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RESUMO

BUENO, L. M. Estudo da sintese de analogos benzil alquil éter da miltefosina e
da erufosina. 2016. 63f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2016.

O cancer corresponde a um conjunto de doencas que vem aumentando sua
incidéncia durantes os anos e atualmente é considerado um problema mundial. Os
tratamentos tradicionais em sua grande maioria agem no maquinario genético e
causam citotoxicidade, debilitando o paciente. Desta forma, a busca por novos
farmacos € de fundamental importancia para se encontrar moléculas mais seletivas
e menos toxicas para o paciente. A classe dos alquilfosfolipideos tem se destacado
por apresentar varios analogos com atividade antitumoral atuando na membrana
celular, sendo a miltefosina o protétipo estrutural. A miltefosina exibe potente
atividade antitumoral in vitro e frente a alguns modelos tumorais, sendo aprovada
clinicamente para o uso topico em metastases cutaneas de cancer de mama. No
entanto, este farmaco apresenta toxicidade gastrointestinal e acdo hemolitica. A
partir desse protétipo, novos anélogos foram sintetizados chegando a estrutura da
erufosina, analogo homocolinico da miltefosina, com atividade antitumoral e com
administracdo via intravenosa, por ser menos hemolitica. Outros estudos evidenciam
gue grupos volumosos ha parte apolar também reduzem a atividade hemolitica.
Portanto, nesse trabalho estudamos a sintese de anélogos benzil alquil éter da
miltefosina e da erufosina. Tentativas de sintese foram realizadas por meio da
sintese de intermediarios éteres w-hidroxibenzilalquilicos, sendo a obtencdo desses
intermediarios otimizada por meio de planejamento fatorial e mudanca do reagente
haleto de benzila. A melhor condigéo reacional foi definida a temperatura ambiente
por 6h, com rendimento reacional de 38% e 43% para 10-(benziloxi)decan-1-ol e 12-
(benziloxi)dodecan-1-ol, respectivamente. Para a formacdo dos analogos benzil
alquil éter da miltefosina e da erufosina, diversas condi¢cdes foram testadas
empregando-se a reacgdo dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos com oxicloreto de
fésforo e, subsequentemente, com N-metiletanolamina ou N-metilpropanolamina,
para analogos da miltefosina e da erufosina, respectivamente. Na sequéncia, a N-

metilacdo com iodeto de metila foi realizada para os analogos da erufosina. No caso



da miltefosina, estudou-se a sintese de um analogo N-metilfosfoetanolaminico. A
confirmacéo dos respectivos produtos de interesse e o grau de pureza foram
inferidos por analises de RMN. Devido a complexidade das rotas e, principalmente, a
dificuldade de purificacdo pelo carater anfifilico das moléculas sintetizadas, os
compostos ainda ndo foram obtidos em quantidade e grau de pureza suficientes
para testes bioldgicos in vitro. Entretanto, esse estudo aponta para a possibilidade
da utilizacdo da rota proposta para obter os compostos planejados, com

necessidade de se aprimorar a etapa final de purificacdo dos compostos obtidos.

Palavras-chaves: cancer, antitumoral, alquilfosfolipideos, miltefosina, erufosina.



ABSTRACT

BUENO, L. M. Study of the synthesis of benzyl alkyl ether analogs of
miltefosine and erufosine. 2016. 63f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2016.

Cancer corresponds to a group of diseases with increasing incidence over the years,
and is currently considered a global problem. Traditional treatments mostly act on the
genetic machinery causing cytotoxicity and debilitating patients. Therefore, the
search for new drugs is of paramount importance to find more selective and less
toxic drugs. The class of alkylphospholipids deserves attention for presenting several
analogs with antitumor activity by acting on the cell membrane. This class has
miltefosine as a structural prototype. Miltefosine exhibits potent antitumor activity in
vitro and against some tumor models, and has been clinically approved for topical
use in cutaneous metastases of breast cancer. However, this drug is associated with
gastrointestinal toxicity and hemolytic activity. From this prototype, new analogs were
synthesized resulting in erufosine, which besides antitumor activity is capable of
stimulating the production of human bone marrow cells and can be administered
intravenously, since it is less hemolytic. Other studies show that the presence of
bulky groups in the nonpolar moiety of alkylphospholipids also reduces the hemolytic
activity. In this work, we designed benzyl alkyl ether analogs of miltefosine and
erufosine. We studied the synthesis of w-hydroxibenzylalkyl ethers intermediates by
means of a factorial design and studying the alkyl halide to be employed. Best
reaction condition was defined as room temperature and reaction time of 6h, with
yields of 38% and 43% for 10-(benzyloxy)decane-1-ol and 12-(benzyloxy)dodecane-
1-ol, respectively. For the benzyl alkyl ether analogs, several reaction conditions
were investigated by reacting the w-hydroxibenzylalkyl ethers with phosphorus
oxychloride and subsequently with N-methyl propanolamine (for erufosine analogs)
or N-methyl ethanolamine (for miltefosine analog). In the sequence, N-methylation
with methyl iodide was carried out for erufosine analogs. For mitefosine, the analog
obtained was an N-methylphosphoethanolamine. Structures confirmation was based
on NMR analysis. Owing to the complexity of the synthetic routes and mainly difficulty
in purification of amphiphilic molecules, the analogs panned were not obtained in

adequate quantities and degree of purity to be submitted to in vitro biological test.



Nonetheless, this study already points to the possibility of the synthetic routes
investigated to obtain the compounds designed, with need to improve final

purification steps.

Keywords: cancer, antitumor activity, alkylphospholipids, miltefosine, erufosine.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cada ano o cancer vem crescendo tanto em incidéncia quanto em namero de
Obitos, evidenciando ser um problema mundial significativo (INCA, 2015). A taxa de
mortalidade mundial relacionada ao cancer € maior do que a soma das relacionadas
a AIDS/HIV, tuberculose e malaria. Em uma avaliagdo quantitativa, uma em cada
sete mortes mundiais esta relacionada ao cancer. Em 2012, foram estimados mais
de 14 milhdes de diagnosticos e por volta de 8 milhdes de mortes no mundo. Em
2030, valores ainda maiores sdo estimados, devido ao crescimento demografico e
ao numero de idosos, com 21,7 milhBes de novos casos e 13 milhbes de mortes
devidas ao cancer (ACS, 2016).

No Brasil foram estimados 600 mil novos casos para o biénio 2016-2017. O tipo
de cancer de maior incidéncia em ambos 0s sexos € o cancer de pele nédo
melanoma, mas ao exclui-lo e separando o restante por género, observa-se a
seguinte ordem decrescente de incidéncia: homens - préstata, pulméo, intestino,
estbmago e cavidade oral; mulheres - mama, intestino, colo do utero, pulmédo e
estdbmago (INCA, 2015).

Existem trés planos de prevencdo ao cancer em diferentes fases da
carcinogénese: prevencdo primaria, secundaria e terciaria. A primaria esta
direcionada a exclusdo das causas do cancer, como por exemplo alteracao do estilo
de vida ou imunizacdo (MACHADO,; LEAL, 2013). Esta prevencdo engloba o
tabagismo, que é o maior causador de mortes mundiais e o principal fator que causa
o tipo de cancer de maior incidéncia mundial, o cancer de pulmédo (INCA, 2015;
ACS, 2016). A prevencdo secundéria foca na reducdo da morbimortalidade e
envolve identificacdo prévia nos pacientes assintomaticos, impedindo o avanco da
doenca. Por fim, a prevencao terciaria relaciona-se ao tratamento do enfermo com
cancer, prevenindo o seu 6bito ou adversidades que a doenca possa causar
(MACHADO; LEAL, 2013).

O tratamento para o cancer tradicionalmente envolve uma combinacdo de
terapias, sendo as mais comuns a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia. Os

atuais quimioterapicos focam na inibicdo do crescimento tumoral ou na eliminacéo
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das células tumorais por meios diversos, como agentes causadores de apoptose ou
por induzirem citotoxicidade (SALEM, 2015).

Os quimioterapicos, na sua grande maioria, por ndo apresentarem seletividade
de alvo, proporcionam danos tanto em células tumorais quanto nas células
saudaveis. Por também atuarem em células sadias, ha inimeros efeitos colaterais
com estas terapias, como a supressdo da medula O6ssea, lesdo no trato
gastrointestinal, queda de cabelo e ndusea (ABDALLA; SILVA, 2013; SALEM, 2015).
Além dos efeitos causados pela falta de seletividade de atuacdo, o tumor pode
acabar desenvolvendo vias metabdlicas paralelas, adaptando-se aos efeitos dos
agentes toxicos (SALEM, 2015). Desta forma, a descoberta de novos farmacos e
outras abordagens, como terapias envolvendo alvos moleculares mais especificos,
se fazem necessarias (WUJCIK, 2014; ACS, 2016).

Dentre as inUmeras classes de moléculas sintéticas, os alquilfosfolipideos
(APLs) tém se destacado por apresentarem uma gama de estudos relatando
atividade antitumoral in vitro e in vivo. Os APLs exibem uma vantagem diferencial em
relacdo aos quimioterdpicos tradicionais, pois enquanto os medicamentos
tradicionais precisam atravessar a barreira celular para atuarem no material
genético, esta classe age prontamente na membrana celular (VAN BLITTERSWIJK;
VERHEIJ, 2013).

A classe dos APLs tem como protétipo a miltefosina, que € utilizada no
tratamento topico de metastases cutaneas de cancer de mama e no tratamento das
trés principais formas de leishmaniose (LEONARD et al.,, 2001; RAMA; KUMAR;
BALAJI, 2015). Por mostrar toxicidade gastrica e atividade hemolitica, este prototipo
sofreu modificacdes estruturais que, apds o estudo de varias séries congéneres,
resultou na descoberta do analogo homocolinico erufosina (VAN BLITTERSWIJK;
VERHEIJ, 2013).

A erufosina representa um grande avanco para a classe dos APLs pois pode ser
administrada via intravenosa, apresenta menor efeito hemolitico e estimula a
producdo de células da medula 6ssea humana (ZAHARIEVA et al., 2007; YOSIFOV
et al., 2011). Uma das possiveis explicacdes para a reduzida atividade hemolitica se
deve a forma geométrica e tipo de agregacdo em meio aquoso que estas moléculas

assumem. Por ter forma de cone, a miltefosina em agua se agrega
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preferencialmente em micelas. No caso da erufosina, agregados vesiculares ou

lamelares tendem a se formar sob determinadas condi¢des (Figura 1).

Com base nas vantagens apresentadas pela erufosina, em estudos que
mostram que grupamentos ciclicos ligados a cadeia alquilica dos APLs resultam em
analogos com maior atividade antitumoral (PAPAZAFIRI et al., 2005) e unindo as
informacdes de dados experimentais de potencial hemolitico de APLs que constatam
que a presenca de porcles catibnicas menores e grupamentos volumosos como
anéis no final da cadeia alquilica resultam em compostos menos hemoliticos (SA et
al., 2014), nesse trabalho planejou-se e estudou-se a sintese de analogos da
miltefosina e da erufosina potencialmente menos toxicos e esperando terem maior

atividade antineoplasica.

Figura 1 - Representacdo esquematica das conformacBes das moléculas de
miltefosina, erufosina e os agregados supramoleculares formados pela miltefosina e
erufosina.
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Fonte: o autor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neoplasia

As neoplasias sdo agregados celulares que possuem taxa de crescimento
descontrolada e maior do que as ceélulas normais, podendo também serem
denominadas tumores. Existem classificagcdes mais especificas para as neoplasias
como, por exemplo, pelo comportamento bioldgico, aspectos clinico ou morfolégico;
entretanto, no geral, podem ser denominadas como benignas e malignas (ALVES;
MELLO; FILHO, 2013).

As células de tumores benignos proliferam lentamente, sendo que esta
expansdo é condensada e sem invasdo de tecidos circunvizinhos, possuindo um
limite bem definido (ALVES; MELLO; FILHO, 2013).

Os tumores malignos sdo também nomeados de canceres. Seu desenvolvimento
faz com que ocorra deslocamento de células e formacgdo de colénias neoplasicas
nos tecidos adjacentes ou em vasos sanguineos e linfaticos, que as levardo para
outras localidades e formardo uma nova colbnia, sendo este processo denominado
metastase. Sua expansdo crescente nem sempre equivale a taxa de crescimento
dos vasos sanguineos, gerando zonas de necrose intratumorais por falta de
nutrientes (ALVES; MELLO; FILHO, 2013).

7

O céancer € uma doenca genética que expressa 0S genes de forma
descontrolada devido as mutacdes do DNA. Embora a etiologia dos diversos tipos
de canceres ainda seja desconhecida, inumeros fatores podem influenciar na
incidéncia, distribuicdo geografica e no comportamento especifico do cancer, tendo
como exemplo: sexo, idade, etnia, predisposicdo genética e exposicdo a
carcinégenos ambientais (STRICKER; KUMAR, 2010).

Os tratamentos mais eficientes para o cancer sao a cirurgia, a quimioterapia e a
radioterapia. Na quimioterapia ocorre a utilizacdo de farmacos para destruir
(citotoxico) ou limitar a proliferacdo (citostatico) das células tumorais. Os agentes
quimioterapicos atualmente adotados na pratica clinica incluem farmacos que

alteram o ciclo celular em diversos pontos, modificando as fun¢des de crescimento
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descontrolado caracteristico dessas células. Dentre eles, podem-se citar 0os agentes
alquilantes, os antimetabdlitos, os compostos antimitéticos e os analogos da

camptotecina.

Os agentes alquilantes sédo farmacos que se ligam covalentemente com
biomacromoléculas provocando a morte celular, tendo como exemplos dacarbazina,
procarbazina e temozolomida (PUYO; MONTAUDON; POURQUIER, 2014). Os
antimetabolitos sdo antineoplasicos que apresentam semelhanca estrutural com os
metabdlitos naturais das vias bioquimicas e competem pelos sitios ativos
interrompendo a cascata reacional corpérea, os quais podem ser exemplificados
pelo metrotexato, fluorouracila e mercaptopurina (HERTZ; RAE, 2015). Os
compostos antimitéticos sdo farmacos que interrompem o ciclo mitético na etapa de
metéfase por agir na tubulina, proteina formadora dos microtibulos. Alguns
exemplos desses farmacos s&o vimblastina, vincristina e paclitaxel (BATES;
EASTMAN, 2016). Os analogos da camptotecina, responsaveis pela ligacdo e
estabilizacdo da topoisomerase-I, inibindo a religacdo do DNA a enzima e acumulo
de fitas simples de DNA. Nesse grupo de farmacos incluem-se irinotecano e
topotecano (KAI et al., 2015). Essas substancias, entretanto, geralmente apresentam
citotoxicidade consideravel, agindo tanto em células tumorais quanto em células
saudaveis. Desta maneira, regides onde as células apresentam taxa de crescimento
acelerada sofrem efeitos colaterais mais pronunciados no individuo, sendo os mais
comuns a supressdo da medula 6ssea, lesdo no trato gastrointestinal, queda de
cabelo e ndusea (NUSSBAUMER et al., 2011).

A terapia do cancer sofreu mudanca significativa com o surgimento de farmacos
inibidores de proteinas quinases. Essas proteinas estdo envolvidas com varias vias
de sinalizacdo que levam a proliferacédo celular, como a via JAK/STAT, ativada pela
acdo de citocinas, ou ainda a via RAS/RAF, ativada por fatores de crescimento
(VINK et al.,, 2005). Alguns genes, denominados oncogenes, podem levar a
superexpressao das proteinas constituintes dessas vias, 0 que por sua vez, resulta
em aumento do numero de células, devido ao fato de estarem em constante
processo de ativacdo. Na tentativa de interromper esse ciclo, foram desenvolvidos
os inibidores de proteinas quinases. O primeiro farmaco aprovado, em 2001, com
esse mecanismo de acdo foi o imatinibe, empregado principalmente para o
tratamento da leucemia mieldide crénica (LMC) (DOBBIN; GADELHA, 2002). Devido
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ao sucesso observado com este farmaco, varios novos inibidores de proteinas
quinases tém sido estudados. Como exemplo de farmacos j& disponiveis, podem-se
citar inibidores de EGFR (Epidermal Growth Factor) erlotinibe, gefitinibe e lapatinibe;
e os inibidores de VEGFR (Vascular Epidermal Growht Factor) sunitinibe, sorafenibe
e pazopanibe. Além disso, merece destaque o grupo dos alquilfosfolipideos
sintéticos, que se acredita exercer efeito farmacoldgico sobre proteinas quinases,
embora seu mecanismo de acao ainda nao seja totalmente elucidado (PACHIONI et
al., 2013).

2.2 Alquilfosfolipideos

Desde o inicio da década de 1970 ja havia confirmacéo de atividade antitumoral
de alguns éteres de fosfolipideos. A partir de entdo, teve inicio a sintese de
inimeros analogos desta classe (BRACHWITZ; VOLLGRAF, 1995). Em 1980, Eibl e
Unger (1990) identificaram a hexadecilfosfocolina (miltefosina, Figura 2) com a
auséncia do glicerol e a definram como exigéncia minima estrutural dos
alquifosfolipideos (APL). A miltefosina exibe potente atividade antitumoral in vitro e
frente a alguns modelos tumorais in vivo (UNGER et al., 1989; MARINO et al., 2015).
A miltefosina tornou-se, entdo, o protétipo das alquilfosfocolinas (APC), derivadas
dos APL (VINK et al., 2007).

Estudos sobre o mecanismo de acdo destes farmacos demonstraram que eles
atuam inibindo vias de sinalizacdo celular desencadeadas em proximidade a
membrana celular, incluindo vias que sao sabidamente ativadas pelas Ras
GTPases. Por exemplo, os alquilfosfolipideos inibem a interacdo das Ras GTPases
com as Raf-1, desta forma, bloqueando a via de sinalizagdo das “mitogen activated
protein kinases” (MAPK) (SAMADDER et al.,, 2003; VINK et al., 2007). Estes
compostos também inibem diretamente a via de sinalizagdo da “phosphatidylinositol-
3-kinase” (PI13K) (RUITER et al., 2003; VINK et al., 2007), uma via também acionada
pelas Ras GTPases.

Estudo realizado por Jiménez-Lépez e colaboradores (2010) foi observada a
acao da miltefosina no impedimento da formacdo do esfingolipideo, com acumulo
interno da serina, e de esterificacdo do colesterol, pertubando a homeostase do
colesterol no organismo. Estas mudancas proporcionadas pela miltefosina tém

inUmeras consequéncias como, por exemplo, alteragbes nas proporcdo desses
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componentes da membrana celular; ou comprometimento da funcionalidade dos
microdominios lipidicos de membrana (lipid rafts) que podem danificar a integridade
da membrana aumentando sua permeabilidade ou desregular sua funcionalidade e
suas vias de sinalizacdo. Um estudo computacional realizado com a miltefosina
interagindo com bicamadas ratifica a propensdo da interagdo da miltefosina com
colesterol, e também com os lipid rafts (SA et al., 2015).

Finalmente, um dos alvos mais bem caracterizados desta classe farmacologica &
a proteina quinase serina-treonina (PKC) (UBERALL et al., 1991; VINK et al., 2007).
A familia da PKC contém enzimas agindo nas vias de transducdo e através da
fosforilacdo das hidroxilas dos residuos de serina e treonina, controlando assim a
sintese de outras proteinas. Em 1991, a miltefosina mostrou inibir a PKC de forma
competitiva com a fosfatidilserina e ndo competitiva com Ca?* (SHOJI et al., 1991).
Em 2015, S& & Rangel-Yagui mostraram através de estudos computacionais as
possiveis interacbes de APC no dominio C2 da subfamilia PKCa. No modelo
simulado, observaram mudancas conformacionais causadas pelos ligantes ALP e
APC no dominio de ligagdo de calcio e também um efeito de “packing mismatch”
entre os lipidios de membrana e as caudas apolares de ALP/APC que parece
impeder o ancoramento do dominio C2 da PKCa no folheto interno da mmbrana,
interrompendo a ativacdo dessa proteina (SA; RANGEL-YAGUI, 2015).

Devido a interacdo com membrana, a miltefosina causa toxicidade
gastrointestinal e efeito hemolitico (KOTTING et al., 1992). Estudos antineoplasicos
realizados em pacientes com sarcomas metastaticos de tecido mole administrando
150 mg/dia e de cancer coloretal com dose de até 200 mg/dia evidenciaram doses
limites de tolerancia gastrica para esse farmaco quando administrado via oral
(PLANTING; STOTER; VERWEIJ, 1993; VERWEIJ et al., 1993). Entretanto, a
miltefosina aplicada topicamente foi eficaz no tratamento de metastases cutaneas de
cancer da mama (UNGER et al., 1990). Ensaios clinicos de fase Il posteriores
confirmaram essas observacdes e relataram respostas objetivas ao tratamento
tépico da miltefosina em pacientes com metastases cutaneas do cancer de mama
(LEONARD et al., 2001). Aléem de sua aplicacdo como agente anticancerigeno, a
miltefosina é atualmente utilizada via oral com dose maxima de 100 mg/dia no
tratamento de leishmaniose (BERMAN, 2006; PACHIONI et al., 2013).
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Figura 2 - Linha do tempo dos alquilfosfolipideos.
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A= lisofosfatidilcolina; B= edelfosina; C= iimofosina; D= miltefosina; E= perifosina; F= erucilfosfocolina
ou ErPC; G=erufosina ou ErPC3.
Fonte: Adaptado de PACHIONI et al., 2013.

A miltefosina foi o primeiro farmaco regulamentado para utilizacdo via oral no
tratamento de leishmaniose visceral. Um estudo realizado na India, sobre tal
tratamento, revelou algumas das preocupacgdes com relagéo a este farmaco, como o
problema de adesdo ao tratamento, que pode levar a selecdo de resisténcia do
parasita ao medicamento e a teratogenicidade. Dessa forma, sugeriu-se um tempo
curto de utilizacdo da miltefosina associada a qualquer outro medicamento para o
tratamento deste tipo de leishmaniose (SUNDAR; OLLIARO, 2007).
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Através de estudos de variagdo estrutural das alquilfosfocolinas, desenvolveu-se
a perifosina (Figura 2E), considerada um analogo de segunda geracéao (ALAM et al.,
2012). Este composto € um alquilfosfolipideo heterociclico que apresenta um anel
piperidinico N-dimetilado em substituicdo ao trimetilaménio da porcdo colina. Este
anel promove maior estabilidade quando comparado com a estrutura da miltefosina
e isso é observada no estudo de Vink e colaboradores (2005) através do tempo de
meia vida, sendo para a miltefosina 96 horas e perifosina, 137 horas.

A perifosina apresenta melhor indice terapéutico em comparacao a miltefosina
sob linhagens de células cancerigenas humanas, como melanoma, célon, pulmé&o,
prostata (HILGARD et al., 1997). Quando administrada via oral em camundongos
portadores de tumor, exibe eliminagéo lenta e alta distribuicdo nos tecidos saudaveis
(VINK et al., 2005). Estudos mostram que pacientes com tumores sélidos toleram
uma dose maxima de perifosina de 600 mg/semana, quando administrada nas
refeicdbes e com antieméticos para profilaxia, jA que nausea e vomitos sédo alguns
dos principais efeitos adversos do farmaco (UNGER et al., 2010).

Novos estudos de modificacdo estrutural levaram a sintese da erucilfosfocolina
(ErPC, Figura 2F), primeiro analogo do grupo das alquilfosfocolinas a ser utilizado
por via parenteral, apresentando significativa atividade antineoplasica in vitro e in
vivo em animais. A ErPC tem grande acumulo no tecido cerebral, tendo potencial
quimioterapico frente a tumores malignos cerebrais (ERDLENBRUCH et al., 1999). A
partir da erucilfosfocolina, surgiu seu homélogo erufosina (erucilfosfo-homocolina,
ErPC3; Figura 2E), representante da terceira geracado das alquilfosfocolinas com
grande eficicia citotdxica e potencial hemolitico reduzido, em virtude da sua cadeia
alquilica longa e insaturada (ZAHARIEVA et al.,, 2007). As alquilfosfocolinas de
terceira geracdo apresentaram efeito citotoxico e citostatico em linhagens de células
cancerigenas humanas e em linhagens malignas de glioma em ratos
(JENDROSSEK et al., 2002). Além disso, em 2011 Yosifov e colaboradores
observaram que a erufosina, em vantagem a inUmeros antineoplasicos, estimula a
producéo de células da medula 6ssea humana.

O reduzido efeito hemolitico das alquilfosfocolinas de terceira geracdo pode ser
atribuido ao fato de estas moléculas em meio aquoso, devido ao seu parametro
critico de empacotamento (de 1/3 a 1), formarem preferencialmente bicamadas
flexiveis (lamelas) e/ou vesiculas, ao invés de micelas. Neste sentido, qualquer

abordagem que altere o padrdo estrutural das moléculas para formato de cone
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truncado ao invés de cone, deve favorecer o empacotamento estrutural em
agregados lamelares ao invés de micelares, conforme representado na Figura 3
(ISRAELACHYVILI, 2011).

Figura 3 - Representacdo esquematica dos formatos das moléculas de miltefosina e
de erucilfosfocolina (ErPC), e dos agregados supramoleculares formados por estas
moléculas.
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Fonte: Adaptado de ISRAELACHVILI, 2011.

A miltefosina em concentracdo micelar critica (CMCs) baixas se apresenta na
forma de mondémeros solUveis em agua. Entretanto, com o aumento da CMC, pode-
se observar o fendbmeno da saturacdo da interface ar-dgua pelos respectivos
mondmeros, formando estruturas micelares consideradas agregados altamente
dindmicos (MOREIRA et al., 2013). O processo de equilibrio desses mondémeros
com as micelas ocorre em questdo de microssegundos (FIGURA 4), tendo seu
empacotamento caracteristicas instaveis quando comparado com outras estruturas
agregadas, como por exemplo as bicamadas (SCHREIER; MALHEIROS; PAULA,

2000). No trabalho de Rakotomanga e colaboradores (2004), constatou-se a
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interacdo micelar da miltefosina as membranas monolamerales lipidicas de esterois
e POPC (palmitoil oleoil fosfatidilcolina). Essa interacdo das micelas de miltefosina
fazem com que as mesmas se desagreguem em grupamentos de monémeros que,
por sua vez, adentram tais membranas celulares, causando, como consequéncia, a
ruptura da membrana (MOREIRA et al., 2013). A ErPC, por ser mais lipofilica que a
miltefosina, devido a sua cadeia volumosa apolar, forma estruturas vesiculares de
carater pseudo-lamelar em altas concentracdes em solu¢cdo aquosa, e por isso,
assim como a erufosina, apresenta efeito hemolitico reduzido (EIBL; KAUFMANN-
KOLLE, 1995; HENKE et al., 2012).

Figura 4 - Equilibrio entre monémeros e formacao da micela.
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Fonte: Adaptado de RANGEL-YAGUI; PESSOA-JR; TAVARES, 2005.

Neste mesmo sentido, Papazafiri e colaboradores (2005) mostraram que a
presenca de cicloalcanos na porc¢éo lipidica de analogos de alquilfosfocolinas reduz
efeitos hemoliticos quando comparados a miltefosina, sendo que a maioria dos
analogos estudados por estes autores apresentou melhora na atividade
antineoplasica. Mais recentemente, esta mesma correlacdo também foi observada
para atividade antileishmania (CALOGEROPOULOU et al., 2008). Claramente, a
adicdo de estruturas ciclicas na porcao lipidica de alquilfosfocolinas altera o
parametro critico de empacotamento e deve resultar em estruturas do tipo cone
truncado. A equacao abaixo apresenta o calculo deste parametro (ISRAELACHVILI,
2011).

s= Eqg. 1

Em que s corresponde ao parametro critico de empacotamento (Figura 5), V é o
volume ocupado pela cauda apolar (27,4 A3 para os grupos CHs e 26,9 A3 para os

grupos CH2), an corresponde a area da secao transversal da cabeca polar e Ic € 0
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comprimento da cadeia alquilica, que pode ser obtido com base no valor da
distancia entre a ligacdo carbono-carbono (1,265 A). Valores de “s” menores que 1/3
resultam em estrutura espacial conica, enquanto que valores entre 1/3 e 1
determinam a predominancia da estrutura espacial de cone truncado. No caso da
presenca de anéis na porcao apolar, aproximacdes sdo necessarias para o calculo,
mas a observacao espacial destas moléculas ja nos permite inferir que as mesmas

tendem a estrutura de cone truncado.

Figura 5 - Componentes da equac¢do do parametro critico de empacotamento.
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Fonte: Adaptado de ISRAELACHVILI, 2011.

V= volume da cauda apolar;
an= area de seccéo transversal da cabeca polar;
Ic = comprimento da cauda hidrocarbénica.

Portanto, a estratégia de adicdo de cicloalcanos ou grupamentos isésteros na
porcdo lipidica de analogos das alquilfosfocolinas, aliada a recente alteracdo da
porcdo colina realizada na erufosina (analogos homocolinicos), pode resultar em
analogos com menor efeito hemolitico e potencialmente mais ativos.

Tendo em vista o exposto, neste trabalho estudamos a sintese de analogos da
miltefosina e da erufosina, na busca por alquilfosfolipideos menos téxicos e mais

ativos como antineoplasicos.
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3. OBJETIVO

O principal objetivo deste trabalho consistiu em sintetizar analogos benzil alquil
éter da erufosina (Figura 6), na busca por alternativas mais potentes e menos
hemoliticas para o tratamento do cancer. Posteriormente, as moléculas planejadas e
cuja sintese foi estudada nesse trabalho poderdo ser submetidas a ensaios de

atividade antitumoral e de potencial hemolitico.

Figura 6 - Figura dos analogos benzil alquil éter da erufosina planejados.
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Outro objetivo deste trabalho foi a sintese do composto benziloxidecil N-metil
fosfoetanolamina (Figura 7) diferenciando-se dos anélogos anteriores por néao
apresentar a amina quaternaria na porcdo polar. O propésito de planejar essa
molécula foi primeiramente a facilidade na sua rota sintética, por causa da auséncia
de carga. Em um segundo momento, poder compara-la com os analogos da
erufosina, ao se testar uma molécula que ndo possui o0 nitrogénio quaternario na
porcdo polar da mesma e a influéncia de tal caracteristica na atividade e efeito

hemolitico.

Figura 7 - Figura do benziloxidecil N-metil fosfoetanolamina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os didis (1,10-decanodiol e 1,12-dodecanodiol), hidreto de sédio, cloreto de
benzila, brometo de benzila, oxicloreto de fbésforo, N-metilpropanolamina, N-
metiletanolamina e iodeto de metila foram obtidos da Sigma Aldrich®. Os demais

solventes e reagentes utilizados nos procedimentos foram de pureza analitica (P.A.).

4.2 Métodos Analiticos

4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As reacdes foram acompanhadas por CCD, empregando-se cromatoplacas de
aluminio cobertas com silica GFz2s4 (Merck®), eluicdo com hexano/acetato de etila
(3:1 e 4:1, viv), cloroférmio/metanol (9:1, v/v) e cloroféormio/metanol/agua (65:25:5,

VIVIV).

4.2.2 Cromatografia em coluna

Os éteres w-hidroxibenzilalquilicos obtidos foram purificados por cromatografia
em coluna (40 cm de altura e diametro interno 1,5 cm) preparada com fase
estacionaria de silica-gel (70-230 mesh, grau analitico, poro de 60 A, Sigma
Aldrich®) e fase moével hexano/acetato de etila (3:1 e 4:1, V/v).

Os anélogos da erufosina sintetizados foram purificados por cromatografia em
coluna (4 cm de altura e diametro interno 2 cm) preparada com fase estacionaria de
silica-gel, idéntica a utilizada para os éteres w-hidroxibenzilalquilicos, e fase mével

cloroformio/metanol (9:1, v/v) e cloroformio/metanol/agua (65:25:5, viviv).
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4.2.3 Espectrometria por Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises espectroscopicas de RMN de H, ¥*C e HETCOR !H-3C foram
efetuadas em espectrometro Bruker 300 MHz, modelo Advanced DPX-300,

disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

4.2.4 Métodos de obtencdo dos anélogos alcoxibenzilalquilfosfo-
homocolinicos

4.2.4.1 Obtencédo dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos

Na sintese dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos foram adaptadas duas
metodologias que produzem diferentes intermediarios dependendo do diol de
partida, 1,10-decanodiol ou 1,12-dodecanodiol. A diferenca principal entre as duas
metodologias sdo os haletos de benzila utilizados, sendo o cloreto de benzila

sugerido por Dos Santos et al. (2010) e o brometo de benzila por Jin et al. (2007).

4.2.4.1.1 Reagéo com cloreto de benzila

Em um baldo de fundo redondo, adicionaram-se 2 mmol (0,35 g) de 1,10-
decanodiol em 3 mL de dimetilformamida (DMF). Apdés resfriar o sistema a
temperatura de aproximadamente 0 °C, adicionou-se 2 mmol (0,08 g) de hidreto de
odio (NaH 60% disperso em parafina). Apés 10 h sob aquecimento a 50 °C, a
mistura foi resfriada e em seguida foram gotejados 2,4 mmol (0,28 mL) de cloreto de
benzila. O sistema permaneceu sob agitacdo por 18 h a temperatura ambiente
(Figura 8).

Figura 8 - Reagao com cloreto de benzila.
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n= 10 (la), 12 (Ib); x= DMF, 50 °C, 8 h; y=t.a., 18 h
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Apds o término da reacdo, a mistura foi acidificada com HCIl 5% até pH 3 e
procederam-se extracdes liquido-liquido em triplicata com acetato de etila (2 mL) e
na sequéncia, a fase organica foi lavada com agua. Ao fim, a fase orgéanica foi
coletada e adicionou-se Na>SO4 anidro para a retirada de agua residual. Em seguida
foi realizada uma filtracdo simples para retirada do sal hidratado. O excesso de
solvente foi removido por pressao reduzida e o produto obtido (la - éter w-
hidroxibenzildecila ou 1b - éter w-hidroxibenzildodecila) foi purificado por
cromatografia em coluna com fase estacionaria silica-gel e fase modvel,
hexano/acetato de etila (3:1, v/v). Para a formacéo do éter w-hidroxibenzildodecila,
partiu-se de 2 mmol (0,40 g) de 1,12-dodecanodiol, mantendo-se a propor¢ao para o

restante dos reagentes.

4.2.4.1.1.1 Planejamento Fatorial

Na tentativa de otimizar a obtencdo dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos, um
planejamento fatorial foi realizado referente a sintese do 10-(benziloxi)decan-1-ol
variando-se os fatores tempo e temperatura, cada um deles em dois niveis, mais o
ponto central realizado em triplicata, totalizando sete experimentos.

Tabela 1 - Planejamento experimental 22 mais ponto central, referente a reacdo de
formacéo do alcoxido.

Variaveis nao codificadas Variaveis codificadas
Ensaio Temperatura (x2 °C) Tempo (h) A B
1 40 8 -1 -1
2 60 8 +1 -1
3 50 10 0 0
4 50 10 0 0
5 50 10 0 0
6 40 12 -1 +1

7 60 12 +1 +1




31

Os valores correspondentes ao ponto central foram escolhidos por serem estas
as condi¢cdes estipuladas no trabalho de Dos Santos e colaboradores (2010), e a
variavel resposta utilizada foi o rendimento reacional em porcentagem. Na Tabela 1

sao apresentados os valores reais e codificados das variaveis tempo e temperatura.

4.2.4.1.2 Reagdo com brometo de benzila

Em um baldo de fundo redondo, adicionaram-se 3 mmol de 1,10-decanodiol
(0,52 g) e 4,5 mmol (0,12 g) de NaH na solucéo de 4,5 mmol (0,53 mL) de brometo
de benzila (BnBr) em 15 mL de DMF anidra, sob agitacdo a temperatura ambiente
(Figura 9). A reacdo foi interrompida apdés 6 h com adicdo 6 mL de dgua. A mistura
foi submetida a extracdo liquido-liquido com 60 mL de acetato de etila e a fase
organica foi lavada com agua e solucdo saturada de NaCl. Em seguida, a fase
organica foi secada com Na2SOa4 anidro e por processo de filtracdo simples retirou-
se o sal hidratado. Sob pressdo reduzida, removeu-se 0 excesso de solvente e
obteve-se o produto desejado (la — éter w-hidroxibenzildecila ou Ib - éter w-
hidroxibenzildodecila) por purificacdo através de cromatografia em coluna com fase

estacionaria silica-gel e fase mével hexano/acetato de etila (4:1, v/v).

Figura 9 - Reagdo com brometo de benzila.

o N
HO/Hn\OH + NaH + Br — HO n-0

n= 10 (la), 12 (Ib); x=DMF, t.a.,, 6 h

Para a formacédo do éter w-hidroxibenzildodecila, partiu-se de 2,9 mmol (0,58 g)

de 1,12-dodecanodiol mantendo-se a propor¢ao do restante dos reagentes.

4.2.4.2 Obtencao dos analogos da erufosina

Para a obtencdo dos analogos da erufosina foi utilizada a rota sintética proposta
por MacDonald et al. (1991) (Figura 10), que compreende quatro etapas sintéticas

descritas a seguir:
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Etapa 1: Obtencao do intermediario II:

Em um bal&o, adicionou-se oxicloreto de fosforo (0,3 mL) dissolvido em 1 mL de
hexano anidro gelado sob agitacdo. Ainda sob agitacdo e resfriamento lento,
adicionou-se trietilamina (EtsN, 0,4 mL) anidra em 2 mL de tricloroetileno (TCE). Em
seguida, fez-se a adi¢cdo por gotejamento do w-hidroxibenzilalquiléter (1) (1,9 mmol)
dissolvido em 7,6 mL de tricloroetileno. Ap6s 30 minutos reagindo, pode-se verificar
a precipitacdo do cloridrato de trietilamina que indica a formac¢éo do intermediario II.

O cloridrato de trietilamina foi removido por filtracdo simples.

Figura 10 - Esquema sintético dos analogos da erufosina.
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n=9, 11; a= hexano, EtsN, TCE, 0 °C, 30 min; b= EtsN, TCE, 0 °C, 30 min; c= acetona 90%, 2 h;
d= NaOH, MeOH, 24 h.

o
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Etapa 2: Obtencéo do intermediério Il

Na mistura contendo o intermediario I, gotejou-se uma solugcéo contendo 0,2 mL
de N-metilpropanolamina e 1,1 mL de EtsN dissolvidos em 1 mL de TCE, por 30
minutos sob agitacdo e em banho de gelo. O precipitado formado, cloridrato de
trietilamina, foi removido por filtracdo simples e o0 excesso de solvente foi evaporado

sob presséo reduzida.
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Etapa 3: Obtencao do intermediério IV:

Em um bal@o de fundo redondo, dissolveu-se o intermediario Ill em 14 mL de
acetona e 1,4 mL de agua, com agitacao por 2 h a temperatura ambiente. O solvente
foi removido sob pressao reduzida e na sequéncia foi adicionado cloroférmio gelado,
extraindo o produto formado (intermediario 1V) na fase organica e removendo a

agua. O excesso de solvente for removido sob pressao reduzida.

Etapa 4: Obtencédo do produto final analogo benziloxialquil fosfo-homocolina (V):

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,2 mL de iodeto de metila em
solugéo do composto IV dissolvido em 9,7 mL de metanol contendo 0,8 g de NaOH.
A reacdo permaneceu por 24 h sob agitacdo, em ambiente protegido de luz e em
temperatura ambiente. A remocdo do excesso de solvente e reagente se fez por
evaporacdo sob pressdo reduzida. Em seguida, foram realizadas trés formas de
purificacdo: (i) cromatografia em coluna, sendo os eluentes: cloroférmio/metanol
(9:1, v/v) e cloroférmio/metanol/agua (65:25:5, v/v/v); (ii) cristalizacdo, trés lavagens
(10 mL) com éter etilico para a precipitacdo do composto de aménio quaternario e
posterior filtracdo; e (iii) cristalizacdo lenta, solubilizando em cloroférmio e
precipitando em acetona deixando a solucéo resfriando overnight. O produto V (Va-
benziloxidecil fosfo-homocolina e Vb- benziloxidodecil fosfo-homocolina) obtido foi

caracterizado por espectrometria de ressonancia magnética nuclear.

4.2.4.3 Obtencao do analogo N-metilfosfoetanolaminico da miltefosina (VI)

A rota sintética aplicada para a obtencdo da molécula benziloxidecil N-metil
fosfoetanolamina (Figura 11) € a mesma empregada para os analogos da erufosina
(MacDonald et al., 1991) e descrita na figura 10, mas com suas devidas adaptacoes.
As principais modificacbes na rota sdo a troca da N-metilpropanolamina por N-
metiletanolamina, resultando em uma molécula fosfoetanolaminica e néo
fosfohomocolinica. A segunda alteracdo esta na ultima etapa, reacdo com o iodeto
de metila, que neste caso é suprimida de modo a se obter um analogo
monometilado, mais precisamente N-metilfosfoetanolamilico.

No final da terceira etapa, eliminou-se o excesso de solvente por rotaevaporacao

com 2 mL isopropanol. Na sequéncia, adicionaram em 2mL de cloroférmio para
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dissolver a mistura e por fim, acrescentaram 30 mL de acetona. A solugéo foi

deixada na geladeira para ocorrer a precipitagcdo do composto de interesse.

Figura 11 - Estrutura quimica do benziloxidecil N-metil fosfoetanolamina (VI).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos

5.1.1 Reag&o com cloreto de benzila

5.1.1.1 Sintese do 10-(benziloxi)decan-1-ol

No primeiro momento, iniciou-se com uma reacao acido-base, em que o hidreto
de sddio, uma base inorganica, dissocia-se formando o ion hidreto e o ion sédio que
séo solvatados pelo DMF, por este ser um solvente polar aprético. Em seguida, o ion
hidreto desprotona a hidroxila do diol formando um alcoxido e o gas hidrogénio.
Devido a reatividade do processo, utiliza-se o banho de gelo para reduzir a
dissociacdo do hidreto de sédio e gerar aos poucos o gas hidrogénio que é
inflamavel.

Apoés a producado do alcéxido, este reage com o cloreto de benzila. Esta reacéo
€ conhecida como sintese de éteres de Williamson, em que o alcéxido participa de
uma substituicdo nucleofilica bimolecular no carbono ligado ao cloro do haleto de
benzila, resultando na formacao do éter e de NaCl.

Pequenas modificacbes na metodologia de Agresta e colaboradores (2003)
realizadas no trabalho de Dos Santos e colaboradores (2010) fizeram com que o
rendimento reacional melhorasse, de 6% para 34%. Mais especificamente, alterou-
se a propor¢cao em mol dos reagentes, de 1,1 (NaH): 1(diol): 1(cloreto de benzila)
para 1(NaH):1(diol):1,2 (cloreto de benzila). O aumento na quantidade do haleto de
benzila resultou em maiores rendimentos devido ao cloreto ser um fraco grupo
abandonador, assim comprometendo a reacao.

Antes do processo de purificagdo por cromatografia em coluna, foi realizada uma
avaliacdo no programa Chem Draw Ultra 12.0 para verificar o coeficiente de particao
computacional (cLogP) das moléculas monossubstituida e dissubstituida produzidas
no final da reacdo. Com os valores apresentados na Tabela 2, pode-se concluir que
0 composto dissubstituido é mais apolar e saira primeiramente da coluna
cromatografica do que a molécula monossubstituida. Desta forma, direcionou-se o

estudo na CCD e facilitando a coleta da amostra de interesse.
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Tabela 2 - Valores de cLogP calculado para as moléculas monossubstituida (A) e
dissubstituida (B), partindo-se do alcool 1,10-decanodiol.

Estrutura guimica cLogP

©/\ /\/\/\/\/\/OH 4’574
(0]
A

7,138

B<)/\o/\/\/\/\/\/ °v©

Na CCD, o composto éter w-hidroxibenzildecila apresentou fator de retencdo
(Rf) de 0,30, empregando-se hexano/acetato de etila (3:1, v/iv) como eluente.
Também foi observado o subproduto referente a dissubstituicdo no 1,10-decanodiol
com Rf 0,6. O produto puro foi obtido por cromatografia em coluna com fase
estacionaria silica-gel e fase movel hexano/acetato de etila (3:1, v/v) e caracterizado
por espectrometria de RMN de 'H, 13C e HETCOR H-13C (anexos 1, 2 e 3).

Dados de espectroscopia do analogo 10-(benziloxi)decan-1-ol sdo apresentados
a seguir, correspondentes aos anexos 1 e 2: 10-(benziloxi)decan-1-ol: C17H2802; MM
264. Anexo 1: RMN 'H (CDCls, 300 MHz) & 7,28 (m, 5H); d 4,49 (s, 2H); d 3,60 {t,
2H); d 3,45 (t, 2H); & 1,58 (m,5H); d 1,28 (s, 13H). Anexo 2: RMN *3C (CDCls, 75
MHz) & 138,71; & 128,33; & 127,62; & 127,47; & 77,52-76,67 (CDCl3); & 72,86; d
70,53; 6 62,93; & 32,79; & 29,76; d 29,54; & 29,52; & 29,46; & 29,42; 6 26,19; &
25,76.

Para atestar a identificacdo correta dos hidrogénios e dos carbonos foi realizado
0 HETCOR *H-13C que confirmou que cada hidrogénio esta ligado ao seu respectivo

carbono, excluindo os hidrogénios e carbonos relacionados ao solvente (anexo 3).

5.1.1.2 Sintese do 12-(benziloxi)dodecan-1-ol

Ao se utilizar a metodologia de Agresta e colaboradores (2003) para esse
intermediario, o rendimento reacional foi de 4%, que ap0s aplicar as propor¢des dos

reagentes (Dos Santos et al., 2010) houve um aumento para 16%.
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Semelhantemente aos composto sintetizados a partir do 1,10-decanodiol, houve
também a formacgédo de produtos monossubstituidos e dissubstituidos a partir do
1,12-dodecanodiol. De igual natureza, diferenciando somente pela adicdo de dois
grupos metilenos, os compostos sintetizados apresentaram o cLogP (Tabela 3) para
o composto dissubstituido maior que o monossubstituido, constatando ser mais

apolar e portanto, eluindo mais rapidamente pela coluna cromatografica.

Tabela 3 - Valores de cLogP calculado para as moléculas monossubstituida (A) e
dissubstituidas (B), partindo-se do 1,12-dodecanodiol.

Estrutura quimica cLogP

O/\o/\/\/\/\/\/\/o” 5,632
A

8,196

IL)(>Ao/\/\/\/\/\/\/ °v©

O Rf na CCD foi de 0,4 para o 12-(benziloxi)dodecan-1-ol, e para o subproduto
dissubstituido o Rf foi de 0,8. A purificagdo do composto foi realizada por meio de
coluna cromatografica com fase estacionaria silica-gel e fase movel hexano/acetato
de etila (3:1, v/v), sendo o produto obtido caracterizado por espectrometria de RMN
de 'H, 13C e HETCOR !H-3C (anexos 4, 5 € 6).

A seguir sdo apresentados os dados de espectroscopia do analogo 12-
(benziloxi)dodecan-1-ol, correspondente aos anexos 4 e 5: 12-(benziloxi)dodecan-1-
ol: C19H3202; MM 292. Anexo 4: RMN 'H (CDCls, 300 MHz) & 7,25 (m, 5H); 6 4,42 (s,
2H); & 3,55 (t, 2H); d 3,38 (t,2H); & 1,54 (m,4H); 3 1,20 (s, 16H). Anexo 5: RMN 13C
(CDCls, 75 MHz) & 138,69; & 128,32; & 127,62; 6 127,46; & 77,63-76,78 (CDCl3); &
72,86; 6 70,54; & 62,74; & 32,80; 6 29,78; & 29,66; & 29,62; & 29,51; & 26,22; &
25,84.

Corroborando com a identificacdo da estrutura, realizou-se 0 HETCOR !H-13C
(anexo 6) que confirmou a correlacdo de cada hidrogénio com seu respectivo

carbono, excetuando os hidrogénios e carbonos do solvente.
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5.1.1.3 Planejamento Fatorial

Na tentativa de otimizar a obtencdo dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos, um
planejamento fatorial 22 referente a sintese do 10-(benziloxi)decan-1-ol foi realizado,
variando-se os fatores tempo e temperatura. A etapa reacional de formacdo do
alcoxido é relevante pois o NaH em altas temperaturas dissocia muito rapidamente
da parafina em que estd disperso. Além disso, pelo fato de a reacdo nao ser
seletiva, o ion hidreto desprotona uma ou as duas hidroxilas do diol. Com isso
buscou-se obter a temperatura e o tempo de reagdo mais adequados. Na Tabela 4
sdo reapresentados os valores reais e codificados das variaveis tempo e
temperatura juntamente com os resultados obtidos, destacando-se o0 ensaio 6, que a

40 °C por 12 h resultou no melhor rendimento observado (21%).

A andlise de variancia obtida a partir do planejamento experimental é
apresentada nas Tabelas 5 e 6. Tanto o gréafico de contornos quanto a superficie de
resposta para o planejamento realizado foram obtidos empregando-se o software
Minitab versdo 16 e estdo apresentados nas figuras 10 e 11, respectivamente.
Através da analise de regressdao multivariavel (Tabela 5), pode-se observar o nivel
de significancia de cada fator pelo valor p, sendo esse 0,29 para o tempo e 0,03
para a temperatura. Adotando que um termo para ter significancia tem que possuir
valor p menor ou igual a 0,05 (5% de erro), o Unico fator que mostra ter significancia
€ a temperatura. Também neste tipo de analise sdo apresentados valores de
coeficiente de determinacéo (R-Sq = 87%), coeficiente de determinacéo ajustado (R-
Sq (adj) = 74%) e coeficiente de determinacéo predito (R-Sq (pred) = 0%). O valor
de R-Sq por ndo se aproximar de 100%, evidencia que o modelo precisa de melhor
ajuste. Avaliando o R-Sq (adj), o seu valor ndo esta proximo ao do R-Sq sugerindo a
adicdo de mais variaveis para se produzir um modelo satisfatério. Quanto ao valor
R-Sq (pred) de 0%, este indica que o modelo é limitado, ou seja, seu emprego para
prever as melhores condicbes de sintese € restrito. Uma possivel solugdo para
melhorar esses parametros seria 0 aumento dos niveis das variaveis estabelecidas
no modelo, que poderia aumentar o R-Sq. A analise de variancia (Tabela 6) para a
regressao linear apresentou valor p de 0,05, sendo que a variacdo de temperatura
foi a variavel significativa para a melhora do rendimento (valor p= 0,027), enquanto
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que para a variavel tempo de reacdo ndo se pode observar contribuicdo significativa
para o rendimento da reagao (valor p=0,295).

Tabela 4 - Planejamento experimental 22 mais ponto central, referente a reacéo de
formacdo do alcoxido, bem como resultados obtidos expressos em rendimento da
producédo do éter.

Variaveis nao codificadas Variaveis codificadas
Rendimento

Ensaio Temperatura (2 'C) Tempo (h) A B (%)

1 40 8 -1 -1 12

2 60 8 +1 -1 2

3 50 10 0 0 10

4 50 10 0 0 16

5 50 10 0 0 12

6 40 12 -1 +1 21

7 60 12 +1 +1 2

No grafico de contornos (Figura 12) para os pontos definidos no experimento,
pode-se confirmar a influéncia da temperatura no rendimento reacional. Com relacao
ao tempo reacional, a superficie de resposta obtida indica que entre 10 h e 12 h
encontra-se o tempo 6timo para a formacdo do alcoxido (Figura 13). Mesmo nao
possuindo um modelo ajustado, os resultados sugerem que a uma temperatura de
40 °C ou menos, juntamente com um tempo reacional entre 10 h e 11 h, o
rendimento da reacdo aumente. Dessa maneira, realizou-se uma nova tentativa de
reacao a 35 °C por 10 h que levou a um valor de rendimento de aproximadamente
37%, melhor rendimento adquirido de todas as sinteses realizadas para esse

intermediario.
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Tabela 5 - Analise de regressdo multivariavel para o rendimento reacional (%) em
funcéo das variaveis do estudo na forma codificada.

Variavel Coeficiente de Estimativa coeficiente  Valort Valorp
independente regressao (Coef) de regressao

(SS Coef)
Constante 14,244 2,030 7,018 0,006
Tempo (h) 2,193 1,732 1,266 0,295
Temperatura -7,068 1,732 -4,081 0,027
(‘C)
Tempo (h)? -5,256 2,668 -1,970 0,143
S=3,46382 PRESS= 367,526

R-Sq=87,16%  R-Sq (pred)=0,00  R-Sq (adj)= 74,32%

Tabela 6 - Analise de variancia do modelo de regressdo multivaridvel para
rendimento reacional (%).

Fonte de Graus de Soma Soma Média Valor F Valor p
Variagéo Liberdade  quadrética guadratica Quadratica

(DF) Sequencial Ajustada Ajustada

(Seq SS) (Adj SS) (Adj MS)

Regressao 3 244,34 244,34 81,446 6,79 0,075
Linear 2 197,76 219,03 109,513 9,13 0,053
Tempo (h) 1 19,23 19,23 19,228 1,60 0,295
Temperatura 1 176,55 199,80 199,798 16,65 0,027
(‘C)
Quadrética 1 46,56 46,56 46,560 3,88 0,143
Tempo (h)? 1 46,56 46,56 46,560 3,88 0,143
Erro residual 3 35,99 35,99 11,998
Falta de 1 20,84 20,84 20,839 2,75 0,239
ajuste
Erro puro 2 15,15 15,15 7,577
Total 6 280,33

Figura 12 - Gréfico de contornos para o rendimento reacional (%) em funcédo do
tempo (h) e temperatura (°C) de reacao.
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Figura 13 - Superficie resposta do efeito do tempo reacional (h) e da temperatura
(°C) sobre o rendimento reacional (%).
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5.1.2 Reacdo com brometo de benzila

5.1.2.1 Sintese do 10-(benziloxi)decan-1-ol

A metodologia adaptada de Jin et al. (2007) foi empregada com o objetivo de
conseguir melhores rendimentos reacionais e reducéo do tempo reacional. A reacéo
ocorre da mesma maneira que a metodologia de Dos Santos et al. (2010), com a
sintese do alcoxido a partir do 1,10-decanodiol e na sequéncia, producado dos éteres
de Williamson. Ao final das 6 h de reacdo, a adicdo de agua resulta na troca dos
ions brometo pela hidroxila da agua, e solubilizacdo dos compostos de partida que
nao reagiram.

Na CCD, o composto éter w-hidroxibenzildecila apresentou fator de retencdo
(Rf) de 0,2, empregando-se hexano/acetato de etila (4:1, v/v) como eluente.
Também foi observado o subproduto referente a dissubstituicdo no 1,10-decanodiol
com Rf 0,8. O produto puro foi obtido por cromatografia em coluna com fase
estacionaria silica-gel e fase movel hexano/acetato de etila (4:1, v/v) e caracterizado
por espectrometria de RMN que apresentou 0os mesmos sinais quando sintetizado
pelo cloreto de benzila (anexos 1, 2 e 3).

A alteracdo do haleto de benzila, de cloreto para brometo, entretanto, resultou

em porcentagem de rendimento similar (38%) ao melhor resultado encontrado com o
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cloreto de benzila, ainda que o brometo seja melhor grupo abandonador. Cabe

ressaltar que a reacdo com o brometo de benzila ndo foi otimizada.

5.1.2.2 Sintese do 12-(benziloxi)dodecan-1-ol

Esta sintese foi realizada da mesma maneira que a sintese do 10-
(benziloxi)decan-1-ol com o brometo de benzila, mudando somente o diol de partida,
1,12-dodecanodiol. O rendimento reacional foi de 43%.

Na CCD, obteve-se o fator de retencdo (Rf) de 0,2 para o éter w-
hidroxibenzildodecila, empregando-se hexano/acetato de etila (4:1, v/v) como
eluente. Também foi observado o subproduto referente a dissubstituicdo no 1,12-
dodecanodiol com Rf 0,7. O produto puro foi obtido por cromatografia em coluna
com fase estacionéria silica-gel e fase movel hexano/acetato de etila (4:1, viv) e
caracterizado por espectrometria de RMN, com sinais idénticos quando este foi

sintetizado com cloreto de benzila (anexos 4, 5 e 6).

5.1.3 Analise das sinteses dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos

A primeira tentativa para a obtencdo dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos foi
baseada na metodologia de Agresta e colaborados (2003), com obtencdo de

rendimentos muito baixos dos compostos desejados.

Na busca de melhorar esse rendimento, foi adotada a metodologia de Dos
Santos et al. (2010). Nesse trabalho o grupo adapta a metodologia de Agresta et al.
(2003) mantendo os mesmos reagentes, mas modificando suas proporc¢des, 0 que

resultou em maior rendimento reacional.

Analisando de forma mais direcionada, realizou-se o planejamento fatorial.
Nesse terceiro ensaio manteve-se as condigbes realizadas pelo grupo do Dos
Santos e foram alteradas a temperatura e o tempo reacional. Essa etapa somente foi
realizada para um dos compostos, pois como foram feitas véarias reacoes testes,
escolheu-se o reagente (1,10-decanodiol). Nesse ensaio ndo observamos aumento
do rendimento com as mudancas sugeridas. Um quarto ensaio foi realizado
substituindo-se o cloreto de benzila por brometo de benzila. Os resultados gerados

na producdo dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos séo similares, entretanto o tempo
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total da reacdo € menor. Com isso, este foi selecionado para prosseguir na producao
dos éteres.

Tabela 7 - Rendimento reacional dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos em cada
ensaio realizado.

éteres

w-hidroxibenzilalquilicos 10-(benziloxi)decan-1-ol  12-(benziloxi)dodecan-1-ol

1° tentativa

9 0
(Agresta et al., 2003) 6% 4%
2° tentativa . .
(Dos Santos et al., 2010) 34% 16%
3° tentativa

0 -
Planejamento fatorial 37%

o )

4° tentativa 28% Ja

Brometo de benzila

5.2 Sintese dos analogos da erufosina

Para essa rota, na primeira etapa reacional ocorre o ataque nucleofilico do éter
w-hidroxibenzilalquilico ao &tomo de fosforo do oxicloreto de fésforo. Na segunda
etapa, este sofre outro ataque nucleofilico pela hidroxila da N-metilpropanolamina,
seguido de ataque pela amina, formando a fosfamida ciclica. Este ciclo é clivado na
terceira etapa por hidrolise e na sequéncia, a molécula é alquilada em meio basico

com o iodeto de metila para a formacao dos analogos da erufosina.

Os rendimentos reacionais foram infimos, ndo chegando a 1% para o
benziloxidecil fosfo-homocolina e 2% para o benziloxidodecil fosfo-homocolina.
Estas moléculas, por terem caracteristicas anfifilicas e higroscépicas, apresentam
purificacdo complexa. Metodologias de purificacdo foram aplicadas para separagao
dos produtos finais trimetilados (V) dos intermediarios monometilados (1V), ou até
mesmo dos intermediarios dimetilados. Como mencionado anteriormente, trés
metodologias de purificacdo foram aplicadas nesse trabalho tentando-se obter o

benziloxidecil fosfo-homocolina e o benziloxidodecil fosfo-homocolina.
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Analisando a metodologia de purificacéo realizada por cromatografia em coluna,
para os analogos produzidos a partir da 10-(benziloxi)decan-1-ol, calculou-se
previamente cLogP (Tabela 7) para verificar a polaridade das provaveis moléculas
de subproduto e de intermediarios de reacao ao final da sintese do produto final. Em
um primeiro momento, buscou-se, com a aplicagdo da fase movel cloroférmio e
metanol, retirar os compostos mais apolares como o intermediario dissubstituido
(composto 1; cLogP= 4,98) e o composto ciclofosfamidico (composto 2; cLogP=
4,86). Na sequéncia, com a adicdo de agua a fase movel, a polaridade foi
aumentada e os compostos mais polares, como o benziloxidecil fosfo-homocolina
(composto 6; cLogP= 0,71), seriam entdo eluidos. Nessas condi¢des, entretanto,
nao obtivemos bons rendimentos. A silica como fase estacionaria pode ter
dificultado a separacdo e contribuido para o baixo rendimento, pois como esta tem
carater polar € capaz de reter o composto final positivamente carregado,
comprometendo assim o rendimento geral. Por conta disso, outra estratégia de

purificacao foi testada.

A segunda tentativa baseou-se na precipitacdo de sais de amo6nio quaternario
com éter etilico e posterior filtragdo. O éter etilico (u= 1,15D a 20 C°), por ter carater
mais apolar, solubiliza os compostos de mesma caracteristica e precipita 0s
compostos mais polares, dentre eles o composto final benziloxidecil fosfo-
homocolina. Nestas condicbes o composto final ndo apresentou precipitacao
significativa e houve perda na filtragdo. Deste modo, executou-se um terceiro
processo de purificacdo com solventes considerados mais adequados para a

recristalizacao.

O terceiro teste de purificacdo foi uma tentativa de recristalizacdo através da
dissolucdo da mistura contendo o produto final em cloroférmio e subsequente
cristalizacdo em acetona. Uma pequena quantidade de cloroférmio, devido ao seu
carater mais apolar (u= 1,04D), foi utilizada para solubilizar a mistura com o produto
final e manter os compostos mais apolares em solu¢cdo quando da etapa de
resfriamento. Uma pequena quantidade de acetona (u= 2,88D) foi adicionada para
solubilizar impurezas mais polares que o composto de interesse e entdo, foi dado
sequéncia ao processo de resfriamento dessa solucdo, em que o produto final

precipitou lentamente e as impurezas mantiveram-se em solucao.
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Tabela 8 - Valores de cLogP do produto e dos subprodutos da sintese a partir do 10-
(benziloxi)decan-1-ol.

Composto Molécula cLogP
1 4,98

I \/@
\N/\/\O/n\o/\/\/\/\/\/o
o)

2 4,86
[\N/
| e
o/|P|\o °
3 4,57
4 4,40

OH

\H/\/\O/n\o/\/\/\/\/\/o
o

5 4,04
NG //O
/p\o/\/\/\/\/\/o
6 0,71
TH
D g F T e
d

7 -0,11
N SN N
|
8 -4,39
NN

Dados de espectroscopia do analogo benziloxidecil fosfo-homocolina mostram
sinais caracteristicos dessa molécula apresentados no anexo 7. Os principais sinais
caracteristicos de deslocamento no espectro de RMN de hidrogénio (anexo 7) para
o analogo benziloxidecil fosfo-homocolina sdo do anel aromatico em 7,33 ppm,

seguidos pelo singleto em 4,50 ppm correspondendo aos hidrogénios do carbono
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situado entre o anel aromatico e oxigénio da fungéo éter; dois tripletos, em 3,61 ppm
e 3,49 ppm, possivelmente referindo-se aos hidrogénios do carbono adjacente ao
grupo benziloxi; e também um singleto em 3,38 ppm, podendo ser este da
trimetilacdo da molécula, mas juntamente com residual do solvente empregado no
RMN (metanol deuterado) apods troca do deutério por proton.

A caracterizagdo por RMN do composto benziloxidodecil fosfo-homocolina n&o

foi possivel, por conta da baixa quantidade sintetizada até 0 momento.

5.3.1 Sintese do benziloxidecil N-metil fosfoetanolamina

A rota sintética aplicada para a obtencdo da molécula benziloxidecil N-metil
fosfoetanolamina (Figura 7) é a mesma empregada anteriormente (MacDonald et al.,
1991) para a sintese dos andlogos homocolinicos e exposta na Figura 10, mas com
suas devidas adaptacgoes.

Na primeira etapa sintética, introduziu-se nessa rota o 10-(benziloxi)decan-1-ol
para reagir com oxicloreto de fésforo, formando o intermediario |, idéntico ao
proposto na rota dos analogos homocolinicos (Figura 10). Na segunda etapa, o
processo de substituicdo nucleofilica ocorre pela acdo da N-metiletanolamina sob o
intermediéario 1, com formacdo do anel fosfamida que foi clivado por hidrélise na
terceira etapa, assim formando o composto de interesse. O processo de purificacédo
gerou um produto ainda impuro, necessitando novamente ser recristalizado para a
remocao do excesso de impureza. Entretanto, analisando o espectro de RMN de
hidrogénio buscando caracterizar esta molécula (anexo 8), pode-se observar sinais
gue condizem com 0S seus grupos quimicos. Deslocamento do anel aromatico
ocorrendo em 7,31 ppm e pico de singleto dos hidrogénios correspondentes ao que
se encontram entre 0 oxigénio do grupo quimico éter e o anel aromético, 4,46 ppm.
Constam na sequéncia multipletos em 4,10 ppm e 3,82 ppm, sendo o primeiro
correspondente aos outros dois hidrogénios adjacentes ao oxigénio do éter e o
segundo, dois dos quatro hidrogénios vizinhos ao grupo fosfato. Um tripleto é
observado em 3,43 ppm referindo-se aos outros dois hidrogénios adjacentes ao
fosfato e os hidrogénios do N-metil em 2,72 ppm. Por fim, os hidrogénios da cadeia

alquilica sdo observados no campo alto do espectro em 1,59 ppm e 1,26 ppm.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho estudou-se a sintese de analogos benzil alquil éter da miltefosina
e da erufosina, na busca por compostos menos hemoliticos e mais potentes como

antineoplasicos.

A primeira etapa sintética de obtencdo dos éteres w-hidroxibenzilalquilicos foi
baseada na metodologia de Agresta et al. (2003). Os rendimentos foram em torno de
6 % e de 4% para os compostos 10-(benziloxi)decan-1-ol e 12-(benziloxi)dodecan-1-
ol, respectivamente. A alteracdo das condi¢cdes reacionais de modo a alterar a
propor¢cdo em mol dos reagentes, de 1,1 (NaH): 1(diol): 1(cloreto de benzila) para
1(NaH):1(diol):1,2 (cloreto de benzila) proporcionou aumento no rendimento
reacional dos compostos para 34% no caso do 10-(benziloxi)decan-1-ol e 16% para
0 12-(benziloxi)dodecan-1-ol. Buscando uma racionalidade reacional e verificagao
das varidveis importantes dessa etapa, realizou-se o planejamento fatorial com duas
variaveis, tempo e temperatura, mais o ponto central em triplicata para 10-
(benziloxi)decan-1-ol, que indicou que a temperatura reacional tem importancia
significativa nessa etapa sintética. Este planejamento apontou maiores rendimentos
a temperatura menores ou iguais a 40 °C com tempo reacional entre 10 h e 11 h.
Com base nessas condi¢fes, realizou-se uma reacdo a 35 °C por 10 h resultado em
um rendimento de 37%, corroborando com essa informacdo adquirida no
planejamento. Ao substituir o haleto de benzila, de cloreto de benzila para brometo
de benzila, obteve-se rendimento reacional superior as supracitadas metodologias,

em 38% para 10-(benziloxi)decan-1-ol e 43% para 12-(benziloxi)dodecan-1-ol.

Na segunda etapa sintética, para a obtencdo dos analogos da erufosina, o
composto benziloxidecil fosfo-homocolina apresentou sinais caracteristicos dos seus
grupos funcionais no espectro de RMN de hidrogénio, entretanto, ndo estando na
sua forma purificada. O outro composto proposto, benziloxidodecil fosfo-homocolina

foi obtido com baixo rendimento reacional, ndo sendo possivel caracteriza-lo.

O composto benziloxidecil N-metil fosfoetanolamina também foi sintetizado,

sendo que ainda faz-se necessario o estudo de sua purificacdo para que 0 mesmo
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possa ser avaliado quanto ao seu potencial hemolitico e atividade antiproliferativa

frente a linhagens celulares tumorais.

Os alquilfosfolipideos s&@o compostos anfifilicos, na sua grande maioria
higroscopicos e apresentam complexidade na sua purificagdo. Trés metodologias de
purificagéo foram testadas e ainda assim acredita-se que haja necessidade de se
estudar outras possibilidades, como por exemplo a utilizagcdo de colunas de troca
ibnica para os compostos ionicamente carregados. Também poderia-se estudar

outros processos de recristalizagdo controlada dos compostos de interesse.
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ANEXOS

Anexo 1 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) do 10-(benziloxi)decan-1-ol.
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Anexo 2 - Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCIs) do 10-(benziloxi)decan-1-ol.
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Anexo 3 - Espectro de HETCOR 'H-3C (CDCIs) do 10-(benziloxi)decan-1-ol

registrado a 30 °C.
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Anexo 4 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) do 12-(benziloxi)dodecan-1- ol.
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Anexo 5 - Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCIs3) do 12-(benziloxi)dodecan-1-ol.
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Anexo 6 - Espectro de HETCOR !H-13C (CDCI3) do 12-(benziloxi)dodecano-1-ol
registrado a 30 °C.
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Anexo 7 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD30OD) indicando os principais sinais
para a identificacdo do benziloxidecil fosfo-homocolina.
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Anexo 8 - Espectro de RMN !H (300 MHz, CDCI3) do benziloxidecil N-metil

fosfoetanolamina.
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Anexo 9 - Ficha do aluno.
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Nacionalidade: Brasileira
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Curso: Mestrado
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Andlise Espectrométrica de Farmacos 17/02/2014  01/06/2014 150 10 96 A N Concluida

Participou da Etapa de Estagio Supervisionado
em Docéncia do Programa de Aperfeicoamento
Atividade de Ensino junto a Disciplina FBF0415 -Quimica
do Farmacéutica |, ministrada aos alunos de 01/07/2014  30/11/2014 - 1 - - - -
Programa graduagéo do curso de Farmacia-Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo (1)

Delineamento de Experimentos e Ferramentas
Estatisticas Aplicadas as Ciéncias 24/09/2014  28/10/2014 45 3 100 A N  Concluida

FBF5805-
L Farmacéuticas
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112 Atualizagdo em Ciéncias Farmacéuticas 20/10/2014  26/10/2014 30 2 100 A N  Concluida

Disciplinas: 0 25 25
Estagios:
Total: 0 25 25

Créditos Atribuidos a Dissertagéo: 71

Observagoes:
1) Créditos atribuidos de acordo com o disposto na Portaria GR-3588 e GR-4391 - PAE, de 31.08.09 e aprovados pela
Comissao Coordenadora de Programa, em Sesséao de 02/03/2015.
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Anexo 10 - Informacdes para os Membros da Banca Julgadoras de Mestrado.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduagio

Informacies para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/ Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2. 0z membros da ban fardo a amgilicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuénda das partes (examinador e candidato), &
facultada a argiiicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4, Terminada a arglicdo por todos os membros da banca, a mesma s=
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacdo ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argiicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno gue obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maiora da banca.

5. Diwvidas poderdo ser esdarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduacao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

530 Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP
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