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RESUMO

Souza, D. H. Estudos sobre a preparacdo de um protoétipo para a terapia do
cancer de pulméo de células ndo pequenas. 2022. 80p. Dissertacéo
(Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Quimica, Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

Em 2018, o cancer de pulméo provocou 1,8 milhdes de mortes em todo o
mundo. Diante deste triste cenéario, h4 uma grande necessidade de desenvolver
novos farmacos que se mostrem mais efetivos no tratamento dessa doenca,
sejam imunes ao surgimento de resisténcia e com pouco ou nenhum efeito

colateral.

Nas ultimas duas décadas, houve um grande avanco nos meétodos
computacionais em geral e, em especial, no seu emprego para o design de novos
farmacos. As novas propostas estruturais, assim geradas, se constituem em

desafios para o quimico organico sintético.

O presente trabalho teve como objetivo a sintese de um composto-
protétipo, com potencial para ser transformado em um novo farmaco, desde que
apresente a esperada atividade bioldgica. Idealmente, esse composto deve ter
a estrutura de uma molécula pequena e deve ser sintetizado a partir de

reagentes comerciais e por processos quimicos que ndo agridam o ambiente.

Estudos de modelagem computacional apontaram para o composto 1
como um possivel protétipo que poderia interagir com o alvo biolégico do cancer
de pulméo de células ndo-pequenas. Quanto ao planejamento sintético, foram

propostos dois fragmentos formadores do composto 1.

O fragmento A foi preparado em quatro passos de sintese, partindo-se do
acido 2-amino-nicotinico. Assim, ap0s um passo de esterificacdo do acido de
partida, o nitrogénio aminico foi bloqueado com o grupo de protecdo CBz. Uma
etapa de redugdo com AlLiH4 resultou na formacéo do élcool que foi mesilado e

feito reagir, in situ, com o 2-(pirrolidin-3-il)-etanol.



O fragmento B foi preparado em bom rendimento pela reacao do 1-bromo-
nonano com etileno-glicol, sob condi¢des de catalise de transferéncia de fase, o

gue € bastante adequado em termos dos preceitos da Quimica Verde.

O diéster do acido fosforico desejado ndo pbde ser sintetizado a partir de
A e B. Diante deste insucesso, decidiu-se substitui-lo por um diéster do acido
succinico, preparado em duas etapas: (i) obtencdo do mono-éster do acido
succinico pela reacdo do fragmento B com o anidrido succinico e (ii) reacao de
acoplamento do mono-ester do acido succinico com o fragmento A, utilizando o
hidrocloreto de N-(3-aminometilpropil)-N-etil-carbodiimida (EDC-HCI) como

agente condensante.

O composto 1, sera futuramente submetido a testes de atividade
bioldgica.

Palavras-chave: Cancer de pulmao, sintese de prototipo



ABSTRACT

Souza, D. H. Studies on the preparation of a prototype for the therapy of
non-small cells lung cancer. 2022. 80p. Master Thesis — Graduate Program in

Chemistry, Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

All over the World, in 2018, lung cancer was responsible for ca. 1,8 million
deaths. In such scenario there is an urge for new drugs that could improve the

efficacy, minimize side effects and circumvent drug resistance.

In the las two decades, the ever expanding progress of hard and software
provided several new tools for drug design, posing new challenges to the

Synthetic Organic Chemist.

This work was dedicated to the synthesis of a new compound to be
considered as a prototype for potential new drugs, provided it presents the
expected biological activity. Ideally, such compound should have a small
molecule and to be easily prepared from commercial reagents by simple and eco-

friedly methods.

Computational modeling studies pointed to compound 1 as a prototype
that could successfully Interact with the biological target of the non small cells

lung cancer. As for the synthetic planning, two fragments could be envisaged.

Fragment A could be prepared in four steps, from 2-aminonicotic acid. To
this end, after esterification of the starting material, the amino group was blocked
by a CBz protecting group. Reduction with LiAlH4 afforded the corresponding
alcohol that was further mesylated and in situ submitted to reaction with 2-

(pyrrolidin-3-il)ethanol.

Fragment B was readly prepared from 1l-bromononane and diethylene

glycol, by a greener phase-transfer catalysis procedure.

The phophate diester 1 could not be prepared from A and B. In view of
this failure, a succinate diester was alternatively prepared in a two step procedure

: () reaction of fragment B with succinic anhydride, affording the mono-ester of



succinic acid, and (ii) coupling of the succinic mono-ester to fragment A, using
N-(3-dimetilaminopropyl)-N-ethyl-carbodiimide  hydrochloride (EDC-HCI ) as
condensing agent.

As for biological activity, compound 1 will be tested in due course.

Key words: lung cancer, prototype synthesis
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1. INTRODUCAO

Segundo dados do ano de 2020, o cancer de pulméo é altamente letal,
sendo responsavel, no mundo, por cerca de 2,12 milhdo de novos casos,
incluindo os dois géneros humanos. Ha fundamentalmente dois tipos de cancer
de pulmé&o, histologicamente distintos: o de células pequenas (CPCP) e o de
células ndo pequenas (CPCNP) (figura 1). Porém, estes dois tipos ndo se

distribuem uniformemente, sendo o CPCNP responsavel por 85% dos casos?.

- s -

CO—

#® Cincer de puimao de ™ .
e células ndo pequenas "

Cancer de pulmao
de células pequenas

Figura 1. Tipos de céncer de pulmao

O céancer de pulmao, no mundo, ocupa o primeiro lugar entre os homens
e o terceiro entre as mulheres, sendo as maiores taxas de incidéncia observadas
na Oceania, nos paises de leste europeu (homens) e na América do Norte e
paises do oeste europeu (mulheres). Com relacdo a dados de anos anteriores,
parece haver uma tendéncia a diminuicdo da taxa de incidéncia do cancer de
pulmd@o em homens, 0 que ndo se observa entre as mulheres. Essa diminuicao
pode ser devida ao gradativo abandono do tabagismo nos dias atuais, embora
haja outros fatores causadores desse tipo de cancer como, por exemplo, a
exposicdo a agentes quimicos ou fisicos, tais como o asbesto, o uranio, o radénio
e 0 cromo?.

Para o Brasil, O Instituto Nacional do Cancer (INCA) efetuou um trabalho
estatistico que permitiu prever a incidéncia de novos casos de cancer de pulméo
para o triénio 2020-2021. Os resultados desse trabalho apontam para uma

incidéncia de 17.600 casos para homens e 12.440 em mulheres, com um risco
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estimado em cerca de 17 casos novos para cada 100 mil homens e cerca de
11,6 para cada 100 mil mulheres?.

O cancer de pulmdo de pequenas células se apresenta de forma
disseminada e o tratamento consiste no emprego de quimioterapicos e ou
radioterapia, ja que ndo é possivel uma intervencgédo cirurgica. Contrariamente, o
tratamento do cancer de pulméo de células ndo pequenas se baseia no ato de

resseccdo cirdrgica ou na radioterapia, associados a quimioterapia adjuvante® .

1.1. A quimioterapia do cancer de pulmao de células ndo pequenas
(CPCNP).

Apesar dos grandes avancos no campo da imuno-oncologia e da terapia
molecular, o emprego de quimioterapicos citotoxicos ainda se constitui na
principal via de tratamento do cancer de pulmé&o.

Os primeiros quimioterapicos usados no tratamento do CPCNP
eram derivados da platina, tais como a cis-Platina e a Carboplatina, ou
substancias fosforiladas como a Ifosfamida. Porém, as décadas de 80 e 90 do
século passado trouxeram, para a pratica clinica, novas substancias a serem
empregadas isoladamente ou em conjunto com os derivados de platina. Dentre
esses Nnovos quimioterapicos podem ser citados os taxanos a gemcitabina, a
vinorilbina e o erlotinib. Alguns anos mais tarde, surgiram novas formas de
transporte do quimioterapico como, por exemplo, as nanoparticulas de Paclitaxel

(um taxano), associado a albumina* (figura 2).
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Figura 2. Principais quimioterapicos para o tratamento do CPCNP

Os principais mecanismos de a¢ao para 0s quimioterapicos citados séo:
() interacdo direta com o DNA (agentes alquilantes); (ii) substituicdo de
substancias construtoras do DNA ou do RNA de células cancerigenas, e
alteracdo da funcé@o de enzimas no interior da célula. Mimetizag&o de nutrientes
para a célula, o que resulta na morte celular (antimetabalitos). (iii) inibicdo direta

da reproducéo celular (anti-mitéticos)®.

Y

Quanto a forma de tratamento, 0s quimioterapicos podem ser
administrados como neoadjuvantes, em casos em que a reducao do tumor se
faz necesséaria antes da cirurgia de remocdo. Sua administragdo como

adjuvantes, no pos operatério, tem como objetivo evitar a recidiva.
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Em ambos os casos, podem ser administrados de forma isolada ou em
duplas. A terapia de manutencéo*® se destina a pacientes que ndo apresentaram

progressao no tumor ou remissao, com o objetivo de evitar uma recidiva.

Como alternativa ao tratamento em que 0s quimioterapicos sao
administrados em ciclos intervalados, pode ser aplicada a assim chamada
“quimioterapia metronémica”’. Neste caso, o quimioterapico é administrado em
doses baixas, de forma continua ou com intervalos curtos. Este tipo de
tratamento foi originalmente proposto para driblar a resisténcia aos
guimioterapicos, e se baseia em uma mudanca do alvo da quimioterapia. Assim,
0 objetivo ndo é atacar as células do tumor mas, por exemplo, inibir a
angiogénese, bloqueando a vascularizagdo do tumor e, portanto, o acesso a

nutrientes vitais.

1.2. Sintese de alguns quimioterapicos

1.2.1. Sintese da Gemcitabina.

Este quimioterapico age substituindo um dos blocos construtores do DNA

(&cidos nucleicos), especificamente a citidina, o que resulta na morte celular®.

A sintese original da Gemcitabina foi desenvolvida por Hertel et al.82, em

1988, nos laboratérios de pesquisa da empresa farmacéutica Lilly (Esquema 1).
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Visando melhorar a estereosseletividade da N-glicosilacdo da citosina,

intermediario B, analogo a Esquema 1, porém benzilado ( Esquema 2).

Liu et al.® , apresentaram , em 2019, uma nova rota, em gue empregaram um
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Esquema 2
BzO O OMs BzO o Cl
SnCl14 (1,5 eq.)
F \ F
5 PhCl, TBAI cat. S
BzO F la3h BzO F
B a:pB 6,7:1
TMS. _Bz
N SnCl4 (6 eq)
| ~N PhCl, 120 °C
TBAI (8%
NAOTMS (8%)
NH;CI
NHBz
\ N

| 1) trituragdo em etanol BN
/g separagao N

2) NH3/MeOH
3)HCI conc.
BzO

90%

anomero B

* TBAI = iodeto de tetrabutil-amonio

1.2.2. Sintese da Vinorelbina

A Vinorelbina € um alcaloide do tipo vinca que interfere na polimerizacéo
da tubulina, inibindo a mitose celular (anti-mit6tico)2 e é sintetizada a partir dos

produtos naturais carantina e vindolina®®-, presentes na Catharanthus roseus L,

espécie endémica de Madagascar. Apdés o0 acoplamento original dos dois

alcaloides, ocorre a contracdo do anel da por¢éo vilbenamina (Esquema 3).


https://en.wikipedia.org/wiki/Catharanthus_roseus
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Esquema 3

N
H H,CO,0
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2) Nabil, NH,0H

85%

1} TFA, NBS, CH:Cl
2) AgBEy THEH0 $0°C

Catharanthus roseus L

1.2.3. Sintese do Paclitaxel (Taxol A) e do Docetaxel

A propriedade anti-neoplasica do taxol foi relatada pela primeira vez em
19711120 e se deve a sua capacidade de se ligar a tubulina, interferindo no
processo de divisdo celular® (anti-mitético). Inicialmente, era isolado, em baixo
rendimento, de algumas epécies de treixo (género Taxus,famia Taxaceae).

Porém, a extracdo do taxol ameacava a planta de extingdo, como expresso em
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um artigo publicado em 1987 em jornal norte-americano de grande circulacao:
“There is wide spread concern that, ironically, if taxol proves effective...the yew
population could be so severely depleted that there would not be enough trees

left to make treatment successful™12.

Esse tipo de limitagdo foi pela primeira vez contornado, em 1988, pela
utilizagcdo do precursor sintético 10-Deacetil-bacatina, extraido, com bom
rendimento, das folhas do freixo Taxus baccata L , cujas folhas se regeneram

com facilidade apds a colheita.

Esquema 4
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No esquema 4, estd apresentada a sintese original do taxol a partir da 1-
Deacetil-bacantina. Nesta rota sintética, condi¢cdes reacionais controladas
conduziram a protecdo seletiva da hidroxila na posicdo 7, assim como a

acetilagcdo seletiva da hidroxila em posi¢ao 10.

Durante a elaboracdo da sintese semi-sintética do taxol, foi descoberto
outro derivado, o docetaxel, com maior solubilidade, biodisponibilidade e

atividade anti-neoplasica superior a do taxol.

Em funcdo da grande importancia do taxol e seus analogos no tratamento
de alguns tipos de céancer, incluindo o CPCNP, a China iniciou um intenso
processo de plantil do freixo Taxus chinensis. Porém, o contetdo de taxol e de
10-deacetil-bacatina, nesse espécimen, € muito inferior quando comparado ao
da Taxus bacata L. Porém, a Taxus chinensis é rica em 10-deacetyl-7-
xylosyltaxanes (uma mistura de 10-deacetyl-7-xylosyltaxols A, B and C). Em
artigo recente!3, tais intermediarios foram utilizados com sucesso na sintese

semi-sintética do Taxol A e do Docetaxel (Esquemas 5 e 6, respectivamente).
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- —~0
Hao__ —~\~.-f\. 0
OH
° HO O o HO, O oOH
I 77 LA 1) NalOy, H >
o A STl w0 A7 Y |
. Fow / R i I / [ ™ X
N o A~ o 2) PANHNH,, HAC A E N T Qo
L ,,-;r OH \6)_6/“00&/ L 5 OH \;IOIT) ACO\/
0PN 0)\1/\
~F N

mistura de 10-deacetil-7-xilosil-taxanos

R= Cg Hg 10-deacetil-7-xilosil Taxol A
R= C4 H; 10-deacetil-7-xilosil Taxol B
R =Cg Hy4 10-deacetil-7-xilosil Taxol C

1) DMAP, CeCl,
2) AC2O

Na;CO;3, Hy0,

R=CgHg TaxolA (Paclitaxel)
R=Cq4H7 TaxolB
R=C5Hyq TaxolC
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Esquema 6
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mistura de 10-deacetil-7-xilosil-taxanos

R= C4 H; 10-deacetil-7-xilosil Taxol B
R =Cg Hy4 10-deacetil-7-xilosil Taxol C Y

Na;CO3, H,0,

Docetaxel

1.2.4. Sintese do Erlotinibe
O Erlotinib atua na inibicdo do Fator de Crescimento Epidermal (EGF),
uma glicoproteina que atua regulando fun¢des celulares tais como a proliferacao,

a diferenciacdo,e a sobrevivéncia celulares, além de controlar a angiogénese!*.

Em 2007, Chandregowda et al.}* publicaram um sintese do Erlotinib com
rendimento global de 42%, a partir de 3,4,-di-hidroxi-benzaldeido (Esquema 7).
No mesmo ano, 0s mesmos autores publicaram uma nova rota sintética,
bastante semelhante a anterior, mas que evitava o uso da 4-cloro-quinazolina

qgue é um composto instavel*®> (Esquema 8).
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Esquema 7
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Esquema 8
o S
o o
Hico” NH  P,Ss, py Haco™ > NH
HsCO ) - . J
3 \/\O N refluxo Hsco\/\o N/
95%
MeOH agq.
NaOH, CH;l, 20 °C
SCH,
/\/O
H3CO\/\O N)
86%
hidrocloreto de
3-etinil-anilina isopropanol
refluxo
Erlotinib. HC1
90%

1.3. A busca de novos quimioterapicos

1.3.1. A inibicdo de uma enzima da via Kennedy. Um exemplo de alvo
bioldgico

A procura de novos compostos-prototipos, candidatos a novos farmacos,
exige um planejamento racional, visando a interagdo com determinado alvo
bioldgico, que esta envolvido no mecanismo bioquimico de determinado quadro
patoldgico’®. O cancer, em geral, se caracteriza por neoplasias, em que ha uma
profileracdo descontrolada das células tumorais. Assim, uma possivel estratégia
no desenvolvimento consiste em inibir uma enzima de importancia em uma das
fases da reproducéo celular. Nesse contexto, a enzima CTP: fosfonoetanolamina
citidilitransferase se apresenta como um alvo em potencial. Cabe lembrar que a
inibicdo dessa enzima é um dos mecanismo de agdo dos fosfolipideos anti-
neoplasicos, em que ha interrupcdo da biossintese de fosfolipideos naturais

(produzidos via Kennedy), com a consequente morte celular.
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1.3.1.1. A biosintese da fosfonoetanolamina e da fosfatidilcolina pela via
Kennedy

A fosfatidiletanolamina e a fosfatidilcolina séo os principais fosfolipideos,
derivados do glicerol, presentes nas membranas de células eucaridticas. Em
meados do século passado, Kennedy e Weiss, trabalhando com células de
figado de rato, elucidaram a rota biosintética de formacdo desses dois
fosfolipideos?!”.

A rota biossintética, assim chamada de a “via Kennedy”, consiste de dois
bracos, um relativo a sintese da fosfatidiletanolamina (FE) e outro a da
fosfatidilcolina (FC) (Figura 3).

CH,

cre~) ClTPosfonoeianclamnag
ECT .. _| cidiransferase (ECT)

\J

. + 7 3 .
Ho/\/N"’J Ho/\/E;CHB colina
etznolaming ’
ATP ~, ¢ . . - ATP
EQ | etanolamina quinase colina quinase [ cQ
ALE - SwADE
L \J
2 s L )
HO—FI’-O/\/ ) HO‘P-O/\/(EH 2
o o :
fosfonoetanolamina fosfonocalina

CTP mwcsrocHone | cr

CYTOPAUTRANSITASE N\ on, CCT

=

\ N (o) 0 o . \ 'N o 0 o . CH,
N\“( \L?/\o—%‘b—o—%—o/\/rq”} N\‘\( o_%-o_%-o/\/Z;CH._
o o | - : =
© Cl)H o o OHOH o O
citidina-difosfoetanolaminz (CDP-etanolamina) ciidinz- difosfocolina
DAGMAG ~ | DAG: CDP-etanolaminz o~ DAGIRAG DAG:CDP-cofina CPT
EPT cwe | Hanolaminafosfotransferase (EPT) - cup Colinatransferase
' )
O - (o] - ICH=
o/\(\O_g_o/\/Nﬂ, O/\(\O—‘F;—O/\/T_CH:
o o o o °c o O
o o
Fosfatidiletanolamina Fosfatidilcolina
FE FC

Figura 3. A via Kennedy de biossintese de fosfolipideos derivados do glicerol*.
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O primeiro passo da biossintese da FE consiste na fosforilagdo da
etanolamina, pelo ATP, resultando na fosfoetanolamina. Esse passo é catalisado
pela enzima etananolamina quinase (EQ). O segundo passo, considerado o
passo limitante da velocidade global da rea¢éo de sintese, consiste na formacéo
de citidina-fosfoetanolamina (CDP-etanolamina), pela reacéo catalisada entre a
fosfoetanolamina e a citidina-5'-trifosfato (CTP), com liberacéo de pirofosfato. A
enzima atuante nesse passo é a CDP:fosfoetanolamina-citidil-transferase (ECT).
O Ultimo passo, catalisado pela enzima CDP-etanolamina:l,2-diacilglicerol
etanolaminafosfotransferase (EPT), consiste na formacéo da
fosfatidiletanolamina (FE), pela reacdo do diacil-glicerol (DAG) com o precursor
CDP-etanolamina. No outro braco da via Kennedy, passos analogos levam a
formacéo da fosfatidilcolina (FC)?2.

A seguir, sdo apresentados 0S mecanismos para cada passa da

biossintese da fosfatidiletanolamina:

Primeira etapa : Fosforilacdo da etanolamina (Esquema 9).



Esquema 9
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Segunda etapa :

Formagao da citidina-fosfoetanolamina (CDP-etanolamina)

Esquema 10
0-P-0" " fosfonoetanolamina
HaN. o~ ‘ =0
rLI N
T T3 le oo
R o-P OrPOPO
HO Lo S0 =0 @0

CTP (Citidina-5'-trifosfato)

CDP : fosfatidiletanolamina transferase

H;N -
Il =
N_ N_ 0 _ O 0
- < +* =
g [ . 8 % _ N4 + o0=P-0-P-0
: 0-P-0-P-0" ™~ 60 oo
HO HO =0 =0
CDP-etanolamina

Terceira etapa : Formacao da fosfatidiletanolamina.

Esquema 11
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A fosfatidiletanolamina participa da arquitetura da membrana cellular.
Possui uma pequena cabeca polar e longas cadeias carbonicas hidrofébicas,
formando estruturas hexagonais, nao lamelares. A fosfatidiletanolamina tem um
papel central na divisdo celular. Assim sendo, em células com deficiéncia de FE
a divisdo celular é incompleta. Por outro lado, a inibicAo da sintese da
fosfatidiletanolamina pode afetar a distribuicdo transmembranar de proteinas
que, na mitocéndria, estdo envolvidas na respiracao celular. A desestruturacéo

da distribuicdo de tais proteinas pode conduzir a morte celular's.

1.4. O planejamento racional de farmacos

Uma vez definido o alvo bioldgico, € necesséario buscar compostos que
possam interagir de forma efetiva com esse alvo, competindo com o metabdlito
natural.

Para a construcdo dessa quimioteca, sdo utilizados recursos
computacionais que exploram as estruturas tridimensionais do alvo bioldgico e
dos complexos formados pela sua interacdo com ligantes. O desenvolvimento
tecnolégico da bio-informética permitiu a formacdo de um poderoso banco de
dados sobre a estrutura de proteinas, determinada quer seja por espectroscopia
de Raios-X ou por RMN. Como primeiro passo em seu trabalho computacional,
o quimico medicinal recorre a esse banco de dados e inicia a busca de moléculas
pequenas as quais possam funcionar como ligantes bloqueadores da
propriedade biologica da proteina escolhida como alvo.

Um primeiro método computacional consiste em, utilizando um programa
especifico, fazer o “docking” (encaixe) de varias moléculas pequenas nos pontos
passiveis de interacdo da proteina. Essas varias pequenas moléculas sdo
encontradas em um banco de dados, e ali estdo descritas em sua geometria
mais estavel. Este procedimento gera uma série de moléculas-candidatas, que
séo classificadas em funcéo da qualidade do entrosamento. Mais recentemente,
o “docking” ja pode ser feito com multiplas conformagdes do ligante, de uma
forma mais flexivel.

E também possivel construir um ligante ideal, que é uma molécula inédita

nao descrita na literatura quimica. Nesse caso, a estratégia computacional
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consiste em investigar interacdes de grupos funcionais ou de fragmentos
moleculares com a macromolécula alvo. Tais interacbes deverdo ser
energeticamente favoraveis e séo do tipo ligacdo de hidrogénio, ligacao iénica e
de van der Waals, além de efeitos hidrofébico e de solvente. A seguir, os
fragmentos s&o conectados, criando a estrutura molecular do ligante. Nesse
processo, podem ser criadas ou quebradas ligacdes, inseridos atomos de
carbono ou cadeias laterais, visando, sempre, uma minimizacdo da energia
global. Neste método pode haver a construcdo de uma molécula que, por
tratamento computacional posterior, podera dar origem a uma biblioteca virtual
de moléculas analogas.

A associacdo macromolécula alvo / ligante € governada por fatores
cinéticos e termodinamicos. A termodindmica da associacao € comandada pela
variacao da energia livre quando da formacédo do complexo. Assim, encaixe sera
favoravel se o AG fér negativo. Para uma estimativa da efetividade da
associacgao, a variacdo de energia livre calculada para o novo complexo podera
sera comparada com a de um complexo formado com ligantes conhecidos,
presentes no meio biolégico.

Em resumo, o planejamento de farmacos mediado por computadores
(Computer-Assisted Drug Design) empregara, além da modelagem molecular,
dados fornecidos pela quimiometria e pelas relacdes quantitativas entre estrutura
e atividade (QSAR).

Embora globalmente haja um grande dispéndio de recursos publicos no
tratamento do cancer, as terapias em voga ainda apresentam uma efetividade
aquém do esperado, quando comparadas as de outras doencas, com um
indesejavel elevado niumero de mortes. Este panorama desalentador exige um
maior investimento na procura de novos anti-neoplasicos, quer seja pela

comunidade académica, quer seja pelo setor produtivo?®.

Uma nova estratégia, aplicada ndo apenas ao tratamento de cancer, mas
também a outras patologias, € o reposicionamento de farmacos ja existentes no
mercado farmacéutico. Assim, a tabela 1 apresenta alguns desses
medicamentos e suas novas aplicagbes que estdo, atualmente, sob

investigacdo?°.
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Tabela 1. Alguns farmacos cujo reposicionamento esta sendo investigado?.

Farmaco Uso Possivel Fase Situacédo atual
primario aplicacéo por

tipo de cancer

Digoxina Anti- Sarcoma Il Recrutando voluntérios
arritmico Karposi,
Céncer de

préstrata, mama

e melanoma
Metilformina | tratamento | Cancer de célon Il Recrutando voluntarios
de Diabetes Cancer de I Completada
pancreas
Diclofenato Anti- Céancer de Il Completada
inflamatério préstata

Esta nova estratégia apresenta as seguintes vantagens com relagéo ao
desenvolvimento de novos anti-neoplasicos : (i) menor tempo e custo
dispendidos em testes clinicos, pois medicamentos ja testados tém seu perfil de
farmacocinética, tolerabilidade e toxicidade ja bem definidos, (ii) fases Il e lli
mais rapidas. Porém, com relacdo ao desenvolvimento de anti-cancerigenos
inéditos, o reposicionamento de farmacos apresenta alguns desafios a serem
superados, ja que, na sua maioria, a pesquisa de tais substancias se dirige ndo
ao tumor mas sim a sua vizinhanga, como seria 0 caso de um farmaco anti-
angiogénese. Além disso, como esses farmacos tém multiplos alvos, ndo podem
ser considerados como agentes de monoterapia do cancer. Caso o farmaco seja
patenteado, havera pouco interesse da industria farmacéutica. Por outro lado,
farmacos cuja patente ja se esgotou sdo pouco atrativos em termos de retorno

financeiro.

Apesar das perspectivas animadoras do reposicionamento de farmacos,
a pesquisa “de novo” de agentes anti-neoplasicos ainda recebe a maior atencao

tanto na academia como no setor produtivo.
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O presente trabalho esta focado na sintese de um um composto com
potencial aplicacdo no tratamento do cancer de pulmdo de células nao
pequenas. Nesse sentido, € desejavel que esse composto inédito tenha uma
estrutura pequena, e que sua preparacdo demande poucas etapas. Por outro
lado, € desejavel que essas etapas sejam realizadas a partir de compostos
facilmente disponiveis e que os métodos empregados se aproximem 0 mais
possivel das demandas da Quimica Verde. Essas premissas podem resultar em

menores custos e facilidade de producdo na moderna industria farmacéutica.

Guiados por tais objetivos, visualizamos um possivel caminho sintético
para uma nova molécula, cuja estrutura foi definida a partir do trabalho de
planejamento racional, realizado pela Dra. Kerly Fernanda Mesquita Pasqualoto

e com a colaboracao do Dr. Marcio Henrique Zaim (Alchemy Biotecnologia Ltda).

2. OBJETIVOS

Estudos computacionais conduziram a uma proposta estrutural para um
protétipo destinado ao desenvolvimento de um novo farmaco para a terapia de

cancer de pulméo de células ndo pequenas.

O objetivo central do presente trabalho € o desenvolvimento de uma rota
de preparacdo do protétipo proposto e que apresente as seguintes

caracteristicas:
0] poucas etapas preparativas e de facil execucao,

(i) emprego de reagentes de facil acesso comercialmente.

A rota inicialmente proposta consiste no acoplamento de dois fragmentos:
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Figura 4. Elementos formadores da molécula 1.

Para a preparacdo do fragmento A, sdo propostas 5 etapas a partir do
acido 2-amino-nicotinico e que envolvem reacdes de esterificagdo, reducéo,

mesilacao e substituicdo nucleofilica alifatica.

O fragmento B é derivado do etilenoglicol, pela sua eterificagdo com

bromo-nonano, em condi¢cOes catalise de transferéncia de fase.

O diéster do acido fosforico 1 deve resultar do acoplamento dos dois

fragmentos A e B, segundo método especificamente descrito.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. A preparacao do fragmento A

Para a preparacdo do fragmento A, foi proposto seguinte caminho

sintético, em analogia ao proposto para a preparacdo da (S)-5((3-
fluoropirrolidinil)metil)-2-amino-piridina! (Esquema 12).

Esquema 12

EtOH/SOCI ChzHN N
HN_ N i N N bZHN.,
| B refluxo, 12h | B Chz-Cl, Na.COL{aq) f ﬁ
— —
= Z \/\
COOH COEt  EtOAc/THF CO,Et
LiAIH /THF,
0°C
OH
/ ChzHN N MeSOCl mpomN N
CbzHN N\ X i I | ~ 3 : | x_
2-pirrolinoetano! di-isopropilamina
I r—- _ =Isoprop -
— N K.CO. CH,OMs CH,OH
R0 acetonitrila

acetondrila

Em uma primeira tentativa de esterificacdo do acido 3-amino-nicotinico,
este reagente e cloreto de tionila, na propor¢do molar de 1:3, foram dissolvidos
em etanol a 60 °C, e assim mantidos sob agitacdo por 7 horas. Porém, apds este
tempo a analise por cromatografia de camada delgada indicou que a rea¢édo nao
havia ocorrido. Porém, sob aquecimento a refluxo??, apés, 12 horas de reacéo,

o produto p6de ser isolado puro, em 93% de rendimento.
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O mecanismo desta reacao esta representado no esquema 13:

Esquema 13

HoN_ N MzN_ N
‘i = v
I . 4 OH — “ l _OH
1. E
o (&)
HaN_ N %D T
| @& QL f — &
] OH (o=l B o] | o) > £5
7 | O>H
100 : C
A= o Cl
S
Ci O
H.N N HM,N N s
2 I : . “ I EtOH
L () - 6
= > - -
W, PN ]
HOEt O-S<Ci (o]
1
o S
c1” g
H.N N -
‘ | = H,N N
: _ - O 2 - =
- cl - “CO,EL

Uma vez obtido o 6-amino-nicotinato de etila, decidiu-se pela protecao do
grupo amino, para que pudesem ser efetuadas as etapas reacionais seguintes,

sem interferéncia deste grupo que apresenta carater basico e nucleofilico.

Para esta protecdo do grupo amino, havia duas descricbes na
literatura®324. A primeira delas?®, apresentava uma nova metodologia de
protecdo de grupo NH2, utilizando o cloroformiato de benzila em agua, a
temperatura ambiente e na presenca de uma quantidade catalitica de f-
ciclodextrina (Esquema 14) . Este método parecia ser superior a0 método
classico, pois evita a utilizacdo de condigcbes muito basicas, a mistura de
solventes organicos/agua e longos tempos de reacdo. Porém, mesmo seguindo
estritamente as condi¢cdes indicadas no artigo de referéncia, a reacado de
protecdo nao foi bem sucedida, recuperando-se integralmente o reagente de

partida.
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Esquema 14

C8z.Cl
HN_ N 0,1% em mol de h‘
| N B-ciclodextrina ~ 0 4
Vi temp. ambiente Y | B
CO,Et 4gua 3 /
CO,Et

Em vista do insucesso da reacdo na presenca de B-ciclodextrina, passou-

se a utilizar o método classico de protecdo?*, qual seja, a reacdo do 6-amino-
nicotinato de etila com o cloroformiato de benzila na presenca de uma solucao
aguosa de bicarbonato de sédio. Apbés 18h de agitacdo a 0°C, o produto foi
extraido e isolado. O rendimento do éster N-protegido puro assim preparado foi
de 25%.

O mecanismo da reacdo de protecdo do nitrogénio aminico esta

representado no esquema 15.

% A |
O) HN N 06 | N
U e—i y

Esquema 15

A seguir, o 2-[[(fenilmetdxi)carbonil]-3-piridinil carboxilato de etila, foi
tratado com hidreto de litio e aluminio, visando obter o alcool correspondente
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(esquema 16). Esta transformacao foi bem sucedida e o élcool pode ser isolado

puro em 49% de rendimento.

Esquema 16

1) LIAIH, / THF, 3 horas

0-39C

©/\OJ\NH | N;
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2) HCl (aq)

— @
Z N CH,0H

O mecanismo para o passo de reducao esta representado no esquema

17:

Esquema 17
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O dltimo passo sintético para a obtencdo do fragmento A consistia em

condensar o alcool 2 com o 2-(pirrolidin-3-il)-etanol. Esta reacéo poderia ser feita

via uma substituicdo nucleofilica alifatica, do tipo SN2, desde que o grupo OH
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fosse transformado em um melhor grupo de partida. Para tanto, fez-se reagir o
fenilmetil-N-[5-(hidroximetil)-2-piridinil] carbonato 2 com cloreto de mesila?® e,
sem isolar o mesilato formado 3, efetuou-se a reacdo com o 2-(pirrolidin-3-il)
etanol, de procedéncia comercial, dissolvido em etanol?’. O produto bruto, obtido
em 88% de rendimento, foi submetido a separa¢édo cromatografica em coluna de
silica, sendo obtido puro em apenas 11% de rendimento. O baixo rendimento
desta etapa pode ser atribuido ao fato de ter sido utilizado um solvente
nucleofilico (etanol) que, embora preconizado pela literatura de referéncia?’,
deve competir como o &lcool pirrolidinico, consumindo parte do composto

mesilado (Esquema 18).

Esquema 18
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0 N2\ LW e OH
4 (fragmento A)

O mecanismo global desta transformacéao esta representado no esquema 19:
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Esquema 19
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A férmula molecular do composto obtido (fragmento A) foi confirmada
pelo registro do espectro de massas de alta resolucéo, cujo valor apresentava
um desvio de apenas 4,2 ppm com relacdo ao valor teérico. Porém, € preciso
considerar que o 2-(pirrolidin-3-il) etanol possui dois centros nucleofilicos, quais
sejam o grupo OH e o nitrogénio anelar. Assim, a reagao via cada um desses

grupos conduziria a dois produtos isoméricos (figura 5).
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Figura 5. Produtos isoméricos que poderiam se formar na reacao do mesilato 3 com o
2-(pirrodin-3-il)-etanol.

Para dirimir a divida quanto a estrutura do produto efetivamente formado,
apos isolamento e purificacdo do produto em coluna de silica, foram registrados

0s seus espectros de RMN de H e de C-13.

Primeiramente, era necessario verificar se a diferenca entre o0s
deslocamentos quimicos entre os dois compostos seria significativa para uma
definicdo inequivoca da estrutura do produto. Para tanto, foram efetuadas
simulacdes, para os dois isdbmeros, utilizando o programa ChemDraw 12.0 Como
esperado, os deslocamentos quimicos para o grupamento amino-piridina
protegida eram praticamente idénticos em ambos 0s compostos. Restava,
portanto, analisar o grupamento que se constitui no elo de ligacdo entre os anéis
piridinicos e pirrolidinicos. As figuras 6 e 7 mostram, em evidéncia, 0s
deslocamentos quimicos dessa porcdo estrutural, quer seja para 0s espectros
de RMN de H ou de C-13.
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4,86 ppm

Figura 6. Deslocamentos quimicos de alguns hidrogénios significativos.

z‘u.

66,8

Figura 7. Deslocamentos quimicos de alguns carbonos significativos.

Um excerto ampliado dos espectros de RMN de H e de C-13
experimentais estdo apresentados nas figuras 8 e 9. Como se pode observar, no
espectro de RMN de H ndo ha um sinal em ca. de 4,80 ppm. Por outro lado, no
espectro de RMN de C-13, ndo h& qualquer sinal de carbono alifatico abaixo de
67,3 ppm. Assim sendo, 0s deslocamentos quimicos para os prétons metilénicos

de interesse correspondem a estrutura do isémero |.
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Figura 8. Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCls) do fragmento A
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Figura 9. Espectro de RMN de C-13 (75z MHz, CDCls) do fragmento A regiao
de 90 a 20 ppm.

3.2. A preparacao do fragmento B

O fragmento B, estruturalmente mais simples, poderia ser sintetizado em

apenas duas etapas reacionais (Esquema 20).



43

Esquema 20
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A bromacéo do 1-nonanol foi efetuada pelo tratamento com HBr(aq) 48%
e H2S04 concentrado?®, rendendo o produto esperado em 95% de rendimento.

O segundo passo da rota proposta, baseou-se em um artigo de 2014, em
que € descrita a reacdo do 1-bromo-nonano com etilenoglicol em condicdo de
transferéncia de fase. O sistema reacional € heterogéneo liquido/liquido,
formado por uma solugcdo de KOH em etilenoglicol e pelo haleto de alquila
dissolvido em dioxano?°. O catalisador de transferéncia de fase, necessério para
a ocorréncia da reacéao, € o brometo de tetrabutil-amodnio. No presente trabalho,
ao utilizar esse procedimento, o monoéter do etilenoglicol 5 foi obtido em puro,
apos destilacdo, em 44% de rendimento. A identidade do produto obtido foi
confirmada por espectrometria de massas de alta resolugcdo, com um desvio de

5,7 ppm.

O esquema 21 apresenta o mecanismo global envolvendo as

transformacdes que conduziram ao fragmento B
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Esquema 21
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3.3. Estudos visando o acoplamento dos fragmentos A e B.
Segundo o plano de pesquisa original, o0 acoplamento dos fragmentos A

e B seria realizado conforme preconizado na literatura®® (Esquema 22).

Esquema 22
0
3 R-OH + |[l D EGNTHE  ostato de pirid
. . .
/ \ —————» 3 fosrtato ep1r1 mio
cl Cl 29Ho 1) TIPS-CI /
el 3)py wo | DTESCLpY
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3) Amberlite IRA (Na®)

|
RO-P-OR'
- Na+

TIPS-Cl = cloreto de 2,4,6-tri-isopropilsulfonila

Porém este método, aplicado a compostos analogos, mostrou-se de dificlil

execucdo, conduzindo a decomposicéo dos produtos formados®.
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Em vista da dificuldade em preparar o diéster do acido fosforico 1, decidiu-
se utilizar outro grupo espacador para acoplar os dois fragmentos A e B. O grupo

escolhido foi a unidade succinato (figura 10).

Lk ool
| :
Y AN 0H
Fragmento A
2
HiC(CHy)g- g ~..0 : Aot
0
Fragmento B modificado
o_N_n ,
\ [
(0] N o
' Oy ™0™ cu e,
1A 0 ey

Figura 10. Elementos formadores da molécula 1A.

Um espacador de dois carbonos € frequentemente utilizado no
acoplamento de fragmentos para compor moléculas com atividade biol6gica. A
figura 11 apresenta o composto Ill, um antibacteriano, em que o espacador
reuniu a molécula da 14-diéxi-11,12-desidro-androandrografolida, de atividade
bacteriostatica conhecida, com um monometiléter do polietilenoglicol®?. O
composto IV, um novo anti-neoplasico com maior poder de penetracao celular,

resultou do acoplamento de um acido biliar com o Paclitaxel®3.
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Figura 11. Moléculas biolégicas construidas com um espacador de dois carbonos.

O novo composto prototipo 1A poderia ser preparado pela mono-
esterificacdo do fragmento B com anidrido succinico. O monoéster assim
preparado, poderia ser acoplado ao fragmento A, usando como agente

condensante o EDC?*? (Esquema 23).

Esquema 23
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Quatro métodos foram testados para a preparagdo do mono-éster do
anidrido succinico 6, cuja obtencdo consistia ha primeira etapa de preparacéo
de 1A. Inicialmente, foi necessario purificar o anidrido succinico comercial, que
apos longo do tempo de armazenagem, havia se transformado, parcialmente,
em &cido succinico. Assim sendo, o reagente comercial foi recristalizado de

cloroformio, sendo obtido o anidrido livre de acido.

Uma vez obtido o anidrido succinico puro, fez-se reagir uma mistura de
anidrido e do fragmento B, ambos dissolvidos em tolueno e na presenca de uma
quantidade catalitica de &cido p-toluenossulfénico. Nesta reacdo utilizou-se a
aparelhagem Dean-Stark, como preconizado por Igbal et al. 34 . Porém, o produto
obtido, ap6s 24h de reacdo, era uma mistura do produto desejado e de uma

guantidade equivalente do alcool de partida.

Diante do insucesso desse método, testou-se um método alternativos®,
utilizando o anidrido puro e seco, o fragmento B e uma quantidade catalitica de
DMAP, na auséncia de solvente. Neste caso, nao houve reacéo, recuperando-
se 0s reagentes de partida inalterados.

Em uma terceira tentativa, fez-se reagir o fragmento B com anidrido
succinico seco em diclorometano seco, na presenca de quantidade equimolar de
trietilamina®®, sob atmosfera inerte e durante um tempo reacional de 24h. Nessa

nova tentativa, o mono-éster desejado foi obtido em rendimento quantitativo.

A procura de um método em que se pudesse evitar o uso de atmosfera
inerte e longos tempos de reacao, decidiu-se testar um método descrito para a
preparacdo de mono-ésteres de alcodis polietoxilados, utilizando anidrido
succinico. Desta forma, fez-se reagir o anidrido seco com o fragmento B (ha
proporcéo 1 : 1,1), dissolvidos em tolueno e sob refluxo, durante 150 minutos®’.
Apo6s o tratamento final da mistura reacional, foi possivel obter o monoéster
esperado em excelente rendimento, o que demonstrou que esse deve ser o

método de escolha para a preparacdo do mono-succinato do fragmento B.

A identidade do mono-succinato do fragmento B foi confirmada por

espectrometria de massas de alta resolugdo, com um desvio de apenas 0,17

ppm.
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Um fato interessante, diz respeito ao espectro de RMN de H do mono-
éster 6. Nesse espectro, sao claramento visiveis 0s sinais relativos aos protons
a ,b e c. Quanto aos protons d e d’ (Figura 12), eles correspondem a um sinal
anico e que é um singleto, em 2,68 ppm (Figura 13). O fato de os prétons d e d’
se apresentarem como um Unico singleto, embora sejam quimicamente
diferentes, se deve ao fato de seus deslocamentos quimicos serem muito
préoximos. Assim sendo, o valor do quociente entre a diferenca de deslocamentos
quimicos (6v) e a constante de acoplamento (6v/J) é muito pequeno, e ha
distor¢cdo da multiplicidade tedrica. Nesse caso, 0s sinais originais, que deveriam

ser dois tripletos, convergem para um singleto.

Figura 12. Protons metilénicos d e d’, no mono-succinato do fragmento 1.

ded'

' :‘u L\A/ Ul

———

Figura 13. Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCls;) do composto 6.
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Finalmente, tendo em maos o composto 6, foi possivel reagi-lo com o
fragmento A, na presenca do agente de acoplamento cloridrato de 1-etil-3-(3-
dimetilamino-propil)carbodiimida (EDC-HCI)*2. A reacdo foi bem sucedida,
obtendo-se o produto 1A em 52 % de rendimento, apds purificagdo em coluna
de silica.

O mecanismo da reagdo de condensacdo entre 6 e o fragmento A esta

representado no Esquema 24.

Esquema 24
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Os espectros de RMN de H e de C-13 do composto 1A apresentavam o0s
sinais esperados para todos os hidrogénios e carbonos da molécula. O espectro
de RMN de H é bastante complexo, com um grande nimero de sinais que sao
multipletos, quer seja pela mdultipla vizinhanca, ou pela proximidade dos

deslocamentos quimicos, o que pode gerar efeitos de segunda ordem (figura 14)
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Figura 14. Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCl;) do composto 1A.

A identidade do composto-protétipo 1A foi confirmada pela obtencéo de

seu espectro de massas de alta resolugao, com um desvio de 5,8 ppm.

4. CONCLUSOES

N&o foi possivel preparar o composto-protétipo originalmente proposto 1,
pois o protocolo experimental para a formacao do diéster do acido fosférico nédo
se mostrou adequado. Em substituicdo, foi proposta e executada a sintese do
composto-protétipo 1A, em que o grupo espacador entre os fragmentos A e B €

uma unidade derivada do acido succinico.

O composto-protétipo 1A, ainda protegido no nitrogénio aminico, pode ser
preparado em 9 passos reacionais a partir do acido 2-amino-nicotinico, embora
com baixo rendimento global. Este baixo rendimento se deve a duas etapas

ainda nao otimizadas.

Aléem da etapa de protecdo do nitrogénio aminico, a etapa final de
construcdo do fragmento A também requer aperfeicoamento, pois € a etapa de
menor rendimento. Em lugar de produzir-se um mesilato intermediario, convém

investigar a possibilidade de produzir um tosilato, que deve ser mais estavel e
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passivel de isolamento e purificacdo. Além disso, é indispensavel substituir o
solvente empregado (metanol) por um solvente ndo nucleofilico como, por

exemplo, o diclorometano ou DMF3°,

De forma geral, a sintese do composto 1A é composta por etapas de facil

execucao e nela sao utilizados reagentes facilmente acessiveis comercialmente.

No caso de o composto 1A ndo apresentar a atividade biologica esperada,
0s testes deverdo ser repetidos com 0 mesmo composto, porém com o hitrogénio
aminico desprotegido. Em caso positivo, este novo composto podera ser o

protétipo de uma série de novas substancias com propriedades interessantes.

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Materiais e Métodos
5.1.1. Instrumento, solventes e reagentes utilizados

Os espectros de RMN de H e C-13 foram obtidos utilizando os
espectrometros de RMN Varian Inova 300 MHz ou Bruker Alll 500 MHz.

Para a separacado cromatografica e purificacdo dos produtos, foi utilizada
cromatografia por gravidade. Como fase estacionéaria foi empregada silica gel
60, comercializada pela Sigma-Aldrich. Para as analises de cromatografia em
camada delgada (CCD), foram utilizadas cromato-folhas Merck com indicador

fluorescente, também da Sigma-Aldrich.

O equipamento Bruker Daltonics, modelo Q-Tof Maxis 3G foi empregado

para a obtenc&o dos espectros de massas de alta resolucéo.

Os solventes utilizados neste trabalho foram adquiridos, em sua grande
maioria, da LabSynth e Sigma Aldrich. O acido 2-aminonicotinico, reagente de
partida para realizar a sintese do fragmento A, foi adquirido de dois
fornecedores; a saber: Start BioScince e Sigma Aldrich. As purificacbes de

reagentes e solventes foram realizadas conforme descrito na literaturase.
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5.1.2. Métodos
5.1.2.1 Preparacgéo do fragmento A.

5.1.2.1.1 Preparagédo do 6-amino-nicotinato de etila.

EtOH, SOCb

reﬂuxo 12h

A uma suspensdo de &cido 2-amino-nicotinico (2,42 mmol, 0,124 g) em
etanol (25 mL) foi adicionado cloreto de tionila (7,26 mmol, 0,863 g) gotejando-
se sob o resfriamento de um banho de gelo e com agitacdo. Mantendo-se a
mistura a 60°C por 7 horas e analisando-se por CCD (acetato de etila/metanol,
4:1), nao foi observada a formacéo do éster. Sendo assim, decidiu-se aquecer
a mistura a refluxo por 12 horas. Desta forma, houve a formacgéo de produto.
Efetuou-se o isolamento do produto pela extragdo com 25mL acetato de etila. A
seguir, a fase organica foi lavada com uma solucédo de 25mL de uma solucéo
aguosa saturada de cloreto de sédio (salmoura). O extrato organico foi seco com
sulfato de sdédio anidro por uma noite. No dia seguinte, a fase organica foi filtrada
e concentrada sob pressao reduzida. Foi obtido um sélido levemente amarelado,

cujo rendimento foi de 93%.

O espectro de RMN de hidrogénio apresentou dados coerentes com 0s
descritos na literatura (PCT Int. Appl. (2007), 74 pp. CODEN: PIXXD2;
W02007086080 (p.38)):

RMN de H (300 MHz, Acetona —d6 ) 8.59 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.91 (dd, J = 8.7,
2.1 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.23 (s, 2H), 4.27 (9, J = 7.1 Hz, 2H), 1.32
(t, J = 7.1 Hz, 3H).
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5.1.2.1.2. Preparacdo do 2-[[(FenilmetOxi)carbonillamino]-3-piridinil-
carboxilato de etila

H,oN

X 1. AcOEt, THF CbzHN
2. NaHCO, X
3. Cbz-Cl
= O\/
. o
N 0-5°C, 18 h N ~—

(e}

Cbz-Cl = ©\/
OTO

(e]

A uma solucdo de 6-amino-nicotinato de etila (1,65 mmol, 0, 273g) em
acetato de etila (12,0 mL) e THF (4,0 mL), adicionou-se, sob agitagcdo, uma
solucdo saturada de bicarbonato de sédio (12,0 mL) e cloroformiato de benzila
(3,35 mmol, 0,5 mL) a temperatura de 0-5 °C. Ao se empregar este
procedimento?*. Ao se adicionar o cloroformiato de benzila, a solucéo tornou-se
turva e uma suspensdo levemente amarelada foi formada. A agitagdo foi
mantida por 18 horas. Ao final das 18 h, observou-se, por CCD (hexano/acetato
de etila, 4:1), a formacdo de 4 produtos: Rfi=0,57; Rf2=0,44; Rf3=0,32
(majoritario); Rfs=0,18; Rf éster 2=0,07; Rf Cbz-CI=0,97. Apos a adicéo de
metanol (5,0mL), a mistura reacional foi extraida com acetato de etila. Lavou-se
a fase orgénica resultante com solugdo de acido citrico a 10% (m/m) e, em
seguida, com salmoura. Secou-se 0 extrato com sulfato de sodio anidro.
Submeteu-se o solido resultante a recristalizacédo de acetato de etila e dietil-éter,

fornecendo o produto puro de massa igual 0,118g, cujo rendimento foi de 25%

RMN de H (300 MHz, DMSO —d 6 ) 10.80 (s, 1H), 8.79 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.26
(dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.8 Hz,1H), 7.52 — 7.19 (m, 5H), 5.20 (s,
2H), 4.31 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
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5.1.2.1.3. Preparacéo do Fenilmetil-N-[5-(hidroximetil)-2-piridinil]
carbamato®°

CbzHN

\ CbzHN
X
P o LiAH,, THF ‘
e
N ~ 0°C. 2h = OH

N

Uma suspensao de LiAlH4 (50 mmol, 1,90 mg), em THF anidro (100 mL) foi
adicionada, a 0°C, uma solucgéo do éster preparado no item anterior (4,75 g, 16,6
mmol) em THF anidro (10 mL). Apés a adicao da solugdo do éster a suspensao
de LiAlH4, a solugdo passou de uma cor acinzentada para uma coloragao
amarelo escuro. A mistura resultante foi agitada por 2 horas, a temperatura
ambiente. Subsequentemente, a mistura foi resfriada a 0°C e a ela foi adicionada
uma mistura de agua e THF (1:1, 10 mL), seguida pela adicédo de acetato de etila
(30 mL). A mistura resultante foi seca com Na2SO4 anidro e concentrada a vacuo
para fornecer o alcool desejado como um sélido branco. Este sdlido apresentou
impurezas e foi recristalizado em metanol, obtendo um sélido branco livre de

impurezas, cujo rendimento foi de 49%.

RMN de H (acetona-d6, 200 MHz, & ppm): 9.85 (s, 1H), 8.66 (d, J = 2.0 Hz, 2H),
8.40 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 8.20 (dd, 2H, J= 8.5, 2.3 Hz), 7.96 — 7.74 (m, 5H), 5.67
(s, 2H), 5.01 (s, 2H).
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5.1.2.1.4. Preparacdo do fragmento A, via mesilato?’

CbzHN N

AN CbzHN N
X 0
_ CH3S0,Cl, Et;NH ‘ ||
_—

o—sS——
DCM, 3h, t.a G ”

Em um baldo tritubulado, sob atmosfera de nitrogénio, foram dissolvidos
(2,0 g, 3,9 mmol) do alcool a ser mesilado, em 10 mL de diclorometano seco.
Apos a dissolucdo completa, a solucéo foi resfriada, com um banho refrigerante
de agua e gelo até uma temperatura de 0°C. Foram adicionados (0,67 g, 5,8
mmol (1.5 eq.)), com um funil de adigcdo com equalizador de pressao, evitando-
se assim exotermia do sistema. Ao finalizar, a adicdo do cloreto de
metanosulfonila, foram adicionados no funil de adicdo, mais 20 mL de
diclorometano seco. Esse solvente anidro, foi adicionado, a fim de carrear o
restante do reagente adicionado, e para que fosse completado o volume total de
solvente ao meio reacional. A mistura foi agitada por 3 horas a temperatura
ambiente. Apds este tempo, o solvente foi concentrado sob pressédo reduzida em
evaporador rotativo. O concentrado, foi diluido com 30,0mL de acetato de etila.
Apés essa diluicdo, o conteudo foi lavado com duas porcdes de 20 mL de
solucdo saturada de bicarbonato de sddio. As fases aquosa e organica foram
separadas, e a fase organica foi lavada com uma solu¢do aquosa saturada de
cloreto de sédio. O extrato organico foi separado e seco com sulfato de sodio
anidro por aproximadamente 2 horas. Posteriormente, a mistura foi filtrada e o
liguido concentrado sob presséo reduzida em evaporador rotativo. Obteve-se um

sélido de coloracao branca de rendimento de 77% (0,99 g, 3,0mmol).

Devido a instabilidade do composto mesilado, ndo foram realizadas
purificacbes desse produto, a fim de que fossem evitadas degradacdes. Partiu-

se com o produto bruto, sem purificagdes prévias, para a proxima etapa.
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OH
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O produto mesilado (0,99 g, 3,0mmol), sem prévias purificacdes, foi
dissolvido em 10 mL de é&lcool etilico. Apés completa dissolugdo, foram
adicionados 1,79 de solucéo etandlica de 2-(pirrolidin-3-il) etanol (15 mmol, 5,0
equivalentes). A mistura reacional foi agitada por 25 horas, a temperatura
ambiente, sob atmosfera inerte de nitrogénio. Apés esse periodo, o produto foi
concentrado em evaporador rotativo. O residuo foi dissolvido em 20 mL de
acetato de etila. O extrato organico foi lavado com duas porcdes de 15 mL de
uma solucéo previamente preparada de 1 mol/L de Na2COs e 15 mL de solucéo
saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi seca com sulfato de sédio
anidro. O produto foi filtrado e concentrado, obtendo-se um sélido levemente
amarelado e uma massa de 0,89 g (2,61 mmol), rendimento de 88 % de

rendimento bruto.

Ao registrar o espectro de RMN de H do produto bruto de reacao, foram
observados varios sinais além dos esperados para o produto de substituicao.
Para isolar o produto foi feita a separacdo em coluna cromatografica em silica e
fase moével de solvente etanol e acetato de etila, na proporgcdo 2:1,
respectivamente. Apds esta purificacdo, obteve-se uma massa de produto puro
de 0,112 g, rendimento de 11%.

RMN de H (CDCls, 300 MHz, & ppm): 9,52 (d,1H,J=22,7 Hz); 8,08 (d,1H,1,6Hz);
8,00 (d,1H, 8,5Hz); 7,71(dd, 1H,J=8,5 e 1,8 Hz); 7,33-7,43(m,5H); 5,23 (s,2H);
3,63-3,68 (m,1H); 3,55-3,60(m,1H); 3,45(d,1H, J=9Hz); 3,42 (d,1H,J=9Hz); 2,64-
2,69 (m,2H); 2,57-2,60(m,1H); 2,33-2,46 (m,3H); 1,97-2,04 (m,1H); 1,65-
1,71(m,1H); 1,52-1,62(m- 2H)

RMN de C-13 (CDCls, 75MHz, 6 ppm): 153.5, 151.5,147.9, 139.5, 136.0, 128.7,
112.4, 67.4,60.5, 60,0, 56.8, 53.5
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A fracdo purificada foi submetida & analise por espectrometria de alta

resolucao, o verificando-se a identidade do produto esperado.

C20H25N30s3 calculado: 356,197417 observado: 356, 1959 desvio = 4,2 ppm

5.1.2.2.Preparacao do Fragmento B

5.1.2.2.1. Preparagéo do 1-bromo-nonano

HBr/ H,S0,

\/\/\/\/OH > \/\/\/\/Br

ref, 3h

A 67,0 g de acido bromidrico aquoso 48%, contido em um baléo de fundo
redondo, foram adicionada, aos poucos, metade de uma porcao de 36,8 g de
acido sulfarico concentrado. Em seguida, foram colocados 44,7 g (358 mmol) de
1-nonanol. Finalmente, foi adicionada a porcédo final de &acido sulfarico
concentrado, seguida de algumas pedras de ebulicdo. A mistura reacional foi
levada a refluxo por um periodo de 3 horas. Durante este periodo, observou-se
a formacéo do 1-bromononano, o que foi evidenciado pela formacdo de duas
fases. A fase do produto formado era a camada superior, sendo a camada
inferior a que continha o acido aquoso. Apos o periodo de 3 horas de refluxo, o
produto foi separado do meio reacional, através de destilacdo. O 6leo destilado
foi transferido para um funil de extracdo. A fase organica foi lavada,
sucessivamente, com salmoura, 0 mesmo volume de &cido cloridrico
concentrado (para remocao do éter que também é formado), agua e, finalmente,
uma solucéo de 5% de bicarbonato de sédio. O produto separado da agua de
lavagem foi seco em sulfato de magnésio anidro. Obteve-se uma massa do

brometo de nonila de 63,69 (340 mmol), com rendimento de 95%.
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5.1.2.2.2. Preparacdo do Mono-nonil- éter do etileno glicol?®

Dioxano
ref. 8h

Em 30,0 mL de dioxano foram adicionados 10,4g (50,5 mmol) de 1-
bromononano, 0,80g (2,4 mmol) de brometo de tetrabutilamonio e uma solucéo
de hidroxido de potéssio (3,2 g ,55mmol), em 15 mL de etilenoglicol. A mistura
reacional foi levada a refluxo por 8 horas. Apos este periodo, foram adicionados
20 mL de diclorometano e 15 mL de agua destilada. As fases foram separadas,
e a fase organica foi lavada sucessivamente com trés por¢des de 20 mL de agua
destilada. Apés a extracao, o produto foi seco com sulfato de magnésio anidro e
destilado usando coluna Vigreux a uma temperatura de 139°C sob uma presséo

de 19 mmHg. Foram obtidos 4,14 g de produto com rendimento de 44%.

RMN de H (CDCls, 300 MHz, & ppm): & 3.78 — 3.68 (m, 2H), 3.60 — 3.41 (m, 4H),
1.89 (s, 1H),1.67 — 1.48 (m, 2H), 1.26 (s, 12H), 0.87 (t, J = 6.6 Hz,3H).

RMN de C-13 (CDCls, 75MHz, & ppm): 77.5, 77,2,77,0, 76.6,71,5, 71.7, 61.9 ,
31.9,29.7, 29,6, 29,5, 29,3, 26.1, 22.7, 14.1.

A fracdo purificada foi submetida a analise por espectrometria de alta

resolucdo, que demonstrou tratar-se do produto esperado.
C11H2402 + Na* calculado: 211,167400

observado : 211,1662 desvio de 5,7 ppm
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5.1.2.3. Preparac¢éo do Monosuccinato do fragmento B
5.1.2.2.3.1. Utilizando trietilamina3®

(e}
(e}

AN — N°

o
(e}

Anidrido succinico (0,13 g, 1,3 mmol) e o fragmento B (0,20 g, 1,1 mmol)
foram dissolvidos em diclorometano seco (5 mL) sob atmosfera de nitrogénio. A
essa mistura adicionou-se, com cuidadoso gotejamento, EtsN (0,11g, 1,1 mmol),
de tal forma a evitar exotermia (a mistura entra em ebulicdo logo apos a adicéo
da trietilamina). A mistura reacional foi agitada por 24h, a temperatura ambiente,
sob atmosfera de nitrogénio. Apds esse tempo, a mistura foi jogada sobre agua
e neutralizada com acido cloridrico de concentracédo 2 mol/L. A fase organica foi
separada e lavada com salmoura, secada sobre sulfato de sodio anidro e
concentrada sob presséo reduzida, em um evaporador rotativo. Apos registro do
espectro de RMN de H do produto bruto, verificou-se que néo havia necessidade

de purificacdo do produto.

5.1.2.3.2. Sem utilizar catalisador ou base®’

A uma solugéo do fragmento B (0,20g, 1,1mmol) em 4 mL de tolueno,
adicionou-se anidrido succinico (0,11g, 1,1mmol). A mistura foi aquecida a
refluxo por 2 horas . Apds este tempo, o0 solvente foi removido sob pressao

reduzida em evaporador rotativo. O produto apresentou-se puro.

RMN de H (CDCls, 300 MHz, & ppm) 4,23-4,27 (m, 2H), 3,60-3,65 (m, 2H), 3,45
(t, 2H, J= 6,7Hz), 2,68 (s, 4H),1,54-1,61(m, 2H), 1,16-1,42 (m,14H), 0,86 (t, 3H,
J=6,6 Hz)

RMN de C-13 (CDCls, 75MHz, & ppm): 71,5, 68,4, 63,8, 45,3, 31,9, 29,5, 29,3,
26,0, 22,6, 14,0.

A espectrometria de massas de alta resolugdo do produto resultou nos

seguintes valores, para o composto na forma de carboxilato:

CisH270s5 calculado : 287,185850 observado: 287,1858 desvio = 0,17 ppm
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5.1.2.4. Preparacéo do produto composto-protétipo 1A%

A uma solucdo composta pela mistura de mono-succinato 6 (0,071g, 0,246
mmol) e do intermediario A (0,080g, 0,224 mmol) em 10 mL de diclorometano
seco, adicionaram-se 0,005 g (0,045 mmol) de DMAP (4-dimetil-aminopiridina) e
0,086g (2,0 mmol) de EDC-HCI (hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilamino-
propil)carbodiimida). A mistura reacional foi agitada durante 24h a temperatura
ambiente. Ao final deste tempo, a mistura reacional foi lavada com &cido
cloridrico de concentracdo 1 mol/L (4 mL) e 10 mL de salmoura. Apds remocao
do solvente sob pressao reduzida, em evaporador rotativo, o produto bruto foi
purificado por coluna de gravidade em silica gel, utilizando como eluente uma
mistura de etanol:cloroférmio, na propor¢éo 5:1. As fragdes puras somaram 82,8

mg, com um rendimento de 52%

RMN de H RMN de H (CDCls, 500MHz, & ppm) 9,13 (s,1H), 8,11 (d,1H,
J=1,9Hz), 8,00 (d,1H, J=8.6Hz), 7,80 (d,1H, J=8,1Hz), 7,33-7,44 (m,5H),
5,23(s,2H), 4,21-4,24 (m,2HO, 4,01-4,13 (m,2H), 3,59-3,63 (m,2H), 3,52 (sI,2H),
3,44 (t,2H, J=6,7Hz), 2,85 (s,1H), 2,54-2,70 (m,6H), 2,33-2,16 (m,2H), 2,00-2,12
(m,1H), 1,68-1,75 (m,2H), 1,46-1,59 (m,3H), 1,18-1,37 (s|, 14H), 0,87 (t,3H, J=
6,7Hz).

RMN de C-13 (CDCls, 125MHz, 8 ppm) 172,5,172,4, 153,3, 148,2, 136,1, 128,8,
128,6 , 112,4, 71,7, 68,5, 67,3, 64,1, 63,6, 56,7, 53,3, 34,5, 33,8, 32,0, 30,5,
29,7, 29,6, 29,4, 29,2, 29,1, 26,2, 22,8, 14,2.

A identidade do composto foi investigada por espectrometria de massas de

alta resolucéo, obtendo-se os seguintes resultados:

CssHs51N3O7 - calculado: 626,380527 observado: 626,3769 desvio = 5,8 ppm
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APENDICE A - ESPECTROS DE RMN 1H E 13C

6 - amino-nicotinato de etila
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RMN !H (300 MHz, Acetona — ds)

5 8.59 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.91 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
6.23 (s, 2H), 4.27 (9, J = 7.1 Hz, 2H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H).




2- [[(Fenilmetoxi)carbonillamino]-3-piridil-carboxilato de etila
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RMN H (300 MHz, DMSO — ds)

5 10.80 (s, 1H), 8.79 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.26 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H), 7.98 (d, J
8.8 Hz, 1H), 7.52 — 7.19 (m, 5H), 5.20 (s, 2H), 4.31 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 1.31 (t, J
7.1 Hz, 3H).




Fenilmetil N- [5-(hidroximetil)-2-piridinil] carbamato
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RMN *H (300 MHz, DMSO- de)

5 9.85 (s, 1H), 8.66 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 8.40 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.20 (dd, J =
8.5, 2.3 Hz, 2H), 7.96 — 7.74 (m, 5H), 5.67 (s, 2H), 5.01 (s, 2H).
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1,62(m- 2H)

® 9,52 (d,1H,J=22,7 Hz); 8,08 (d,1H,1,6Hz); 8,00 (d,1H, 8,5Hz); 7,71(dd,
1H, J=8,5 e 1,8 Hz); 7,33-7,43(m,5H); 5,23 (s,2H); 3,63-3,68 (m,1H); 3,55-
3,60 (m,1H); 3,45(d,1H, J=9Hz); 3,42 (d,1H,J=9Hz); 2,64-2,69 (m,2H); 2,57-
2,60 (m,1H); 2,33-2,46 (m,3H); 1,97-2,04 (m,1H); 1,65-1,71(m,1H); 1,52-

RMN H (300 MHz, CDCl3)
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RMN 13C (75 MHz, CDCls)

o 183.5, 151.5, 147.9, 139.5, 136.0, 128.7, 112.4, 67.4, 60.5, 60,0,
56.8, 53.5
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Mono-nonil- éter do etileno glicol

/\/\/\/\/o\/\OH
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RMN 1H (300 MHz, CDClzs)

& 3.78 — 3.68 (M, 2H), 3.60 — 3.41 (m, 4H), 1.89 (s, 1H), 1.67 — 1.48 (m, 2H),
1.26 (s, 12H), 0.87 (t, J = 6.6 Hz, 3H).
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0

13C NMR (75 MHz, CDCl5)

775,77.2,77,0,76.6,71,5,71.7,61.9, 31.9, 29.7, 29,6, 29,5, 29,3, 26.1, 22.7, 14.1




Monosuccinato do fragmento B
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IH NMR (300 MHz, CDCls)

5 4,23-4,27 (m, 2H), 3,60-3,65 (M, 2H), 3,45 (t, 2H, J= 6,7Hz), 2,68 (s, 4H),
1,54-1,61(m, 2H), 1,16-1,42 (m,14H), 0,86 (t, 3H, J= 6,6 Hz)
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Composto 1A
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IH NMR (300 MHz, CDCls)

0 9,13 (s,1H); 8,11 (d, 1H, J=1,9Hz); 8,00 (d, 1H, J=8,6 Hz); 7,80 (d, 1H,J=8,1 Hz);
7,33-7,44 (m, 5H); 5,23 (s, 2H); 4,21-4,24 (m,2H); 4,01-4,13 (m,2H); 3,59-3,63 (m,
2H); 3,52 (s, 2H); 3,44 (t, 2H,6,7 Hz); 2,85(s, 1H); 2,54-2,70 (m, 6H); 2,16-2,33 (m,2H)
; 2,00-2,12 (m, 1H) ; 1,68-1,75( m, 2H); 1,46-1,59 (m, 2H); 1,18-1,37(sl. 14H); 0,87 (t,
6,7Hz, 3H)
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r2E+05

r2E+05

r1E+05

50000

13C NMR (75 MHz, CDCls)

o 172.5,172.4,153.3, 148.2, 136.1, 128.8, 128.6 , 112.4, 71.7, 68.5, 67.3, 64.1,

63.6, 56.7, 53.3, 34.5, 33.8, 32.0, 30.5, 29.7, 29.6, 29.4, 29.2, 29.1, 26.2, 22.8, 14.2
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APENDICE B - ESPECTROMETRIA DE MASSA DE ALTA RESOLUCAO

Fragmento A

Equipamento: MICROTOF — Bruker Daltonics
Nebulizer: 0.4 Bar

Dry gas: 4 L/min

Temp: 180°C

HV: 4500V

ESI+ | Amostra dissolvida em DCM e diluida em MeOH 0,1% acido féormico

Intens. +MS, 2.1-3.1min #127-187

356.1959 378.1778

) 437.1921
308.1428 340,2796
0 [V N N N " N N A LA \ : Ao

T T T t T
250 300 350 400 450 500 mz

Inlens&_;_ +MS, 2.1-3.1min #127-187
x10 356.1959

357.1983

2 -
J t 358.2005
o A

T T T T T T T T
350 352 354 356 358 360 362 364 mz




Mono-nonil- éter do etileno glicol

Equipamento: MICROTOF — Bruker Daltonics

Nebulizer: 0.4 Bar
Dry gas: 4 L/min
Temp: 180°C

HV: 4500V
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ESI+ | Amostra dissolvida em DCM e diluida em MeOH 0,1% acido férmico

211.1662

+MS, 0.1-1.4min #6-171
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Monosuccinato do fragmento B

Equipamento: MICROTOF — Bruker Daltonics
Nebulizer: 0.4 Bar

Dry gas: 4 L/min

Temp: 180°C

HV: 4500V

ESI- | Amostra dissolvida em DCM e diluida em MeOH

|mens4. “MS, 4.9-5.6min #550-633
x104 | 287.1858

6
117.0196

4 99.0065

73.0231 L 183.0657 257.0269 l 427.1943
355.1739
) i ll wo L L L do i N L A
- - : "

T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 mz

Intens. -MS, 4.9-5.6min #550-633

4
X107 287.1858

288.1891
289.1909
0 A

T T T T T T T T T
280 282 284 286 288 290 292 294 296 m/z



Composto 1A

Equipamento: MICROTOF — Bruker Daltonics
Nebulizer: 0.4 Bar

Dry gas: 4 L/min

Temp: 180°C

HV: 4500V

ESI+ | Amostra dissolvida em DCM e diluida em MeOH

78

Intens. |
5 <4
X102 626.3769

1.25]
1.ooé
0.755
0.50%

0.25 ]
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1

1 386.2924 43711931 \ l
0.00 T WO \ A — .l"
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