este comportamento é atribuido ao impedimento estérico do éster ativado
formado, que dificulta o ataque do nucleéfilo secundario®. Além disso, embora

0os benzotriazbéis apresentem uma ampla faixa de compostos, como
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mencionado anteriormente, suas propriedades explosivas representam um
importante contraponto a ser considerado.

Novas metodologias, além dos exemplos descritos e classicamente
utilizados na sintese de amidas, vém sendo publicadas. Um exemplo é o
trabalho de Ruan e colaboradores que propuseram o uso de fenilsilano
(PhSiH3z) como ativante in situ de acidos carboxilicos para sintese de amidas e
peptideos (Esquema 22)%. As reacdes foram realizadas a temperatura
ambiente, em DMF overnight, empregando 3 equivalentes de PhSiH3, obtendo

rendimentos que variaram de 62-98%.
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62-98%, ta. R,
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OH @/\%OH o]
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Esquema 22 - Sintese de amidas com emprego de PhSiH;.
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Objetivo

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar novas benzil e metilbenzilamidas graxas, derivadas de
diferentes acidos graxos e avaliar a atividade antimicobacteriana no combate a

Mpycobacterium tuberculosis.

3.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar amidas graxas quirais e aquirais derivadas dos acidos
palmitico, estearico, oléico, linoleico e ricinoleico;

- Investigar a melhor rota de sintese dos compostos nitrogenados
graxos em estudo;

- Realizar estudos exploratérios da atividade antimicobacteriana dos
compostos sintetizados frente as cepas de Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv,
M. tuberculosis resistente a rifampicina e M. tuberculosis resistente a
isoniazida.

- Investigar o comportamento dissociativo das amidas graxas por
Espectrometria de Massas;

- Ampliar a interacdo com outros grupos de pesquisa através da
investigagdo da atividade bioldgica dos compostos, em estudos biofisicos,
bioquimicos e farmacologicos.

- Agregar valor as substancias graxas através da sintese de novos
oleoderivados nitrogenados.

18



Resultados e Discussao

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese de amidas

As benzilamidas graxas 59-61 (Figura 6), também chamadas de
macamidas ja foram isoladas dos tubérculos do vegetal Lepidium meyenii

utilizado no Peru em dietas alimentares'®®'.

(0] (0] (0]
N 1 MeO NJ\W NJ\(\%ﬁ
H H H

59 5 60 61

Figura 6 - Macamidas 59-61 isoladas no Lepidium meyenni.

Neste trabalho, investigamos a sintese de novas amidas graxas
baseados na similaridade estrutural com as macamidas, que sdo moléculas
descritas na literatura associadas a atividades biologicas importantes, como por
exemplo, regulacdo hormonal, imunoestimulante e antidepressivo, além de ser
descritas por interferir no comportamento sexual de animais como
estimulantes.

A inovagéao consistiu na variagdao dos substituintes ligados ao atomo de
nitrogénio e a sua combinacdo com as cadeias dos acidos palmitico (62a),
estearico (62b), oléico (62c), ricinoleico (62d) e linoleico (62e).

Para a sintese das amidas graxas 66a-d seguiu-se o Método A,
Esquema 23, procedimento em andamento no grupo de pesquisa. Na primeira
etapa desta metodologia os acidos carboxilicos 62a-c foram convertidos em
ésteres metilicos 63a-c por esterificacdo com MeOH e catélise acida por 4
horas a 60°C. Os rendimentos variaram entre 83-94%.

O ricinoleato de metila (63d), foi obtido a partir da transesterificagdo da

ricinoleina, principal constituinte do 6leo de mamona®®

(Ricinus comunnis)
utiizando NaOH (1%) na proporcdo molar 1:6, triglicerideo:alcool sob
aquecimento de 60°C por 1 hora. Todos os ésteres foram purificados por
coluna cromatogréfica e analisados por infravermelho, para os quais os dados

observados foram condizentes com os encontrados na literatura®. O desvio da
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luz polarizada de 63d foi medido para determinar a pureza 6ptica do composto.
A rotacdo especifica observada foi [a]p®® + 7,10 (c = 7,4% acetona), em
concordancia com o desvio descrito na literatura [a]p®® = + 7,11 (¢ = 7,4%

acetona) %.

Na segunda etapa, os ésteres metilicos graxos 63a-d foram
submetidos a amindlise com benzilamina (64), na proporcao molar 1:6, a 130°C
por 24 horas (Esquema 23). A conversao do éster metilico em amida graxa foi
acompanhada por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e os rendimentos

variaram entre 52-72%.(Tabela 2).

Método A
(@) O
RJ\OH 0 MeoH R)J\OM ]
e
62a-c 60°C, H* 63a-c HZN/\@ i
83-94% - 64 )J\
> R N
=0 NaOHA ~ R” “OMe |
O, ~N_ N 90% 63d
(0] OH
Ricinoleina
R= % on P
M

Esquema 23 - Sintese de benzilamidas 66a-d a partir de ésteres graxos 63a-d

Tabela 2 — Rendimentos Sintese de amidas 66a-d pelo Método A.

Entrada Ester Graxo Razdo Molar Amida Rendimento (%)
1 63a 1:6 66a 72
2 63b 1:6 66b 60
3 63c 1:3 66¢ 52
4 63d 1:6 66d 66

Os produtos isolados foram analisados por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) e por infravermelho, onde o

aparecimento de bandas na regido de 1640-1680 cm’', caracteristicas para
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carbonilas de amida, confirmou a formagao dos mesmos. Apds, os compostos
foram caracterizados por RMN de 'H e de '°C.

Embora a sintese das amidas 66a-d pelo Método A (Esquema 23),
tenha fornecido bons rendimentos, foi necessario o uso de excesso do
nucledfilo (Tabela 2). Visando a sintese das amidas graxas derivadas da a-
metilbenzilamina, aminas quirais de maior valor comercial, buscou-se uma
metodologia em que este reagente nitrogenado fosse utilizado em menores
quantidades.

De acordo com o exemplo ja descrito no Esquema 12 (ver pg. 11),
Khan e colaboradores'® utilizaram DCC (25) e DMAP (30) na sintese da N-
benzil-15-Z-tetracosenamida (31), amida graxa encontrada no vegetal Lepidium
meyenii. Embora os rendimentos ndo tenham sido descritos pelos autores, a
amina foi utilizada na mesma razdo molar que o acido graxo de partida. As
carbodiimidas também foram utilizadas por Ranger®’ para a sintese de amidas
graxas, exemplo descrito anteriormente no Esquema 13 (ver pg. 11).

De acordo com estes exemplos, decidimos investigar o uso de DCC
para a sintese das amidas 66-67a-e. Neste procedimento, Método B, Esquema
24, os acidos palmitico (62a), estearico (62b), oléico (62c), linoleico (62e) e
ainda acido ricinoleico (62d, obtido por hidrélise do ricinoleato de metila (63d)

foram colocados na presenca de DCC e DMAP e da correspondente amina.

(Esquema 24).

Método B

e} 0]

DCC, DMAP )J\ R
RJ\OH +  H,N-R  _DCCDMAP - RN
62a-¢ 64-65 EtN 66-67a-¢
M R N T2

M ) 13/53) (R/)65\©

Esquema 24 - Sintese de amidas 66-67a-e
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Segundo o mecanismo proposto por Valeur e Bradley®® (Esquema 25),
a primeira etapa da reacao apresentada no Método B (Esquema 24), envolve a
condensacao do acido carboxilico 62a-e com o DCC (25) para formar O-
aciluréia (26), por ser mais reativa que o material de partida este intermediario
pode resultar em diferentes produtos:

- Ocorre a formacao das amidas 66-67a-e pelo acoplamento direto de
26 com a amina, formando dicicloexilcarbodiimida (DCU) facilmente separada
por filtracao.

- Leva ao anidrido 68 pela condensacédo de duas moléculas de acido,
formando posteriormente 66-67a-e pela reagcdo com o nucledfilo presente no
meio.

- Forma-se a N-aciluréia 69 através do rearranjo intramolecular de 26.

Embora estes reagentes sejam utilizados em processos sintéticos que
requerem protocolos suaves, a formacdo dos subprodutos DCU e 69 pode
comprometer tanto o rendimento quanto a purificacdo dos produtos.

O
R)J\OH + QN=C=NO
62a-e 25

: i 1,80
DCU R)J\NH——R' ~—— R)J\O—(IZ:N.4<:> — » R N H
* 66,67a-¢ HoN-R' NH
64,65
N-aciluréia
O-aciluréia 69
26
O
R)J\OH
62a-e
(@] 0]
N

Esquema 25 - Proposta de mecanismo para ativagdo do acido com DCC (25).
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Para otimizacdo do procedimento (Método B, Esquema 24),
realizamos a sintese da Oleilbenzilamida (66c), acompanhando as reacdes por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Partindo do acido oleico (62c)
seguido da adicdo de DCC, observou-se apdés 20 minutos de reacdo o
consumo total do acido graxo e o surgimento de um novo composto, indicando,
de acordo com 0 mecanismo, a formacao de 26.

Apés a adicdo da amina 64 foi possivel observar a conversao parcial
de 26 no produto 66¢c por CCD. Porém, ap6s 24h de reacdo a altas
temperaturas (130°C) esta conversao nao foi completa, ocorrendo também a
formacao do subproduto de rearranjo 69. Os compostos foram isolados por
coluna cromatografica e caracterizados.

A formagcao de 69 nas reacdes com DCC é descrita na literatura®. A N-
acilacao intramolecular de 26 pelo ataque do nitrogénio ao carbono carbonilico
leva a formacao da N-aciluréia nao reativa 69 e este atague compete com o
ataque nucleofilico da amina. Este processo € citado como um processo lento e
é ainda mais favorecido com o uso de materiais de partida pouco reativos®”.
Diante disso, a fim de otimizar o procedimento de sintese e investigar a
influéncia da ordem de adi¢éo dos reagentes, uso de solvente e de DMAP para
a formacao das amidas buscando minimizar a formacao de 69, variacées no
protocolo experimental foram realizadas. As metodologias B1-B7 foram
testadas para a sintese de 66¢ e de (R)-66e a partir dos acidos 62c e 62e e

das aminas 64 e (R)-65 respectivamente. (Figura 7).
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Método B1 Método B2 Método B3
Acido Graxo + DCC Acido Graxo + DCC Acido Graxo + DCC
(1 equiv.) (1equiv.) (1 equiv.) (1equiv.) (1 equiv.)  (1equiv.)
20 min. 20 min. 20 min.
i s/ solvente i s/ solvente ¢ CH,CL,
Amina + DMAP Amina Amina
(1 equiv.) (10%) (1 equiv.) (1 equiv.)
l 24 h, ta.
24h ta. Amina + DCC
(0] (1 equiv.) (1 equiv.)
N T 20 min.
66c o _ s/solvente
4 I v N/\© -
o solventa (Ryesel Acido Graxo + DMAP
24 h, ta. (1 equiv.) (10%)
T 24h ta. Método B4
Amina + DMAP Amina + DMAP
(2 equiv.) (10%) Amina + DMAP (2 equiv.) (10%)
@2equiv.) (10%) T 20 min.
s/ solvente
.. TZO min.
Acido Graxo + DCC CH,CL, Acido Graxo + DCC
(1 equiv.) (1 equiv.) . (1 equiv.) (1 equiv.)
Acido Graxo + DCC
Método B7 (1equiv) (1 equiv.) Método B5

Método B6

Figura 7 - Variagbes experimentais para sintese das amidas

O acompanhamento das reacées com os diferentes métodos testados
foi realizado por Cromatografia Gasosa com Detector por lonizagdo em
Chamas (GC-FID). Analisando os cromatogramas obtidos dos brutos
reacionais, foi possivel observar a influéncia das variagbes no procedimento
experimental para a formacao de amida (66¢, 66e) e produto de rearranjo 69. A
concentracdo destes compostos foi determinada por comparacao relativa entre
as areas dos picos observados nos cromatogramas. Os resultados sao
mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Razdes entre formagao de amida e 69 pelos métodos B1-B7.

Entrada Método Acido:Amina . gg, ';g'?fin) ((;tc: 2%',366‘:;“?3;3
1 B1 1:1 20,84% 79,15% (66¢)
2 B2 1:1 08,98% 71,01% (66e)
3 B3 1:1 44,56% 55,34% (66e)
4 B4 1:1 34,19% 65,80% (66¢)
5 B5 1:2 19,08% 80,91% (66¢)
6 B6 1:0 46,89% 53,10 % (66¢)
7 B7 1:2 58,27% 40,34% (66¢)

Todos os reagentes utilizados e o padrdao das amidas oleilbenzilamida
66¢, Linoleilbenzilamida 66e, N-aciluréia 69 e Dicicloexiluréia (DCU) foram
analisados isoladamente a fim de diferencia-los no bruto reacional por
comparacao com seus respectivos tempos de retencéo ().

Analisando o cromatograma da reacdo pelo Método B1, em que o
acido graxo e o DCC sao primeiramente agitados, seguidos da adicédo
simultdnea de DMAP e das aminas 64 e EtsN em propor¢cdes equivalentes ao
acido, a razao entre 69 e 66¢ foi de 1:4 respectivamente (Tabela 3, entrada 1).

Com o mesmo objetivo, testamos o Método B2 para a sintese de (R)-
Linoleilbenzilamida (66e, t, 26,46 min.), derivada do acido linoleico (62e) e da
amina quiral (R)-(+)-metilbenzilamina (65). Através deste procedimento (Tabela
3, entrada 2) foi possivel observar o aumento da formacao de 69 em relagcéao a
66e. As proporcoes entre os compostos formados foram 1:2,5 respectivamente
(Figura 8), sugerindo a importancia de DMAP (30) na reacdo, j4 que para a
sintese de 66¢ pelo Método B1, com DMAP, a proporcao de amida formada foi
maior (Tabela 3, entrada 1).
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Intensity
30000+ 66e '
- 6 ¢ |
20000 ‘
| 27 ‘
10000+ |
] | |
i | |
00— ImL_._‘_,_q_,\_.__._..__,|\J\_.l._ﬂ__l,,_ S o | _Il_L_ |
T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30
min
Peak Table - Channel 1
Peak# Ret.Time Area Height Conc.  Unit Mark ID# Cmpd Name
1 20.786 154503 21526 28,985
2 26467 378540 30263 71.015
Total 533043 51789
Figura 8 - Cromatograma bruto reacional de (R)-66e pelo Método B2.
Investigamos também a influéncia da adigdo de solvente ao meio

reacional na formacgao de 66e testando a sintese desta amida pelo Método B3.

Porém, neste caso, as razdes entre 69 e 66e foram praticamente proporcionais

(Tabela 3, entrada 3), sugerindo que a presenca de solvente ndo favorece a

formacao do produto (Figura 9).
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Intensity
: 69 a
<] 66e =
15000
| - |
10000 ‘
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] | |
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10 20 30
min
Peak Table - Channel 1
Peak# Ret.Time Area Height Conc.  Unit Mark 1D# Cmpd Name
1 20.759 124292 17604 44,657
2 26319 154034 14969 55,343
Total 278326 32573

Figura 9 - Cromatograma bruto reacional de (R)-66e pelo Método B3

A ordem de adicdo dos reagentes na sintese de 66¢ foi investigada
com o Método B4. Neste procedimento o DMAP (30) é adicionado
primeiramente ao acido oléico (62c¢) e os demais reagentes sdo acrescentados
posteriormente. Analisando o cromatograma do bruto reacional para este
método, a razdo entre 69 e 66¢ foi de 1:2 (Tabela 3, entrada 4). Comparando
estes resultados com os obtidos no Método B1 (Tabela 3, entrada 1), a adicao
de DCC juntamente com o acido oléico mostrou melhor resultado.

Seguindo esta ordem, investigou-se pelo Método B5, o efeito do uso de
excesso de nucledfilo (Tabela 3, entrada 5). A proporcao entre 69 e 66¢ foi 1:4
respectivamente. Este resultado é semelhante ao obtido com o Método B1
(Tabela 3, entrada 1), onde a amina e o0 acido graxo sdo utilizados em
proporcbes estequiométricas, sugerindo que excesso de nucledfilo ndo esta
associado a melhores resultados.

Investigou-se também, pelo Método B6, a influéncia de solvente no
meio reacional com excesso de amina (Tabela 3, entrada 6). Foi possivel
observar, através do cromatograma, a formacdo em razdes proporcionais de

oleilbenzilamida (66c) e N-aciluréia 69, confirmando que a presenca de
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solvente desfavorece a formacao do produto. Este comportamento é citado na
literatura, onde para a sintese de compostos sao reportados altos rendimentos
em meios reacionais livres de solvente®2%%°.

Um ultimo procedimento foi testado para a sintese das amidas através
do Método B7, com a adicao de todos os reagentes simultaneamente. Pela
analise do cromatograma (Figura 10), percebe-se uma razao 69:66¢ de 1,5:1,

mesmo utilizando 2 mols de nucledfilo (Tabela 3, entrada 7).

Imtensity
TS
= | D000
27
o | 2 S00HE
] 69
LIS
. 66¢c
175000 | L i .
a [
- i | il |
il 3 A
s o | SRS RN SN N L N PR ¥ S | P Wi —
- - : - I -
10 2 i
min
Peak Tablle = Channel |
Peak®  RetTime Arca Heaghi Cong. Unil Mk 1D Cropd INaimne
I 7.163 409607 11666 532512 sV
2 1316 E11T 2238 .505 T
3 20903 207981 20440 20171
4 27308 143904 13114 18812
Total THS453 158488

Figura 10 - Cromatograma bruto reacional 66¢ pelo método B7

Analisando os resultados para os diferentes métodos testados na
sintese de benzilamidas, a formacao da N-aciluréia 69 foi verificada em todos
os procedimentos. Este comportamento pode ser atribuido a baixa reatividade
do nucledfilo (64) frente a O-aciluréia graxa 26. Observou-se que o Método B1
apresentou a maior formacgao do produto em relacao a 69 e também dispensou
0 uso de excesso do nucledfilo, bem como a adicdo de solvente ao meio

reacional. Este método foi adotado como protocolo para a sintese das demais
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benzilamidas graxas 66a-e, (Figura 11), a partir dos acidos graxos 62a-e e da
benzilamina (64), na presenga de DCC (25) e DMAP (30).

Figura 11 - Estruturas das benzilamidas sintetizadas: palmitoilbenzilamida (66a),
estearilbenzilamida  (66b), oleilbenzilamida  (66¢c), ricinoleilbenzilamida  (66d) e

linoleilbenzilamida (66e).

As reacoes utilizando o Método B1 foram realizadas variando também
a temperatura. Os rendimentos obtidos apds a purificacdo por coluna
cromatografica sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Rendimentos Sintese das Benzilamidas 66a-e

Entrada Acido Graxo  Amina Amida T°C Renc;%ento
1 62a 64 66a 130 90
2 62b 64 66b 60 55
3 62b 64 66b 80 58
4 62b 64 66b 130 80
5 62c 64 66¢c 25 58
6 62¢c 64 66¢C 60 75
7 62c 64 66¢c 130 87
8 (R)-62d 64 (R)-66d 130 50
9 62e 64 66e 60 25

Embora o objetivo deste trabalho seja a sintese de benzilamidas
graxas, investigou-se a reacdo empregando o mesmo procedimento na
presenca de um nucledfilo mais reativo, como a pirrolidina (70), ja utilizada na
sintese de outras amidas graxas em nosso grupo de pesquisa®'. Esta amida
apresenta uma constante de nucleofilicidade N = 17,21, enquanto a
benzilamina (64) tem sua constante N =13,44%. Para tanto, realizou-se a
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sintese da linoleilpirrolidilamida (71e, Figura 12) a partir do acido linoleico (62e)
e 70 na presenca de DMAP e DCC, conforme Método B1.

Figura 12 - Linoleilpirrolidilamida 71e

Neste caso, para a sintese de 71e (i 16,51 min.) praticamente nao
houve a formacédo de 69 (& 20,75 min.), de acordo com o observado no
cromatograma do bruto reacional (Figura 13). Este resultado indica que o uso
de nucledfilos menos reativos, como a benzilamina, associado a baixa
reatividade dos acidos graxos, favorece o rearranjo intramolecular de 26
levando a uma maior formacao de 69.

Intensity
20000 §
] 71e
15000 2
10000+
5000 69
11t
T Y |
(1 S e -
T T T T | T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
10 20 30
min
Peak Table - Channel 1
Peak# Ret.Time Area Height Conc.  Unit Mark ID# Cmpd Name
1 6,923 39783 14345 22,633
2 7.110 40924 10594 23,282 SV
3 16.517 95066 18428 54,084
Total 175773 43367

Figura 13 - Cromatograma bruto reacional da Linoleilpirrolidilamida 71e

Para a sintese das metilbenzilamidas graxas quirais 67a-e (Figura 14),
derivadas da metilbenzilamina, (R)-65, (S)-65 e (R/S)-65 seguimos 0 mesmo

protocolo (Método B1). Neste caso, devido a presenca do centro assimétrico a-
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Nitrogénio e as altas temperaturas empregadas na reacao, decidimos também
investigar a sintese das amidas 66a-e a temperatura ambiente. Em todos os
casos, a temperatura ambiente, houve uma diminuigdo significativa nos

rendimentos. Os resultados sdo mostrados na Tabela 5.

(0] g (0] 0
\M)L \%%J\N \H%J\N
H
mora’ (R/S)-67a i (5)-67b o
\@)J\ \@)J\ \%]\N
H
(S)-67a ( R)457b (R/S)-6Tb
o - 0 0
c -_— z N /\@ \)7/:\%1\ H \)7/:\%]\ H
(R)-67¢ (S)-67c (R/S)-6T¢

OH 0

OH
M’I\ W
(R, R)-67d
(R/S)-67d (R R/S) 67d
4 —
(R)19e "

(S)-67¢

Z

(R/S)—67e

Figura 14 - Amidas graxas quirais 67a-e sintetizadas.
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Tabela 5 - Rendimentos Sintese das Amidas 67a-e

Entrada Acido Graxo Amina Amida TeC Rendimento ( %)
1 62a (R)-65 (R)-67a 130 57
2 62b (R)-65 (R)-67b 25 30
3 62b (R)-65 (R)-67b 130 63
4 62c (R)-65 (R)-67¢c 130 64
5 (R)-62d (R)-65 (R,R)-67d 25 37
6 (R)-62d (R)-65 (R,R)-67d 130 76
7 62e (R)-65 (R)-67e 25 22
8 62e (R)-65 (R)-67e 60 26
9 62a (S)-65 (S)-67a 25 25

10 62b (S)-65 (S)-67b 25 30
11 62c (S)-65 (S)-67¢c 25 57
12 (R)-62d (S)-65 (R,S)-67d 25 27
13 62e (S)-65 (S)-67e 25 20
14 62a (R/S)-65 (R/S)-67a 130 95
15 62b (R/S)-65 (R/S)-67b 60 56
16 62b (R/S)-65 (R/S)-67b 80 58
17 62b (R/S)-65 (R/S)-67b 130 75
18 62c (R/S)-65 (R/S)-67c 80 65
19 62c (R/S)-65 (R/S)-67c 130 87
20 (R)-62d (R/S)-65 (R,R/S)-67d 130 52

Apés a sintese das amidas graxas 66,67a-e pelo Método B1, verificou-
se que a adicado gota-a-gota de DCC (25) em solucado de CH.Cl, a mistura de
acido graxo e aminas, a temperatura ambiente levou a maiores rendimentos
(Tabela 6).

Tabela 6 - Rendimentos para a sintese de 66,67a-e com adicao lenta de DCC

Entrada Acido Graxo Amina Amida T°C Rendimento ( %)
1 62a 64 66a 25 60
2 62b 64 66b 25 63
3 62c 64 66¢c 25 72
4 (R)-62d 64 (R)-66d 25 70
5 62e 64 66e 25 40
6 62a (R)-65 (R)-67a 25 74
7 62b (R)-65 (R)-67b 25 67
8 62c (R)-65 (R)-67¢c 25 71
9 (R)-62d (R)-65 (R,R)-67d 25 68
10 62e (R)-65 (R)-67e 25 66
11 62a (S)-65 (S)-67a 25 60
12 62b (S)-65 (S)-67b 25 71
13 62c (S)-65 (S)-67¢ 25 55
14 (R-62d (S)-65 (R,S)-67d 25 69
15 62 e (S)-65 (S)-67e 25 64
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Estes resultados indicam que, na medida em que a carbodiimida é
adicionada gota-a-gota a mistura, ocorre a reagdo com o acido graxo levando a
formacao lenta do intermediario 26 (Esquema 25, pg. 22). A alta concentracao
do nucledfilo e de DMAP presentes no meio reacional evitam o rearranjo
intramolecular de 26, favorecendo a formacéo das amidas.

A formacao das amidas foi confirmada pelo surgimento de bandas no
espectro de infravermelho na regido de 1640 cm™, caracteristicas para
carbonila de amida, além do estiramento em 3298 cm referente a ligagdo N-H
e 1540-1550 cm' referentes a ligagdo C-N. (Figuras 15 e 16).
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Figura 15 - Espectro I.V. da oleilbenzilamida 66¢
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Figura 16 - Espectro de I.V. da (R)-(+)-estearilmetilbenzilamida (R)-67b

A caracterizagdo dos compostos por RMN de 'H e de '°C foi realizada
no Instituto de Quimica da UFRGS. O espectro de 'H para (R)-66d (Figura 17)
€ mostrado na Figura 18.

H, OH 0

18 16, A4 A2 _10=9_ _7 _5
177 5T T T T T N N T N

Figura 17- Estrutura ricinoleilbenzilamida (R)-66d

Os hidrogénios aromaticos foram observados em 7,3 ppm na forma de
um multipleto. O hidrogénio ligado ao nitrogénio aparece como um sinal largo
em 5,8 ppm, seguido de dois multipletos referentes aos hidrogénios vinilicos,
5,59 ppm (m, 1H, Hyo) € 5,4 ppm (m, 1H, Hg), melhor observados em expansao
na Figura 19. Os hidrogénios benzilicos aparecem na forma de dubleto em 4,4
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ppm (J = 6Hz) e em 3,6 ppm observa-se um multipleto referente ao Hi»
(carbindlico). O multipleto observado em 2,2 ppm é relativo a 4H, sendo dois o-
C=0 e 2H alilicos Hi; que se sobrepde para (R)66d. Os 2H alilicos Hs
aparecem na forma de multipleto em 2,03 ppm, seguido pelo sinal largo em
1,79 referente a H-O. Os sinais observados em 1,65 ppm na forma de
multipleto sdo atribuidos aos 2H B-C=0; em 1,46 ppm na forma de multipleto
aos dois hidrogénios His, 1,3 ppm, multipleto de 16H Hs-H; e Hi4-H¢7 € 0,88
ppm na forma de tripleto para os trés hidrogénios terminais His.

No espectro de '°C (Figura 20) sdo observados os sinais em 173 ppm
caracteristico de C=0; 138 ppm para C2' (Cy) e 133 e 125 ppm para os
carbonos da insaturacdo. Um sinal caracteristico para (R)-66d € observado em
71 ppm para o Cyy, ligado a hidroxila (carbindlico). Os sinais referentes aos
carbonos aromaticos sdo encontrados na regidao de 127 ppm e para o carbono
benzilico € observado um sinal em 43,5 ppm.
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Figura 18 - Espectro de RMN 'H (300 MHz) para (R)-66d em CDCl,.
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Também foi caracteristico para todos os compostos quirais um sinal na
forma de mutipleto em torno de 5 ppm referente ao hidrogénio benzilico e um
sinal na forma de dubleto préximo de 1,4 ppm, referente aos 3 hidrogénios da
metila a-N, além do H-N observado como um sinal largo em 5,8 ppm. Os
hidrogénios a-C=0 e B-C=0 sao observados na forma de tripleto e multipleto
em 2,1 e 1,53 ppm, respectivamente.

Para os compostos insaturados, como 67c¢, por exemplo, (Figura 21)
sao observados sinais referentes aos hidrogénios vinilicos caracteristicos para
cadeias cis'®, na forma de multipleto em 5,2 ppm, além de um multipleto em 1,9
ppm referentes aos 4 hidrogénios alilicos (Figuras 22 e 23).

O espectro de RMN '°C das amidas 67a-e (Figura 24) apresenta um
sinal caracteristico para todos os compostos derivados das aminas quirais em
21,6 ppm atribuido ao —CH3 a-N. Observam-se sinais em 172 ppm
caracteristico de C=0, 143 ppm atribuido ao Cp; 129,9 e 129,68 referentes aos
carbonos vinilicos. Os carbonos aromaticos aparecem com deslocamentos na
regiao de 126-129 ppm, seguidos pelo carbono benzilico que apresenta um
sinal em 48,49 ppm. Os carbonos a e 3-C=0 apresentam sinais em 32,5 e 36,7

ppm, respectivamente.

Figura 21 — Estrutura (R)-oleilmetilbenzilamida (R)-67¢
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Dando continuidade a caracterizagdo dos compostos foi realizado um
estudo sobre o comportamento dissociativo das amidas graxas por
espectrometria de massas. Esta investigacao foi realizada em colaboragédo com
o Laboratério de Analises de Compostos Organicos e Metais — LACOM, da
Universidade Federal do Rio Grande e do Laboratério Thomson de
Espectrometria de Massas da Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP. Embora estes resultados fagcam parte da caracterizagao e, portanto,
estariam incluidos no item Resultados e Discussao, por razdes didaticas, sera
abordado em um novo subitem intitulado “Estudo do Comportamento
Dissociativo das Amidas Graxas por Espectrometria de Massas”.
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4.2 Estudo do Comportamento Dissociativo das Amidas Graxas
por Espectrometria de Massas.

A Espectrometria de Massas (Mass Spectrometry, MS) é uma
ferramenta analitica indispensavel na quimica, bioquimica, farmacia e
medicina. O principio bésico desta ferramenta & gerar ions a partir de
compostos organicos ou inorganicos, separar estes ions por sua razao
massa/carga (m/z) e detectar qualitativa e quantitativamente por sua respectiva
m/z e abundancia®.

Poucos trabalhos tém mostrado a aplicagdo de MS para identificacao
de amidas graxas. Ranger e colaboradores®’ realizaram um estudo por EI-MS
sobre a caracterizacdo destas nos tricomas de uma espécie de alfafa,
Medicago spp.

Dembitsky® utilizou GC-MS para identificar amidas graxas primarias
presentes na alga verde Rhizoclonium hieroglyphicum. Kuo e seu grupo'?
utiizaram a mesma técnica para amidas graxas hidroxiladas sintetizadas a
partir de catalise enzimatica. Leweke e colaboradores validaram metodologia
para determinacdo de anandamida e outras etanolamidas em plasma humano
utilizando ESI-MS-MS®*,

Embora as matrizes e as amidas graxas estudadas sejam diferentes,
todas apresentaram fragmentacdes resultantes do Rearranjo de McLafferty e
esta clivagem caracteristica € uma importante ferramenta para identificar esta
classe de compostos. Por esta razdo, a espectrometria de massas tem
demonstrado ser de grande importancia® para o estudo de novas amidas
graxas. Com o objetivo de investigar o comportamento dissociativo de
diferentes amidas graxas, submetemos a analise por GC-MS e ESI-MS-MS os
compostos 66,67a-e sintetizados neste trabalho. Foram investigadas também
as amidas 75-78a-e, derivadas de aminas ciclicas e aciclicas sintetizadas
anteriormente pelo grupo®' (Figura 25). Os dados obtidos a partir das anélises
por GC-MS sao mostrados na Tabela 7
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Figura 25 - Amidas graxas analisadas por Espectrometria de Massas.

Tabela 7 - Dados espectrométricos para amidas sintéticas.

Entrada Composto m/z (int. relat.) 70 eV

1 \(%LH“Q 345(M*), 149(100), 91(53), 106(27),162(20).

373(M"), 149(100), 91(57), 106(25), 162(23).

N
a?
(=]
e Iz

371(M"), 149(100), 91(95), 162(61), 106(48).

!
:

369(M-18), 149(100), 91(98), 106(85), 62(62),

N
3
Iz

4 (R)-66d 216(17), 273(17)
OH

369(M*), 91(100), 106(62), 149(43), 62(21).

(6)]
;

|
. |
o

;
Iz
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Entrada Composto m/z (int. relat.) 70 eV
o .
6 f m/\© 359 (M), 163 (100), 105(79), 120(39), 76(16).
(R)-67a
O =
7 \%H“Q 387((M"), 163(100), 105(89), 120(34), 176(19)
(R)-67b
0 B
8 Wﬁ ' 385 (M"), 105(100), 120(39),163(37), 176(19).
(R)-67c
o =
9 MJ\”/\Q 383 (M*), 105(100), 120(48), 163(20), 176(8).
(R)-67e
(0]
10 \VNLN 385 (M), 105(100), 120(41),163(35), 176(16).
(S)-67¢c H
(0]
11 \%}D 309 (M*), 113 (100), 126 (20), 98 (13).
75a
(0]
12 %D 113 (100), 126 (18), 98 (12).
75b
0]
13 WHQ 335 (M*), 113 (100), 126 (59), 98 (33).
75¢ Q
(0]
~Z 7 N
14 Q 113 (100), 126 (56), 207 (25), 98 (23), 281 (13).
4 (R)-75d
O
15 MJ\N/_\/ 333(M+), 113(100), 126(58), 72(49), 98(31).
75e
(6]
16 \(")%E\N 325 (M*), 129(100), 142(33), 114 (21).
76a Y
(6]
17 \%LN 353 (M*), 129(100), 142 (21), 114(19).
(0]
76b
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Entrada Composto m/z (int. relat.) 70 eV
(0]
18 WLN/\ 351 (M*), 129(100), 142 (69), 114(13).
76c o
(e}
OH
19 \ﬂﬁLu/\/ 281(M-18), 83(100), 85 (69), 98 (2).
77a
O
20 \%}N/\/OH 327 (M), 85 (100), 98 (43), 83 (12).
H 77b
O
21 WLN/\/OH 307(M-18), 98 (100), 85 (86), 83 (20).
77c H
(0]
A N/\/OH .
22 H 341 (M"), 306 (M-36), 85 (100), 98 (82), 83 (66).
4 77d
OH
O
23 MLO 323(M"), 127(100), 140(22), 112(21)
78a
O
24 %LO 351(M*), 127(100), 140(22), 112(21)
78b
(0]
25 349 (M), 127 (100), 140(61), 112 (35)

Para os compostos da série das benzilamidas (amidas graxas

secundarias) 66a-c, e (Tabela 7, entradas 1-3, 5) foi possivel observar a

presenca deste ion molecular M* com m/z 345, 373, 371 e 369, 18a, b, c € e,

respectivamente. O ion molecular é uma ferramenta muito importante para a

confirmacgéo estrutural de compostos como 66a e 66b, por exemplo, que nao

se diferenciam por analises de infravermelho e RMN.

A Unica amida da série para a qual o ion molecular néo foi observado

foi a Ricinoleilbenzilamida (R)-66d. Este composto, derivado do acido

ricinoleico (62d) apresenta uma hidroxila em Ci.. Como resultado desta
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caracteristica, a perda de agua em uma primeira clivagem da origem ao ion de
m/z 369 (M-18). (Figura 26).

R.Time: 18.933(Scars:957)
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Figura 26 - Espectro de massas (GC-MS) da (R)-N-benzil-12-hidroxi-9Z-octadecenamida 66d

Para todos os exemplares da série das benzilamidas foi possivel

observar a formacao dos mesmos fragmentos: um pico base de m/z 149 e
outros trés ions proeminentes com m/z 162, 106 e 91 (Figura 27).
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Figura 27 - Espectro de massas (GC-MS) da N-benzilhexadecanamida 66a.

O pico base de m/z 149 (M-196), presente em todas as amidas da
série, resulta do Rearranjo de McLafferty®® (Figura 28).
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Figura 28 - Rearranjo de McLafferty.

Este rearranjo € comum para &cidos carboxilicos e derivados e
consiste na clivagem da ligacao beta ao carbono carbonilico com abstragdo do
hidrogénio ligado ao carbono gama. A razdo m/z deste fragmento varia de
acordo com o substituinte ligado ao nitrogénio (R’).

O ion de m/z 162 (Figura 27) é resultado da quebra da ligacao gama
ao carbono carbonilico, chamada de y-clivagem, também caracteristica para
acidos carboxilicos e derivados.

A quebra da ligagcdo N-C da origem ao cation benzilico (CeHsCH,") de
m/z 91 (M-254), comum para compostos aromaticos. Este fragmento é estavel
devido a estabilizacao da carga positiva por ressonancia podendo se rearranjar
para formar seu isdmero ion tropilio (C;7H;") de maior estabilidade (Figura 29).
Numerosos estudos reportam a estabilidade termodindmica do ion tropilio em

relagdo a seu isbmero®’.

+
CH, CH, CH, CH,
)
+
+
AH; = 866 887 971 987 992
kJ mol! kdmol! kJmol"  kJmol"  kJ mol’

Figura 29 - lon tropilio

Uma proposta de fragmentacdo para N-benzilexadecanamida 66a é

mostrada na Figura 30.
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Figura 30 - Proposta de fragmentacgéao para 66a.

Entre os compostos derivados da benzilamina, a Linoleiloenzilamida
66e foi submetida a andlise por ESI-(+)-MS/MS e apresentou, de maneira
geral, 0 mesmo comportamento observado nas andlises por GC-MS (Figura
31).

c18_2_bz_b_37012(0.277) Cm (2:45) /\/\/—\/—\/\/\/\)]\ TOF MSMS 370.30ES+
- — — 3703245 1.78e3
v ;;/\© /
\H

%] 108.0922

204.1540
109.1191 33 11641 76.1205 190.1372 5
% 2452299 2882540
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Figura 31 — Espectro de massas ESI-(+)-MS/MS da N-benzil-9-Z-10-Z-octadidecenamida 66e.
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Para as amidas 67a-c,e derivadas da (R)-metilbenzilamina (Tabela 7,
entradas 6-9), o mesmo padréo de fragmentacao foi observado. Em todos os
espectros, o ion molecular M* foi formado com m/z 359, (R)-67a, m/z 385, (R)-
67b e m/z 383, (R)-67c, além dos picos de m/z 163, 120 e 105 (Figura 32),

resultantes da mesma fragmentagcao observada para as benzilamidas 66a-e.
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Figura 32 - Espectro de massas (GC-MS) da N-benzil-9Z,10Z-octadidecenamida (R)-67c.

Também investigamos o comportamento das amidas graxas
secundarias derivadas da etanolamina, as etanolamidas 77a-d (Tabela 7,
entradas 19-22). Para estes compostos o ion molecular M* ndo foi observado.
Estas amidas apresentam uma hidroxila na por¢do amino da molécula,
responsavel pela perda de agua caracteristica para a série, gerando um
primeiro fragmento M-18 (Figura 33). Estes fragmentos resultantes da perda
de 18 u.m.a. foram observados para todos os compostos, m/z 281 (77a), m/z

308 (77b) e m/z 307 (77c).

. "X _OH|™ *
o) J/u O/>
— -H,O — J
WN — WN
H
m/z 325 m/z 306

Figura 33 — Perda de agua caracteristica de derivados da etanolamina - N-hidroxietil-9-Z-

octadecenamida 77c.
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O pico de m/z 83 observado para todos os exemplos da série é

resultante do Rearranjo de McLafferty, assim como nas demais amidas graxas
(Figura 34).
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Figura 34 - Espectro de massas (GC-MS) da N-hidroxietilexadecanamida 77a.

Para esta série, o ion de m/z 83, resultante da perda de Hy,
apresentou-se como ion base, uma vez que pode ser estabilizado por
estruturas de ressonéncia. Uma proposta de fragmentacédo para esta série é

mostrada na Figura 35:

o)

HO\/\NJ\/\/\/\/\/\/\/\

H
-H,0 o o+
PN NN
H

m/z 281

Rearranjo de
McLafferty
(/H o+ r q -+ o+

Q) ; o o
S H
o B o S R S

Figura 35 - Proposta de fragmentacao da N-hidroxietilexadecanamida (77a).
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A partir dos resultados nas analises por ESI-(+)-MS/MS obtidos para

77c, foi possivel identificar ainda a formagao do produto de O-acilacao através

da observacdo do fragmento de m/z 309 (Figura 36). Este produto de O-

acilacao, provavelmente formado em funcado de uma competicao nucleofilica na

etapa de adicdo a carbonila durante a reacdo de amindlise, apresenta como

primeira quebra a liberacao de amoénia, resultando em um ion de m/z M-17.
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Figura 36 — Espectro ESI-(+)-MS/MS da N-hidroxietil-9-Z-octadecenamida (77c).

As amidas graxas terciarias derivadas da pirrolidina (75a-e), (Tabela 7,

entradas 11-15) também foram investigadas. Assim como o0s demais, 0S

compostos desta série apresentaram dois picos proeminentes com m/z 113 e

126, resultantes do rearranjo de MclLafferty e y-clivagem respectivamente

(Figura 37).

53




Comportamento Dissociativo das Amidas Graxas
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Figura 37 - Espectro de massas(GC-MS) da N-pirrolidil-9Z-octadecenamida 75c.

Contudo, diferentemente do observado para as amidas secundarias, a

interpretacdo do espectro mostrou outro fragmento de m/z 98. Este ion pode

ser resultado da quebra da ligagdo C-C a-C=0, com formacao do ion N-acilio

(HsC4NC=QO"). Este fragmento também foi observado nas andlises por ESI-(+)-

MS/MS (Figura 38). Outros estudos de amidas graxas por cromatografia

gasosa acoplada ao espectrdbmetro de massas ja evidenciaram a formacao

deste ion para amidas terciarias e primarias, diferentemente do observado para

secundarias®'3.
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Figura 38 - Espectro de massas ESI-(+)-MS/MS da N-pirrolidil-9Z-octadecenamida 75c.
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Diante disso, estudamos também o comportamento de amidas graxas
terciarias derivadas da morfolina, 76a-c (Tabela 7, entradas 16-18), e da
piperidina, 78a-c (Tabela 7, entradas 23-25).

Para todos os compostos derivados da morfolina foi possivel observar
a formagéo do ion molecular M* com m/z 325 (76a), m/z 353 (76b), m/z 351
(76c¢), além do pico base de m/z 129 resultante do Rearranjo de McLafferty.

Para estes exemplos, assim como as demais amidas terciarias
estudadas (75a-e,), o ion N-acilio de m/z 114 (76a-c) e m/z 112 (78a-c)
também foi observado para as morfolinil e piperidilamidas, respectivamente
(Figuras 39 e 40).
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Figura 39 - Espectro de massas ESI-(+)-MS/MS da N-morfolinil-9Z-octadecenamida 76c.
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Figura 40 - Espectro de massas ESI-(+)-MS/MS da N-piperidil-9Z-octadecenamida 77c.
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Apbs o estudo do comportamento das amidas graxas por GC-MS e
ESI-(+)-MS/MS, foi possivel observar uma diferenca entre amidas secundarias
(66,67, 77a-e) e terciarias (75,76, 78a-e), observando somente para o0s
compostos terciarios a formacao do ion N-acilio.

Acreditamos que a razdo para a nao observacao do ion N-acilio em
amidas graxas secundarias esteja associado a presenca de um hidrogénio
ligado ao nitrogénio. Sugere-se que em amidas secundarias a perda deste
hidrogénio leve a formacdo de uma molécula neutra nao detectavel por

espectrometria de massas (Figura 41).

Figura 41 — Perda de H+ do ion acilio para formagao de espécie neutra.

Estes resultados sdo Uteis na caracterizacdo das amidas graxas e
esperamos contribuir para 0 aumento no escopo das pesquisas utilizando
espectrometria de massas para a analise destes compostos graxos, ainda
inéditos na literatura. Com base nas diversas atividades biolégicas a que as
amidas graxas vém sendo relacionadas, ap0s a sintese e caracterizacao dos
compostos, investigamos a atividade antimicrobiana destes no combate a

Tuberculose.
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4.3 Comportamento antimicobacteriano das amidas graxas

Estima-se que atualmente, um terco da populacdo mundial esteja
infectada por Tuberculose (TB) e que mais de 5000 pessoas morram
diariamente em funcao da doenca e de suas complicacdes®. A Isoniazida (INH,
72, Figura 42) e pirazinamida (PZA, 73, Figura 42) sdo amplamente aplicados
como drogas de primeira linha para o tratamento da tuberculose em

combinagao com outros farmacos como a Rifampicina (74, Figura 42).

Figura 42 - Farmacos utilizados no tratamento de TB: isoniazida (INH, 72), pirazinamida (PZA,
73) e rifampicina (74).

Embora os tratamentos atualmente disponiveis possam curar a maioria
dos casos suscetiveis as drogas, fatores como o longo tempo de terapia, a
necessidade de multidrogas, a emergéncia da resisténcia, a co-infeccdo com o
HIV e as linhagens persistentes, impde a urgente necessidade de desenvolver
novas drogas contra a TB%. A modificacdo destes compostos, bem como a
busca por novas substancias ativas no combate a TB tem sido estudada por
varios grupos de pesquisa'?%101 102,103,

A resisténcia do bacilo as drogas é uma ameaga significante ao
controle da tuberculose, ja que s6 algumas drogas eficazes sdo disponiveis
contra o M. tuberculosis. Em particular, as linhagens resistentes as duas
drogas mais importantes, isoniazida (INH) e rifampicina (RMP), podem causar
repercussdes sérias na epidemiologia e no controle da doenca'®.

O descobrimento de novas drogas € um processo demorado e de alto
custo. O tempo médio estimado para um composto tornar-se farmaco é de 12-
15 anos e estima-se que, de cada 10.000 compostos testados em animais, 10
sdo testados em seres humanos e 1 chega ao mercado'®. De maneira geral,
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as drogas nao sao descobertas. O mais comumente descoberto € um
composto alvo com atividades biolégicas de interesse. Este composto pode
entao sofrer alteracdes sintéticas para melhorar sua poténcia, diminuir efeitos
indesejados ou melhorar a solubilidade. A identificacdo de substancias
potencialmente ativas é o primeiro passo para os subsequentes planejamentos
sintéticos e estudos de estrutura e atividade'%.

Neste trabalho, investigamos pela primeira vez a possivel atividade
antimicobacteriana de amidas graxas no combate a Tuberculose. Para ampliar
a variacao estrutural dos compostos testados, além das amidas 66,67a-e
sintetizadas, as amidas 75-78a-e sintetizadas anteriormente em outros
trabalhos do grupo® também foram investigadas (Figura 25, ver pg. 45). Este
trabalho foi desenvolvido em uma parceria com o grupo de pesquisa do
Professor Dr. Pedro Almeida, do Laboratério de Micobacteriologia, da
Faculdade de Medicina da FURG.

A atividade antimicobacteriana foi avaliada frente as cepas de
Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv (ATCC 27294), M. tuberculosis resistente a
rifampicina (ATCC 35338) e M. tuberculosis resistente a isoniazida (ATCC
35822). Os resultados dos screenings e da Concentracdo Minima Inibitéria
(CMI) estao descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Atividade anti-TB amidas graxas

Entrada Composto R, R, CMI pg/mL

_ H37Rv 35338 35822
1 (R)-67a N7 H@ >100 >100 >100
2 (S)-67a N7 HJ\© >100 >100 >100

—N ~OH

3 77a NI H >100 >100 >100
4 78a e B O 25 25 25
5 (R)-67b Ve H\@ >100 >100 >100
6 (S)-67b e HJ\© >100 >100 >100
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Entrada Composto R, R, CMI pg/mL
H37Rv 35338 35822
7 66¢ - NO o () 100
8 (R)-67¢c N H\@ () 50 12,5
9 (S)-67c A ﬁj\© (-) () )
10 (R/S)-67¢c N \Hb ) 100 )
11 75¢ — N7 25 12,5 6,25
12 76c N _h'l\/,\o 25 125 6,25
_N/\/OH
13 77¢c TN H 25 25 25
14 78c A ‘o 50 25 12,5
OH ~
N
15 R)-66d 25 12,5 12,5
(R = O
OH :
R,R)-67 N
16 (R,R)-67d N~ H\@ >100 >100 >100
OH
17 (R,S)-67d _ ”J\© 100 50 100
5 7
OH
18 R)-75d —N 12,5 6,25 6,25
") L= O
19 R)-76d 50 12,5 6,25
" N=v Ko
20 R)-67 2 N 2
(R)-67e H“@ 50 5 50
21 (S)-67e 2 ”J\© 50 12,5 6,25
22 75e 2 N7 12,5 12,5 12,5

O método REMA (Resazurin Microtitre Assay) foi empregado para

determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), utilizando a resarzurina
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como um indicador de viabilidade celular, através da sua oxi-reducao por meio
do metabolismo bacteriano'®. Os valores observados para os compostos
sintetizados sdo comparados com o padrdao de CMI para a Isoniazida (0,2
pg/mL) e para a Rifampicina (1 pg/mL). Desta forma, quanto menores as
concentragcbes minimas do composto necessarias para a inibicdo de
proliferacdo do bacilo, mais este se assemelha ao farmaco utilizado no
tratamento.

Analisando as cepas sensiveis a Rifampicina e a Isoniazida e resistente
a Rifampicina, os melhores resultados foram observados para a
ricinoleilpirrolidilamida (75d), para as quais a concentracao minima inibitéria foi
de 12,5 e 6,25 pg/mL, linhagem H37Rv e 35338, respectivamente (Tabela 8,
entrada 18).

Ja para a cepa 35822 resistente a Isoniazida, concentragcdes minimas de
6,25 ug/mL foram observadas para os compostos 75¢, 76¢, 75d, 76d, (S)-67e
(Tabela 8, entradas 11, 12, 18, 19 e 21).

Entre os compostos testados, aqueles contendo cadeias insaturadas
apresentaram maior atividade sobre os saturados. Comparando os dados de
(R) ou (S)-67a (Tabela 8, entradas 1 e 2) e (R) ou (S)-67c (Tabela 8, entradas
8 e 9) foi possivel perceber a influéncia da insaturacdo sobre a CMI do
composto, que diminui de concentracdes superiores a 100 para 12,5 ug/mL.

As amidas derivadas de aminas ciclicas mostraram ser de grande
importancia para a atividade antimicobacteriana dos compostos. Analisando a
porcdo nitrogenada da molécula (R?, os melhores resultados foram
observados para as derivadas da pirrolidina e morfolina (Tabela 8, entradas 11,
12, 18, 19 e 22). A cadeia ciclica pode exercer um efeito farmacocinético
importante, como aumentar a lipofilicidade ou diminuir 0 metabolismo, o que
tornaria o composto mais efetivo®.

A pureza otica da molécula também mostrou ser importante para a
atividade anti-TB. Nos ensaios com (R/S)-oleilmetilbenzilamida, (R/S)-67¢c
(Tabela 8, entrada 10) uma concentracdo de 100 pg/mol foi observada para
35338 e nenhuma atividade anti-TB foi verificada para H37Rv e 35822. O
composto (S)-67c (Tabela 8, entrada 9) ndo manifestou atividade
antimicobacteriana para nenhuma espécie testada, ja seu enantibmero (R)-67c¢

(Tabela 8, entrada 8) apresentou atividade para as linhagens 35338 e 35822
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em 50 e 12,5 pg/mL respectivamente. Estas observagdes sugerem que a
presenca do enantibmero (S), inativo para todos os bacilos, influencia na agao
de (R), pois na mistura racémica testada a acao foi diminuida ou inibida. Este
comportamento, contudo, ndo se apresentou constante. Para os compostos
(R)-67e e (S)-67e (Tabela 8, entradas 20 e 21) os menores CMI’s foram
evidenciadas para o enantidmero (S). Este fato sugere que a presenca de duas
duplas ligagbes na cadeia graxa, neste caso, exerceu maior influéncia sobre o
efeito antimicobacteriano que o arranjo espacial do centro assimétrico da
molécula.

Estudos relacionados ao mecanismo de acdo da Isoniazida descrevem
que, uma das formas de resisténcia exercida pela micobactéria ao tratamento
seria a dificuldade do farmaco penetrar a parede celular do organismo. Isto
porque esta parede é composta, em sua maioria, por cadeias graxas
polihidroxiladas que representam uma barreira lipofilica ao farmaco de carater
polar'®. Motivados por nossos resultados nos ensaios com as amidas graxas,
decidimos modificar a estrutura da isoniazida (72) através da reagdao com o
acido oleico (62c), para a obtencao do composto identificado como Isoniazida
Graxa (77, Figura 43).

0] H 0] Q
— Os N DCC, DMAP \f’)/:\ﬁ’)J\ _NH N
WOH + NH, - % 7N l
Et3N, CHZCIZ, 24h H P N
62c X 72 60% Isoniazida Graxa
| (77)
N

Figura 43 — Isoniazida graxa (77) sintetizada.

A isoniazida graxa (77) foi submetida aos testes de atividade
antimicobacteriana e apresentou uma CMI de 0,007 ug/mL, o que representa
uma atividade quatro vezes superior ao observado para a INH. Este resultado
indica a importancia da lipofilicidade do composto ja que a insercao da cadeia
graxa potencializou a agédo do farmaco padrédo utilizado para o tratamento da
Tuberculose, provavelmente por facilitar a penetracéo deste pela parede celular
da micobactéria.
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Analisando os resultados obtidos nos ensaios anti-TB, as CMI’s
demonstraram sofrer a influéncia da cadeia graxa, da por¢éao nitrogenada e do
arranjo espacial das moléculas testadas. O melhor resultado obtido para as
amidas graxas foi observado para (R)-75d, derivada do acido ricinoleico (62d)
e da pirrolidina (70). Os resultados preliminares nos testes com a isoniazida
graxa demonstraram potencial a¢do, sendo que para o derivado do &acido
oleico, uma atividade quatro vezes superior ao farmaco foi observada. Estes
dados sdo importantes para novas pesquisas no grupo, seja na modificacdo
estrutural ou na pesquisa de novos derivados para o 6leo de mamona.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos propostos neste trabalho, novas amidas
graxas, derivadas dos acidos palmitico, estearico, oléico, ricinoleico e linoleico
e de aminas quirais e aquirais foram sintetizadas em bons rendimentos. A
aminodlise dos ésteres metilicos graxos forneceu resultados que variaram entre
50-70% de rendimento. Entretanto, com o emprego de DCC para a sintese das
amidas graxas foram obtidos rendimentos que variaram de 60-80%, podendo
atingir 95% em reacdes submetidas a aquecimento.

O comportamento dissociativo das amidas graxas por Espectrometria de
Massas também foi investigado. Observou-se o fragmento resultante do
Rearranjo de McLafferty para todos os compostos analisados, caracteristico e
citado na literatura para as amidas. As amidas graxas terciarias, diferentemente
das secundarias, apresentaram um padrao de fragmentacao caracteristico com
a formacéao do ion N-acilio.

Pela primeira vez, a atividade antimicobacteriana das amidas graxas no

combate a Tuberculose foi avaliada. Neste estudo, os compostos sintetizados
foram testados frente as cepas de Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv (ATCC
27294), M. tuberculosis resistente a rifampicina (ATCC 35338) e M.
tuberculosis resistente a isoniazida (ATCC 35822) e apresentaram, de maneira
geral pronunciado efeito. Relacionando a estrutura dos compostos testados e
as respostas obtidas nos ensaios bioldgicos foi possivel observar uma maior
atividade para amidas derivadas de cadeias insaturadas e de aminas ciclicas.
Entre estes, a ricinoleilpirrolidilamida (R)-67d, derivada do acido ricinoleico e da
pirrolidina, demonstrou a melhor atividade para as trés linhagens testadas.
A modificacdo estrutural da Isoniazida também foi investigada. Os resultados
preliminares para a isoniazida graxa (77), derivada da cadeia oléica, ja
demonstraram atividade quatro vezes superior a prépria Isoniazida. Estes
dados sdo importantes para novas pesquisas no grupo, seja na modificacdo
estrutural ou na pesquisa de novos derivados para o acido ricinoleico, principal
constituinte do 6leo de mamona.

Os estudos sobre os efeitos das amidas graxas 66,67a-e na proliferacao

de células de melanoma encontram-se em andamento.

63



Experimental

6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1 Materiais, Métodos e Equipamentos

Todos os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram obtidos
de fontes comerciais e utilizados sem prévia purificagdo. As reacdes foram
monitoradas por Cromatografia de Camada Delgada em silica gel Merck
60GF254 € 0s produtos purificados por cromatografia em coluna utilizando
silica gel (ACROS 0,035-0,070 mm, 60A).

As analises de RMN de 'H e de '*C foram realizadas em um aparelho
Varian VNMRS, operando a 300 e 75MHz para 'H e '°C, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos (8) sao registrados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hz. Os espectros de RMN-'H tem seus dados expressos
como: multiplicidade (s, singleto; d, dubleto; dd, duplo-dubleto; t, tripleto; q,
quarteto; m, mutipleto e sl, singleto largo), constante de acoplamento e
namero relativo de hidrogénios.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrdmetro
modelo Shimadzu-IR PRESTIGE-21, utilizando pastilhas de KBr ou disco de
NaCl. Os pontos de fusao foram determinados com equipamento Fisatom 430D
e os valores ndao foram corrigidos. A rotagdo oOtica especifica foi obtida em
polarimetro Polax WXG4 equipado com lampada de sodio, em tubos de 10 cm
de comprimento.

As analises cromatograficas gasosas foram realizadas em um
cromatdgrafo Shimadzu GC2010 utilizando uma coluna capilar RTX-5MS (5%
fenil e 95% metilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm, 0,25 ym) nas seguintes
condigbes: T/tniciay= 150°C/3 min., TAginay= 250°C/25 min, taxa = 15°C/min,
injetor T = 180°C e detector T = 260°C, taxa de split 1:10, injecdo de 1 pL de
amostra, gas arraste H> (1 mL/min) e Detector por lonizagdo em Chama (GC-
FID).

As andlises cromatograficas gasosas acopladas a espectrometria de
massas por impacto de elétrons (GC-MS/El) foram realizadas em um
cromatografo Shimadzu GC 2010 — QP2010 Plus, com injetor automatico AOC-
20i, coluna capilar RTX-5MS (5% fenil e 95% metilpolisiloxano, 30 m x 0,25
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mm, 0,25 pym) nas seguintes condi¢cdes: T/tniciay = 150°C/3 min., T/tfinay =
300°C/17 min, taxa = 15°C/min, injetor T = 250°C, fonte T = 250°C, interface T
= 280°C, ionizacao 70 eV, corrente de ionizacdo 150 1A e modo de varredura
de 50 — 400 m/z, detector T = 260°C. O gas arraste foi Hélio, com vazao de 1,0
mL/min, injecado splitless, volume de 1 yL de amostra.

Para as analises por ESI-MS-MS, as amostras foram diluidas em 1000
ML de MeOH 100%: uma aliquota de 10uL foi diluida em 1000 puL de uma
solucdo 0,1 % acido férmico em MeOH:H>O (1:1). As analises foram realizadas
em um Q-TOF (Micromass-Manchester — UK), com aceleracao ortogonal e
infusdo direta nas seguintes condicdes: voltagem capilar 3500 V; voltagem
cone 35 V; voltagem extrator 4 V; Fonte T = 100°C; Géas nebulizacdo T =
100°C; energia cela 30V.
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6.2 Procedimento geral para sintese dos ésteres metilicos 63a-c.

O O

)J\ MeOH, H* )J\
R OH —_—> R OMe
. 60°C, 4 h
62a-c 83-94% 63a-c

R= R NN =

a b c

Em um baldo contendo acido graxo 62a-c (25 mmols) foi adicionada
uma solucao metandlica (60:1 MeOH:AG) acidificada com 1,5% em massa de
acido sulfarico (H.SO4) em relacao ao acido graxo. A mistura foi mantida em
agitacao e refluxo por 4 horas. ApGs o término da reagao, foram adicionados 15
mL de hexano e a solugdo foi lavada até pH neutro. A fase orgéanica foi
separada, seca com MgSQq, filtrada e evaporada em evaporador rotatério. A
purificacdo dos ésteres graxos 63a-c foi realizada através de coluna
cormatografica utilizando silica gel como fase estacionaria e hexano:acetato de

etila (9:1 v/v) como eluente.

Palmitato de metila (63a)’%: Formula molecular, Ci7H340,. Massa Molecular,
270,26. Aspecto, sélido branco. P.F.: 30-32°C. Eluente, acetato de etila 50%
em hexano (CCD, Rf = 0,9). Rendimento, 83%. IV (KBr) cm(intensidade):
2949 (F): 2916 (F); 2848 (m): 1741 (F): 1463 (f): 1172 (f). GC-FID, t, = 14,1 min.

Estearato de metila (63b)'"°: Férmula molecular, C19H3sO». Massa molecular,
298,29. Aspecto, sdlido branco. P.F.: 38-40°C. Eluente, acetato de etila 50%
em hexano (CCD, R; = 0,9). Rendimento, 94%. IV (KBr) cm™ (intensidade):
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2922 (F); 2852 (F); 1743 (F); 1463 (m); 1435 (m); 1359 (f); 1195 (f); 1170 (m).
GC-FID, t,= 16,3 min.

Oleato de metila (63c)’°”: Formula molecular, CigHzs02. Massa molecular,
296,27. Aspecto, liquido amarelo palha. Eluente, Acetato de etila 50% em
hexano (CCD, R; = 0,8). Rendimento, 85%. IV (NaCl, filme) cm™ (intensidade):
2926 (F); 2854 (F); 1743 (F); 1462 (m); 1436 (m); 1197 (f); 1170 (f). GC-FID, t, =
16,6 min.

Ricinoleato de metila (63d)'’’. Formula molecular, CigH36O3. Massa
molecular, 312,27. Aspecto, liquido amarelo. Eluente, Acetato de etila 50% em
hexano (CCD, R¢ = 0,7). Rendimento, 90%. IV (NaCl, filme) cm-1 (intensidade):
3450 (F), 3007 (f); 2926 (F); 2854 (F), 1737 (m); 1460 (f), 1438 (f); 1246 (f),
1172 (f); 756 (f). CG-FID, t,= 24 min.
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6.3 Procedimento geral para sintese das amidas 66,67a-e, 71e.

i hiy
e R’
R)]\OH + H,N—R' DCC, DMAP R H
62a-e 64-65 Et:N 66-67a-¢
\ﬁ\ M\ W /\@
a b c _
R= 64 - \[ j =
OH (S)-65 B
R' =
(R/S)/-i© (R)-65

Em um baldo contendo &cido graxo 62a-e (1mmol), amina 64 ou 65
(Immol), trietilamia (EtsN, 1mmol) e 10% mol de DMAP (30) foi adicionado
gota-a-gota uma solugdo de DCC (25, 1mmol) em 3 mL CH.Cl,. A mistura foi
mantida sob agitacao constante em temperatura ambiente por 24 horas. Apoés,
a dicicloexiluréia formada foi separada por filtracdo, o solvente foi evaporado
sob pressao reduzida e o bruto reacional purificado em coluna cromatografica
utilizando silica gel como fase estacionaria e hexano:acetato (7:3 v/v) como

eluentes.

N-benzil-hexadecanamida (66a). Formula molecular, Co3H3gNO. Massa
Molecular, 345,30. Aspecto, sélido branco. P.F.:95 - 96°C. Eluente, acetato de
etila 30% em hexano (CCD, Rf = 0,62). Rendimento, 60%. IV (KBr) cm’
!(intensidade): 3294 (F), 3082 (f), 2916(F), 2848 (F), 1631 (F), 1550 (m), 1456
(m), 1355 (f), 1116 (f), 1026 (f), 725 (f). RMN de 'H (300 Hz, CDCls) 6 7,28 (m,
5H), 5,82 (sl, 1H), 4,43 (d, J = 6, 2H), 2,20 (t, J = 7,5, 2H), 1,64 (m, 2H), 1,25
(m, 24 H), 0,88 (t, J = 6,6, 3H). RMN de '*C (75 Hz, CDCls) & 172,99; 138,39;
128,70 (2C); 127,83 (2C); 127,50 (2C); 43,58; 36,83; 31,92; 29,68; 29,65;
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29,63; 29,59; 29,50; 29,48; 29,35; 29,34; 29,31; 25,77; 22,68; 14,12. GC-MS
(70 eV): m/z91 (53%), 106 (27%), 149 (100%) 162 (21%), 345 (M").

N-benzil-octadecanamida (66b): Formula molecular, CosH4sNO. Massa
Molecular, 373,33. Aspecto, solido branco. Ponto fusdo, 93 - 94°C. Eluente,
acetato de etila 30% em hexano (CCD, Rf = 0,54). Rendimento, 63%. IV (KBr)
cm’'(intensidade): 3304 (F), 2914(F), 2846 (F), 1637 (F), 1548 (m), 1458 (m),
1278 (f), 727 (f). RMN de "H (300 Hz, CDCl3) & 7,28 (m, 5H), 5,78 (sl, 1H), 4,44
(d, J =6, 2H), 2,20 (t, J = 7,5, 2H), 1,64 (m, 2H), 1,25 (m, 28 H), 0,88 {(t, 6,6,
3H). RMN de *C (75 Hz, CDCls) & 172,99; 138,40; 128,67 (2C); 127,80 (2C);
127,46 (2C); 43,56; 36,80; 31,90; 29,67; 29,65; 29,63; 29,59; 29,55; 29,50;
29,48; 29,40; 29,35; 29,34; 29,30; 25,75; 22,67; 14,10. GC-MS (70 eV): m/z 91
(57%), 106 (25%), 149 (100%), 162 (23%), 373 (M").

N-benzil- 9-Z- octadecenamida (66¢): Férmula molecular, C2sH41NO. Massa
Molecular, 371,32. Aspecto, sélido pastoso amarelo palha. Eluente, acetato de
etila 30% em hexano (CCD, Rf = 0,55). Rendimento, 72%. IV (KBr) cm’
!(intensidade): 3298 (F), 3052 (f), 2922 (F), 2850 (F), 1637 (F), 1550 (m), 1429
(m), 1349 (f), 1250 (m), 1125 (f), 1063 (f), 1000 (m), 810 (f), 729 (f). RMN de 'H
(300 Hz, CDClIs) 6 7,28 (m, 5H), 6,00 (sl, 1H), 5,34 (m, 2H), 4,41 (d, J = 6, 2H),
2,18 (t, J=7,5, 2H), 1,99 (m, 2H), 1,63 (m, 2H), 1,26 (m, 22 H), 0,87 (t, J = 6,6,
3H). RMN de ®C (75 Hz, CDCls) 5 173,02; 138,40; 129,92; 129,67; 128,58
(2C); 127,78 (2C); 127,36; 43,45; 36,69; 31,84; 29,70; 29,64; 29,55; 29,46;
29,29; 29,26; 29,20; 29,08; 27,15; 27,11; 25,71; 22,62; 14,06. GC-MS (70 eV):
m/z 91 (95%), 106 (48%), 149 (100%), 162 (61%), 371 (M"). ESI-MS/MS: M*
tedrico: 372,3266; M* observado: 372,3051.

N-benzil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida  (66d): Formula molecular,
C25H41NO2. Massa Molecular, 387,31. Aspecto, solido pastoso amarelo palha.
Eluente, acetato de etila 30% em hexano (CCD, Rf = 0,45). Rendimento, 70%.
IV (KBr) cm™(intensidade): 3305 (F), 3090 (f), 2927 (F), 2852 (F), 1637 (F),
1550 (m), 1395 (m), 1349 (f), 1218 (m), 1123 (f), 1000 (f), 750 (f), 687 (m). RMN
de 'H (300 Hz, CDCl3) & 7,28 (m, 5H), 5,83 (s, 1H), 5,53 (m, 1H) 5,39 (m, 1H),
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4,45 (d, J = 6, 2H), 3,60 (m, 1H), 2,20 (m, 4H), 2,03 (m, 2H), 1,79 (sl, 1H), 1,65
(m, 2H), 1,46 (m, 2H), 1,30 (m, 18 H), 0,88 (t, J = 6, 3H). RMN de "*C (75 Hz,
CDCls) & 173,05; 138,42; 133,23; 128,64 (2C); 127,77 (2C); 127,42; 125,26;
71,46; 43,52; 36,81; 36,67; 35,33; 31,81; 29,66; 29,51; 29,42; 29,32; 29,18;
29,03; 27,30; 25,70, 22,60; 14,06. GC-MS (70 eV): m/z 91 (98%) 106 (85%)
149 (100%), 162 (61%), 216 (17%) 273 (18%), 369 (M-18). ESI-MS/MS: M*
tedrico: 388,3216; M* observado: 388,3229.

N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida (66e): Férmula molecular, CosH3zgNO.
Massa Molecular, 369,30. Aspecto, liquido viscoso amarelo palha. Eluente,
acetato de etila 30% em hexano (CCD, Rf = 0,44). Rendimento, 40%. IV (NaCl,
filme) cm™(intensidade): 3292 (F), 3090 (m), 2927 (F), 2854 (F), 1649 (F), 1543
(m), 1458 (m), 1220 (f), 756 (F). RMN de 'H (300 Hz, CDCls) & 7,25 (m, 5H);
5,92 (sl, 1H); 5,66 (sl, 2H); 5,28 (m, 2H); 4,35 (m, 2H); 2,69 (m, 2H); 2,36 (m,
2H); 2,13 (t, J = 7,5, 2H); 1,89 (m, 2H); 1,55 (2H); 1,23 (sl, 14H); 0,82 (sl, 3H);
RMN '*C (75 Hz, CDCls) & 173,20; 138,19; 130,14; 129,95; 128,61 (2C);
127,91; 127,73 (2C); 127,42 (2C); 43,52; 36,55; 27,10; 26,22; 25,62; 25,53;
25,39; 25,23; 24,78; 24,63; 24,41; 22,44; 22,24; 13,96. GC-MS (70 eV): m/z 67
(21%), 91 (100%), 106 (62%), 149 (43%), 207 (35%), 253 (14%), 281 (13%),
369 (M+). ESI-MS/MS: M tedrico: 370,3110; M* observado: 370,3168.

a-Metil-N-benzil-hexadecanamida (67a): Formula molecular, Ca4H41NO.
Massa molecular, 359,32. Aspecto, sélido branco. P.F.: 84,4-85,5 °C. Eluente,
acetato de etila 30% em hexano (CCD, R; = 0,61). Rendimento, 74%. IV (KBr)
cm'(intensidade): 3307 (F), 3062 (f), 2916(F), 2848 (F), 1639 (F), 1550 (F),
1462 (m), 1350 (f), 1125 (m), 781 (m), 700 (m). RMN "H (300 Hz, CDCls) 5 7,23
(m, 5H), 5,77 (sl, 1H), 5,05 (m, 1H); 2,09 (t, J = 7,5, 2H), 1,53 (m, 2H), 1,41 (d,
J =9, 3H), 1,18 (m, 24H); 0,80 (t, J = 6, 3H). RMN '3C (75 Hz, CDCls) 5 172,16;
143,26; 128,59 (2C); 127,26; 126,13 (2C); 48,48; 36,87; 31,88; 29,66; 29,63;
29,61; 29,56; 29,48; 29,46; 29,41; 29,36; 29,32; 29,24; 25,72; 22,61; 21,67,
14,09. GC-MS (70 eV): m/z 105 (79%); 120 (39%); 163 (100%); 176 (16%); 359
(M*); ESI-MS/MS: M* teérico: 360,3266; M* observado: 360,3092; [a]o>*(R)-(+)-
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a-Metil-N-benzil-hexadecanamida = +59,99 (+/- 12, 10% em CHCls); [0]o?® (S)-
(-)-a-Metil-N-benzil-hexadecanamida = - 59,92 (+/- 12, 10% em CHClI3).

a-Metil-N-benzil-octadecanamida (67b). Férmula molecular, CagHssNO.
Massa molecular, 387,35. Aspecto, sélido branco. P.F.: 87-88 °C. Eluente,
acetato de etila 30% em hexano (CCD, R; = 0,62). Rendimento, 67%. IV (KBr):
cm’'(intensidade). 3307 (F), 3062 (f), 2916(F), 2848 (F), 1641 (F), 1550 (F),
1462 (m), 1259 (f), 1018 (m), 754 (m), 700 (m). RMN 'H (300 Hz, CDCl5) & 7,24
(m, 5H), 5,78 (sl, 1H), 5,06 (m, 1H); 2,08 (t, J = 6, 2H), 1,54 (m, 2H), 1,40 (d,
J =6, 3H), 1,18 (m, 28H); 0,80 (t, J = 6, 3H). RMN '*C (75 Hz, CDCls) 5 172,18;
143,25; 128,59 (2C); 127,26; 126,13 (2C); 48,50; 37,02; 36,85; 33,20; 31,88;
29,66; 29,62; 29,57; 29,51; 29,47; 29,33; 29,23; 25,88; 25,73; 25,49; 24,83;
22,66; 21,66; 14,09. GC-MS (70 eV): m/z 105 (91%), 120 (%), 148 (7%), 163
(100%), 176 (15%), 387 (M"*). [0]o** (R)-(+)-a-Metil-N-benzil-octadecanamida =
+45,95°  (+/- 19, 10% em CHCly); [0]o®® (S)-(-)-a-Metil-N-benzil-
otctadecanamida = - 45,952 (+/- 1%, 10% em CHCl5).

a-Metil-N-benzil-9-Z-octadecenamida (67c): Férmula molecular, CosH4sNO.
Massa molecular, 385,33. Aspecto, sélido pastoso amarelo palha. Eluente,
acetato de etila 30% em hexano (CCD, R; = 0,6). Rendimento, 71%. IV (NaCl,
filme): cm™(intensidade): 3305 (F), 3100 (f), 2924 (F), 2852 (F), 1641 (F), 1541
(m), 1437 (m), 1375 (f), 1124 (f), 1054 (f), 968 (f), 687 (m). RMN 'H (300 Hz,
CDCl3) 6 7,25 (m, 5H), 5,81 (sl, 1H), 5,26 (m, 2H), 5,05 (m, 1H), 2,08 (t, J = 7,5,
2H), 1,91 (m, 4H), 1,53 (m, 2H), 1,38 (d, J = 6, 3H), 1,20 (m, 20H), 0,80 (t,
J =6,6, 3H). RMN '3C (75 Hz, CDCl3) 6 172,34; 143,26; 129,85; 129,63; 128,47
(2C); 127,12; 126,05 (2C); 48,44; 36,67; 31,80; 29,66; 29,60; 29,56; 29,52;
29,42; 29,26; 29,22; 29,17; 29,05; 27,11; 25,68; 22,58; 21,63; 14,02. GC-MS
(70 eV): m/z 105 (100%); 120 (39%); 163 (137%); 176 (19%); 385 (M*); ESI-
MS/MS: M* tedrico: 386,3423; M* observado: 386,3446. [a]p?® (R)-(+)-a-Metil-
N-benzil-9-Z-octadecenamida = +74,9° (+/- 12, 2% em CHCls); [0]o?”(S)-(-)-o-
Metil-N-benzil-9-Z-octadecenamida = - 74,92 (+/- 12, 2% em CHCl5).
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a-Metil-N-benzil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida (67d): Férmula molecular,
CosH4sNO,.. Massa molecular, 401,33. Aspecto, soélido pastoso amarelo.
Eluente, acetato de etila 30% em hexano (CCD, Rf = 0,36). Rendimento, 83%.
IV (NaCl, filme): cm™ (intensidade): 3292 (M), 2927 (F), 2854 (f), 1633 (F), 1556
(F), 1450 (f), 1253 (f), 1093 (f). RMN 'H (300 Hz, CDCls) & 7,30 (m, 5H), 5,92
(d, J=9 Hz, 2H), 5,62 (m, 1H), 5,41 (m, 1H), 4,78 (m, 1H), 3,60 (m, 1H), 2,16 (m,
4H), 2,05 (m, 2H), 1,77 (m, 1H), 1,60 (m, 2H), 1,48 (m, 2H), 1,42 (d, J=6 Hz,
3H), 1,28 (m, 15 H), 0,88 (t, J=6 Hz, 3H). ESI-MS/MS: M* tedrico: 402,3372; M*
observado: 402,3370. [a]o2%(R, R)-(+)-a-Metil-N-benzil-12-hidréxi-9- Z-
octadecenamida = +20,97° (+/- 12, 5% em CHCly); [a]o®*(R,S)-(-)-a-Metil-N-
benzil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida = - 20,972 (+/- 12, 5% em CHCI5).

a-Metil-N-benzil-9,10-Z-octadidecenamida (67e): Formula  molecular,
C2sH41NO. Massa molecular, 383,32. Aspecto, liquido viscoso amarelo palha.
Eluente, acetato de etila 30% em hexano (CCD, Rt = 0,59). Rendimento, 44%.
IV (NaCl, filme): cm™(intensidade). 3286 (m), 3008 (f), 2927 (F), 2854 (F), 1641
(F), 1543 (m), 1452 (m), 1375 (f), 1215 (), 1134 (f), 1020 (f), 758 (m). RMN 'H
(300 Hz, CDClg) 6 7,24 (m, 5H); 5,80 (sl, 1H); 5,67 (sl, 2H); 5,03 (m, 3H); 2,45
(m, 2H); 2,36 (m, 2H); 2,11 (t, J = 7,05, 2H); 1,71 (m, 2H); 1,53 (m, 2H); 1,41 (d,
J = 6,9, 3H); 1,24 (sl,14 H); 0,81 (sl, 3H). RMN '®C (75 Hz, CDCls) & 172,48;
143,13; 128,61 (3C); 127,30 (3C); 126,12 (2C); 48,63; 36,69; 33,87; 31,70;
31,22; 28,94; 28,88; 28,79; 25,55; 24,61; 24,43; 24,49; 22,26; 21,88; 21,65;
14,00. GC-MS (70 eV): m/z 105 (100%), 120 (48%), 163 (20%), 176 (8%), 383
(M*). [o]o?® (R)-(+)-a-Metil-N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida = + 51,949 (+/- 12,
5% em CHCl); [0]o®®(S)-(-)-a-Metil-N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida = -
51,942 (+/- 12, 5% em CHClj).

N-pirrolidil-9,12-Z-octadidecenamida (71e). Férmula molecular, CaoH3gNO.
Massa Molecular, 333,30. Aspecto, Liquido amarelo claro. Eluente, acetato de
etila 30% em hexano (CCD, Rf = 0,52). Rendimento, 51%. IV (NaCl, filme):
cm’'(intensidade). 3000 (f), 2926 (F), 2854 (m), 1643 (F), 1433 (m), 1344 (f),
1193 (f), 1039 (f). RMN 'H (300 Hz, CDCls) & 5,28 (m, 2H), 5,62 (sl, 2H), 3,36
(m, 4H), 2,69 (t, J = 5,85, 2H), 2,35 (m, 2H), 2,18 (t, J = 7,65, 2H), 1,94 (m, 2H),
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1,82 (m, 4H), 1,55 (sl, 2H), 1,24 (sl, 14H), 0,81 (sl, 3H). RMN '*C (75 Hz,
CDCI3) 6 172,06; 130,14; 130,03; 127,92; 127,85; 46,65; 45,62; 34,78; 31,23;
31,39; 29,12; 29,18; 29,29; 27,14; 26,04; 25,55; 24,75; 24,84; 24,34; 22,51;
22,47;14,02. ESI-MS/MS: M" tedrico: 334,3110; M* observado: 334,3163.
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Cromatogramas (GC-FID) ésteres metilicos 63a-d
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Cromatograma 1 — Palmitato de metila 63a.
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Cromatograma 2 — Estearato de metila 63b.
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Espectro 9 — ESI-MS/MS da N-benzil-hexadecanamida (66a).
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Espectro 12 - RMN C (75 Hz, CDCl;) da N-benzil-octadecanamida (66b).
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Espectro 13 — GC-MS da N-benzil-octadecanamida (66b).
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Espectro 17 — GC-MS da N-benzil-9-Z-octadecenamida (66¢).
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Espectro 18 — ESI-MS/MS da N-benzil-9-Z-octadecenamida (66¢).
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95



Experimental

3

ﬁ.—

3

37

Y L

_——— [

ZT :_
o N
T B
© o

Dppm

20

40

60

80

100

120

140

160

180

Espectro 21 — RMN "°C (75 Hz, CDCl;) da N-benzil-12-hidréxi-9-Z-octadecenamida (66d).
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Espectro 22 — GC-MS da N-benzil- 12-hidrdxi-9-Z-octadecenamida (66d).
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Espectro 23 — ESI-MS/MS da N-benzil- 12-hidréxi-9-Z-octadecenamida (66d).
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Espectro 24 — |.V. (NaCl, filme) da N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida (66e).
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Espectro 26 — RMN °C (75 Hz, CDCl,) da N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida (66e).
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Espectro 27 — GC-MS da N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida (66e).
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Espectro 28 — ESI-MS/MS da N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida (66e).
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Espectro 29 — |.V. (Kbr) da a-metil-N-benzil-hexadecanamida (67a).
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Espectro 30 - RMN "H (300 Hz, CDCI;) da a-metil-N-benzil-hexadecanamida (67a).

105




Experimental

ol oy W P

[)IIIIIIIK)KE‘I}IIII]Il|I|IIII[KI!IIIIl!]|}7||l|l||ll‘l|l

= L

e

o

TT!II‘)(I[lll\]lllF{IIT(lAKII|!!4¥IlIIt

ppm

210

40

60

80

100

120

140

1690

180

Espectro 31 - RMN 3C (75 Hz, CDCly) da a-metil-N-benzil-hexadecanamida (67a).
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Espectro 32 — GC-MS (70 eV) da a-metil-N-benzil-hexadecanamida (67a).
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Espectro 33 — ESI-MS/MS da a-metil-N-benzil-hexadecanamida (67a).
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Espectro 34 - |.V. (KBr) da a-metil-N-benzil-octadecanamida (67b).
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Espectro 35 - RMN 'H (300 Hz, CDCl,) da o-metil-N-benzil-octadecanamida (67b).
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Espectro 36 - RMN e (75 Hz, CDCIl3) da a-metil-N-benzil-octadecanamida (67b).
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Espectro 37 — I.V. (KBr) da a-metil-N-benzil-9-Z-octadecenamida (67c¢).
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Espectro 38 - RMN 'H (300 Hz, CDCl3) da o-metil-N-benzil-9-Z-octadecenamida (67c).
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Espectro 39 - RMN 3C (75 Hz, CDCl;) da a-metil-N-benzil-9-Z-octadecenamida (67c¢).
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Espectro 40 — GC-MS (70 eV) da a-metil-N-benzil-9-Z-octadecenamida (67c).

115




Experimental

s_omba (0.020) Is (1.00,1.00) C26H44NO TOF MS ES+
386.3423 7.41e12
1004
Modelo Isotopicol
%
387.3456
388.3489
0] T T T ‘ 1
s_omba 15 (0.293) AM (Cen,4, 80.00, Ht,4400.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x3.00); Sb (5,30.00 ); Cm (4:25) TOF MS ES+
386.3446 1.21e3
100
Erro = 6ppm
- o
387.3476
388.3557
NIl ‘ 386.5394 ‘ 387.5942 ‘ 38?‘1483 389.3459 3898570
386 387 388 389 390
s_omba_386 26 (0.520) Cm (18:38) TOF MSMS 386.30ES+
1004 105.0694 971
%
282.2779
247.2393
265.2323
11071 1351117 386.3245
83.0868 97, - .
97.0968 163.1378
Ol J‘J “ U‘J“J‘ L‘J ‘]““ H‘.\ I\““\\“% SRR DURN VIS RGNV VSN CUURSIE AU SO SO S SIS
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Espectro 41 — ESI-MS/MS da a-metil-N-benzil-9-Z-octadecenamida (67¢).
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Espectro 43— I.V. (NaCl, filme) da (R/R)-a-metil-N-benzil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida (67d).
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Espectro 44— RMN "H (300 Hz, CDCl,) da (R/S)-a-metil-N-benzil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida (67d).
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Espectro 45- RMN "H (300 Hz, CDCl,) da (R/R)-o-metil-N-benzil-12-hidréxi-9-Z-octadecenamida (67d).
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Espectro 46 — ESI-MS/MS da (R/S)-a-metil-N-benzil-12-hidréxi-9-Z-octadecenamida (67d).
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Espectro 47 — |.V. (NaCl) da a-metil-N-benzil-912-Z-octadidecenamida (67e).
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Espectro 48 — RMN H (300 Hz, CDCl3) da a-metil-N-benzil-9,12-Z-octadidecenamida (67e).
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Espectro 49 — RMN °C (75Hz, CDCl;) da o-metil-N-benzil-912-Z-octadidecenamida (67e).
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Espectro 50 — GC-MS (70 eV) da a-metil-N-benzil-912-Z-octadidecenamida (67e).
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Espectro 51 — |.V. (NaCl) da N-pirrolidil-9,12-Z-octadidecenamida (71e).
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Espectro 52 - RMN H (300 Hz, CDCl3) da N-pirrolidil-9,12-Z-octadidecenamida (71e).
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Espectro 53 - RMN 3C (75 Hz, CDCl;) da N-pirrolidil-9,12-Z-octadidecenamida (71e).
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Espectro 54 — ESI-MS/MS da N-pirrolidil-9,12-Z-octadidecenamida (71e).
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Espectro 55 — GC-MS (70 eV) da N-pirrolidilhexadecanamida (75a).
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Espectro 56 — ESI-MS/MS da N-pirrolidiloctadecanamida (75b).
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Espectro 57 — GC-MS (70 eV) da N-pirrolidil-9-Z-octadecenamida (75¢).
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Espectro 58 — ESI-MS/MS da N-pirrolidil-9-Z-octadecenamida (75c).
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Espectro 59 — GC-MS (70 eV) da N-pirrolidil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida (75d).
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Espectro 60 — ESI-MS/MS da N-pirrolidil-12-hidr6xi-9-Z-octadecenamida (75d).
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Espectro 61 — GC-MS (70 eV) da N-morfolinilhexadecanamida (76a).
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Espectro 62 — GC-MS (70 eV) da N-morfoliniloctadecanamida (76b).
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Espectro 63 — GC-MS (70 eV) da N-morfolinil-9-Z-octadecenamida (76¢).
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Espectro 64 — ESI-MS/MS da N-morfolinil-9-Z-octadecenamida (76c¢).

139




Experimental

1.321.896 TIqg
i

. . . . | | .
5.0 10.0 20.0 27.0

min

E.Time: 10.7 10{Scans: | 243)
MassPeaks: 349
Group 1 - Event |

= =
P

TN TP FATRATTY P T AR AR TETT) FETIITIT OTNITAT) (ETYTOE AR TR FATTIITT

=

et RE

=]

&7

12 40 253 274 281 303 311 313 340 380 10 380

50

90 110 130 150 170 150 210 230 250 o 200 310 330 350 370 300
m'z

Espectro 65 — GC-MS (70 eV) da N-2-hidroxietilhexadecanamida (77a).
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Espectro 66 — GC-MS (70 eV) da N-2-hidroxietiloctadecanamida (77b).

141




Experimental

H.307.805 TiC
] u ,k_, A LJL_«LH._._F _—
T T T T T T T
5.0 10.0 18.0
min
E.Time: 1 1.7 10X Scané: 1443)
MassPeaks: 138
Group | - Event 1
100 W
W )
£5
B
gl
&
|
4
I s
I 2 e
- 12
( e o B _ W w1
e s 1 136 o8 072 i 77 1 155 7 95
50 70 o0 110 130 150 170 190 210 230 250 Iio 200 310 330 350 370 300
Mz

Espectro 67 — GC-MS (70 eV) da N-2-hidroxietil-9-Z-octadecenamida (77c).
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Espectro 68 — ESI-MS/MS da N-2-hidroxietil-9-Z-octadecenamida (77¢).
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Espectro 69 — GC-MS (70 eV) da N-2-hidroxietil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida (77d).
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Espectro 70 — ESI-MS/MS da N-2-hidroxietil-12-hidroxi-9-Z-octadecenamida (77d).
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Espectro 71 — GC-MS (70eV) da N-piperidinilhexadecanamida (78a).
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Espectro 72 — ESI-MS/MS da N-piperidinilhexadecanamida (78a).
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Espectro 73 — GC-MS (70eV) da N-piperidiniloctadecanamida (78b).
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Espectro 74 — GC-MS (70eV) da N-piperidinil-9-Z-octadecenamida (78c).
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Espectro 75 — ESI-MS/MS da N-piperidinil-9-Z-octadecenamida (78c).
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