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Resumo

O desenvolvimento de pro-farmacos tem permitido melhorar o indice terapéutico
de diversos farmacos, por alteragdo das suas propriedades fisico-quimicas. Os pro-
farmacos por si s6 s3o inactivos, mas originam in vivo um ou mais metabolitos activos,
entre os quais o farmaco parental, através de activagdo enzimatica ou quimica. A
maioria dos pro-farmacos sdo ésteres derivados de farmacos contendo grupos carboxilo
ou hidroxilo e sofrem essencialmente activagdo por via enzimatica. Contudo, a
activa¢do enzimatica ¢é afectada pela variabilidade biologica, o que justifica a procura de
estruturas activaveis exclusiva ou preferencialmente por via quimica.

O nosso grupo de investigagdo tem vindo a trabalhar com derivados dipeptidicos
de farmacos hidroxilados e aminados, activaveis através de uma reacgdo de ciclizagio-
eliminagdo que envolve a libertagdo do farmaco parental e da dicetopiperazina derivada
do transportador dipeptidico, tendo-se observado que a facilidade com que ocorre esta
activa¢do quimica depende do pK, do farmaco enquanto grupo abandonante. O trabalho
descrito na presente dissertagio incidiu no estudo da aplicagdo desta estratégia a
farmacos contendo o grupo amida ou imida, nomeadamente, a valpromida, a
etossuximida e a fenacetina. A aplicagdo de métodos classicos de condensagido
peptidica, desde o uso de agentes de condensagdo, de anidridos mistos, ou mesmo de
ésteres activos na presenga de hidreto de sodio ou LiHMDS, permitiu demonstrar que a
baixa reactividade dos farmacos requer a utilizagdo de condigdes reaccionais drasticas
para obtengdo dos produtos-alvo. De todas as aproximagdes sintéticas testadas, aquela
que se baseou na catilise basica, usando LiHMDS como base, e ésteres de

pentafluorofenol como agentes acilantes, foi a que apresentou resultados mais

Promissores.




Abstract

The development of prodrugs has allowed the improvement of the therapeutic
index of many drugs, by modulation of their physico-chemical properties. Prodrugs are
pharmacologically inert chemical derivatives that, by chemical or enzymatic activation,
are converted in vivo into one or more active metabolites, one of them the parent drug.
Most of the prodrugs are ester derivatives of drugs containig carboxyl or hydroxyl
groups, which are readily converted into the parent drug through enzymatic pathways.
However, the development of prodrugs that can regenerate the parent drug through non-
enzymatic pathways has emerged as an alternative approach in which prodrug activation
is not influenced by biological variability.

Our research group has been working on drug modification with dipeptide
carriers that can release the parent drug through a cyclization-elimination reaction that
also yields the 2,5-diketopiperazine dipeptide cyclization product. The easiness with
which this cyclization-elimination drug release pathway takes place has been found to
depend on the drug’s pK, that influences its leaving group ability. The work described
in the present thesis was targeted at the application of a similar strategy to the synthesis
of prodrugs of therapeutically active compounds containing either the amide or the
imide functions, namely, valpromide, etossuximide and fenacetin. The aplication of
classic peptide coupling procedures, as use of condensation agents, mixed anhydrides,
or even active esters in the presence of sodium hydride or LIHMDS, showed that the
low reactivity of the chosen drugs require drastic conditions to reach the target produts.
Of all the synthetic approaches tested, the one based on basic catalysis using LIHMDS

and pentafluorophenol esters as acylating agents presented the most promising results.




Resumé

Le developpement des propharmaciens a permis d’améliorer I’indice
thérapeutique de plusieurs produits pharmaciens, a travers le changement de leurs
propriétés. Les propharmaciens en soi sont inactifs, mais ils provoquent in vivo un ou
plusieurs metabolites actifs, parmis les quels le pharmacien parental a travers
I’activation enzimathique ou chimique. La plupart des propharmaciens sont esters
derivés de pharmaciens contenant des groupes carboxile ou hidroxile et ils sont activiés
essentiellement par voie enzimatique. Cependant, I’activation enzimathique est
influencé par la variabilité biologique, ce que justifie la recherche de structures
activables exclusive ou preferablement par voie chimique.

Notre groupe de recherche travaille depuis longtemps avec des derivés
dipeptidiques de pharmaciens hydroxylés et aminés, activables a travers une réaction de
ciclization-elimination qui suppose la liberation du pharmacien parental et d’une
dicetopipérazine derivé du transporteur peptidique, ayant eté observé que la facilité avec
laquelle cette activation chimique arrive dépend du pKa du pharmacien en tanta que
groupe abandonnant. Le travail exposé dans cet essai se refere a I’étude de I’application
de cette stratégie a des pharmaciens contenant le groupe amide, notamment, la
valpromide, la, etossuccimide et la fenacetine. L’application de méthodes classiques de
condensation peptidique y compris 'usage d’agents de condensation, d’anidrides
mixtes ou mémes d’esters actifs en presence d’hydrure de sodium ou LiHMDS a permis
de démontrer que la faible reactivité des pharmaciens choisis exige I'utilisation de
conditions de réactions drastiques pour ’obtention des produits-cibles. De toutes les
expériences synthétiques essayées, celle qui s’est basée sur la catalyse basique, utilisant
LiHMDS comme base, et des esters de pentafluorophénol comme des agents acilants, a

présenté des résultats plus encourageants.
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1. Introducio

1.1.Pré-Farmacos e sua Activacio

Muitos agentes terapéuticos apresentam propriedades farmacéuticas,
farmacoldgicas e farmacocinéticas indesejaveis, que constituem barreiras a aplicagdo
clinica desses agentes. O desenvolvimento de pro-farmacos €, actualmente, uma das
mais importantes estratégias de melhoramento do indice terapéutico de diversos

farmacos e da vectorizagdo destes para libertagdo no local de acgéo (Esquema 1)

unidade
transportadora

unidade
transportadora

Farmaco Farmaco

Entrada no local
de acgao do farmaco Activagdo
(Quimica ou Enzimética)

unidade

Farmaco | + \transportadora

Esquema 1: Representagio esquematica do conceito de pro-farmaco.!!

Os pro-farmacos s3o por si sO inactivos, mas originam in vivo um ou mais
derivados ou metabolitos activos, entre os quais o farmaco parental, através de activag@o
quimica ou enzimatica.”™ ® Os pro-farmacos podem ser considerados como sistemas
bipartidos ou tripartidos (Esquema 2 — A e B, respectivamente). Os pro-farmacos
bipartidos tém a unidade transportadora directamente ligada ao farmaco, ocorrendo a
sua libertagdo aquando da activagdo do pro-farmaco. Este tipo de pro-farmaco é
conseguido quando se logra estabelecer uma ligagdo entre o farmaco e a unidade
transportadora, a qual seja depois quebrada por meio enzimatico ou quimico. Contudo,
quando nio é possivel estabelecer este tipo de ligagdo directamente entre farmaco e
transportador, pode utilizar-se um espagador, que apos activagdo e consequente

libertagdo da unidade transportadora, se liberta por decomposigio espontanea.'”’

\ Capitulo I: Introdugdo

]




unidade

unidade

A) | Farmaco transportadora -——>A“ivagao Farmaco | + \ transportadora

unidade
transportadora

unidade

—
Activagdo

B) | Farmaco I—

transportadora

+
——— PR
Farmaco | + pacador . «———— | Farmaco < Espacador
™ N
Decomposigao
Espontanea

Esquema 2: Representacio esquematica de pro-farmacos bipartidos ¢ tripartidos.

Pode-se efectuar uma discriminagdo entre os pro-farmacos obtidos intencional
ou fortuitamente. Como o nome indica, os pro-farmacos intencionais sdo obtidos por
derivatizagdo ou modificagio de um principio activo conhecido. A maioria dos pro-
farmacos em uso clinico cai nesta categoria. No entanto, os pro-farmacos fortuitos,
ainda que em menor nimero relativamente aos intencionais, sio importantes pois a
descoberta do principio activo por eles libertado contribui significativamente para a
compreensio do mecanismo de acgdo do mesmo, descobrindo-se muitas vezes novas
classes terapéuticas.!

No que diz respeito a concepgio de pro-farmacos, os quimicos e bioquimicos
deparam-se muitas vezes com a dificuldade de prever ou alcangar a estrutura ideal ou
optima, principalmente devido a dois factores: (i) a variabilidade biologica, resultado
das diferencas intra e inter-espécies na natureza das diferentes enzimas e dos diferentes
transportadores envolvidos no metabolismo de xenobidticos, e (ii) a potencial
toxicidade do pro-farmaco, que pode resultar da formagio de um metabolito téxico ou
reactivo, por decomposi¢do metabolica do proprio pro-farmaco.’® No ambito da
optimizagio de pro-farmacos como sistemas de libertagdo de farmacos em locais
especificos, Stella e Himmelstein sugerem trés factores: rapido transporte do pro-
farmaco até ao local de acgio, activagdo selectiva e rapida absorg¢do do farmaco.”!
Contudo, a activagdo selectiva de um pro-farmaco em determinado local do organismo
s6 ¢ possivel quando a enzima-alvo ou o transportador membranar especifico sdo unicos
nesse tecido, ou pelo menos se encontram em maior quantidade relativamente a sua
expressdo noutros tecidos. Os estudos desenvolvidos tém focado principalmente o

desenvolvimento de pro-farmacos compativeis com transportadores membranares,

devido ao problema da variabilidade biologica associado a activagdo enzimatica.
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De entre todos os transportadores transmembranares, os transportadores de aminoacidos
e oligopéptidos sdo os que suscitam maior interesse. Teoricamente, podem-se obter
centenas de dipéptidos e tripéptidos pela combinagdo de 20 aminoacidos quimica e
estruturalmente diversos, 0o que nos permite desenvolver substratos com maior
especificidade para com o transportador em causa.!”!

O mecanismo de activa¢@o de um pro-farmaco € um ponto de interesse devido as
vantagens e desvantagens apresentadas pelas duas vias principais de activagdo, quimica
ou enzimatica, ja referidas. Embora a activagio por via enzimatica tenha a vantagem de
o tempo e local de activagio serem conhecidos, a variabilidade biologica a que esta esta
sujeita compromete a previsibilidade do sistema terapéutico, tornando-o pouco
atractivo. Ainda assim, a maioria dos pro-farmacos em uso clinico é activada por via
enzimatica, sendo tipicamente ésteres derivados de farmacos contendo o grupo
carboxilo ou hidroxilo.”! O desenvolvimento de pro-farmacos activaveis exclusiva ou
preferencialmente por via quimica surge como uma alternativa atractiva.™'”) Um caso
particular de activagdo por via quimica, que tem atraido a atengdo dos quimicos nas
ultimas trés décadas, € a ciclizagdo intramolecular, que se descreve com maior detalhe

na sec¢do 1.3.
1.2.Interesse dos Pro-Farmacos

As razOes que levam os cientistas a optarem pelo desenvolvimento de
pré-farmacos sdo variadas, destacando-se como as mais importantes:

a) Biodisponibilidade — existe uma variedade de factores a ter em conta quando se
pretende melhorar a biodisponibilidade de um determinado farmaco:

(1) solubilidade, que sendo muitas vezes baixa no farmaco, pode ser
substancialmente aumentada por introdugio de grupos hidrofilicos, como é o caso do
fosfato; exemplo disso é o da fosfenitoina (b — Figura 1) um pro-fairmaco do
anti-convulsionante Fenitoina (a — Figura 1) que resulta da introdu¢do de um grupo

fosfato nesta Gltima.
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Figura 1: O anti-convulsionante Fenitoina e o seu pro-farmaco fosfenitoina.

Um potencial problema do uso de grupos solubilizantes € que estes podem originar
metabolitos toxicos. Por exemplo, apesar da introdugdo do grupo fosfato na fenitoina
contribuir para o aumento da solubilidade deste farmaco para administracdo
intravenosa, uma elevada concentragio de fosfato, resultante da activagdo do
pro-farmaco, podera levar a problemas como falha do sistema renal e desordens do foro
neuroldgico (comichdes e alucinagdes sensoriais)!'"%;

(i) Absorcdo_intestinal — a conjuga¢do de farmacos com aminoéacidos ou

nucledsidos é uma das formas correntes de melhoramento da absorgdo intestinal, uma
vez que é aumentada e melhorada a compatibilidade entre xenobidtico e transportadores
intestinais. O valaciclovir (b — Figura 2) é um exemplo desta estratégia: é um
pro-farmaco do aciclovir (a — Figura 2) que resulta da condensagdo deste ao aminoacido
L-valina (Figura 2). O valaciclovir apresenta uma biodisponibilidde oral 5 vezes
superior & do proprio aciclovir, como consequéncia da maior compatibilidade do pro-

farmaco com os transportadores oligopeptidicos epiteliais, como € o caso do hPeptl e

do hPept2.1""!

\ o~

@ ®
Figura 2: Estrutura quimica do aciclovir ¢ do seu pré-farmaco valaciclovir.
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(iii) proteccdo dos farmacos contra degradagdo metabolica prematura/inactivante

— a modificagio dos farmacos pode também visar torna-los menos susceptiveis a sofrer
degradagio metabolica indesejada. Assim, procura-se que a acgdo terapéutica do
farmaco no organismo seja mais prolongada, o que pode significar, em muitos casos,
uma diminui¢do da dose e/ou namero de doses que tém que ser administradas para se
obter o efeito terapéutico desejado. '

b) Distribuicio Selectiva do Farmaco - este ¢ um aspecto chave no
desenvolvimento de pro-farmacos. Para isso, é necessario estipular os alvos concretos
de ac¢io do proprio principio activo, como sejam transportadores ou enzimas
especificas dos tecidos. Hoje em dia, muitos s@o os estudos desenvolvidos a pensar na
especificidade de determinado agente terapéutico para com os receptores-alvo,
principalmente no que diz respeito a agentes anti-neoplasicos.'”! O desenvolvimento de
pro-farmacos dirigidos a alvos bem definidos requer um conhecimento sélido dos
sistemas envolvidos, incluindo as suas caracteristicas moleculares e funcionais.
Recentemente, os avangos na clonagem genética permitem conhecer melhor a natureza
molecular das enzimas e das proteinas constituintes dos transportadores, tornando
possivel o desenvolvimento mais eficaz de pro-farmacos dirigidos a um receptor

especifico. '

1.3.Activacio de pré-farmacos por ciclizagio intramolecular

De entre as varias reac¢des de activagio ndo enzimatica, a activagdo
intramolecular (Esquema 3) ¢ aquela que tem suscitado um maior interesse por parte
dos investigadores.® Classicamente, podem considerar-se duas estratégias para este
tipo de activagdo, sendo a primeira baseada numa catalise intramolecular, enquanto que
na segunda a activagdo da-se por substitui¢do nucleéfila intramolecular.

A primeira estratégia, embora ndo se conhega nenhum pro-farmaco cuja
activago ocorra intencionalmente segundo este mecanismo, resulta da existéncia de um
catalisador intramolecular, como o caso de um grupo amino basico, que promove a
hidrolise do farmaco.”

A segunda estratégia corresponde a uma activagdo do pro-farmaco através de

uma reacgdo de ciclizagio-eliminagdo, cujo principio quimico estd demonstrado no
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farmaco:
1) este corresponde ao grupo abandonante (HX) na reac¢do do Esquema 3,
2) este corresponde ao produto ciclico formado na reac¢do do Esquema 3,
3) o passo de ciclizagdo-eliminagdo conducente a libertagdo do farmaco s6 ocorre
apds uma primeira reacgio de pré-activacdo (geralmente enzimatica) onde se gera a

espécie activavel por ciclizagdo intramolecular (two-step prodrugs),

Nu X > o + HX
U N

X=RO; RS; RNH; RCONH;
Nu=N; QO0; OH ou N basico

Esquema 3: Reacgiio de activagio de um pro-farmaco por ciclizagio-eliminagio. !

Esquema 3. Neste tipo de activagio podemos considerar trés vias de libertagdo do
A maioria dos pro-farmacos activaveis por ciclizagdo intramolecular, proposta

na literatura, segue a primeira via acima referida, isto é, o farmaco € o grupo
abandonante da reac¢do. Dentro desta categoria, a grande maioria dos pro-farmacos

possui um azoto (de um grupo amida ou amino) como agente nucledfilo. Begtrup et al.

propuseram o anido carboxilato como um agente nucleofilo alternativo, util por exemplo

na activagdo de pro-farmacos de fenois (Esquema 4).!

1 ] /\

| O\n/dvxf\ CH O\”/‘A’V\ o
| COOH _ OO
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Esquema 4: O anido carboxilato na activagdo intramolecular de pro-farmacos de fenois. )

Nos estudos desenvolvidos por estes autores verificou-se que a presenga de um grupo

carregado negativamente, perto da ligagdo éster, bem como o grau de ramificagdo da
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cadeia alifatica do substrato, torna estes pro-farmacos menos susceptiveis a degradagio
enzimatica. Demonstrou-se, também, que os hemiésteres alifaticos de farmacos
fendlicos se decompdem preferencialmente por ciclizagdo intramolecular, a pH
fisiologico e em plasma humano, sendo a velocidade desta reacgdo influenciada pelo
pK. do farmaco, pelo tamanho da cadeia alifatica do substrato e pelo grau de
ramificagdo da mesma. Todavia, os resultados obtidos para a degradac¢do em figado de
ratinhos demonstraram que a activagdo por catalise enzimatica se torna bastante
significativa neste meio. Assim, apesar dos bons resultados apresentados em plasma
humano, é provavel que o anido carboxilato nio desempenhe um bom papel na
prevengdo da activag@o por via enzimatica ao nivel do figado.I")

As amidas acidicas podem desempenhar o mesmo papel que um azoto
nucleofilico (de amina) e promover a reacgio de ciclizagdo intramolecular. Thomsen e
Bundgaard foram pioneiros nesta aproximagio, mas mais recentemente Sohma et al.
tém-na aplicado na sintese de pro-farmacos do KNI-727, um inibidor da protease do
HIV-1 (Esquema 5). Esta aproximagio visou o aumento da solubilidade do inibidor em

condigdes fisiologicas.!''

N OHD< n-203

S
R= —pm

KNI - 727
—((1{1)2—N<j Bie!
—(CHy,—N » HQ

—(CHy,—N 0. HA
__/

/N

—(CH),—N o. H

\_/

'y, i,

Esquema 5: Estrutura quimica do formaco KNI-727 e seus pro-formacos. (a laranja esta representado o
espacador e a verde o solubilizante).!'!
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Utilizando-se a conversio por via quimica, em condi¢des fisiologicas, a
activagdo do pro-farmaco podera ocorrer em qualquer altura ou lugar desde que
reunidas as condi¢des adequadas (por ex. pH). Portanto, este tipo de pro-farmaco devera
apresentar um tempo de meia-vida adequado em condig¢Ges fisiologicas, para além de
uma boa solubilidade que maximize a absorg¢do intestinal do mesmo. Esta preocupag¢io
esta também patente no trabalho de Sohma et al, onde se caracterizaram diferentes
pro-farmacos do KNI-727 obtidos por modificagdes ao nivel quer do espagador
(n, Esquema 5), quer do grupo solubilizante (R, Esquema 5).'"'2 Dos diferentes
pro-farmacos estudados verificou-se que a libertagdo do farmaco parental ocorre

exclusivamente por quebra da ligagdo farmaco-substrato, através de uma reacgdo de

ciclizagdo-eliminagdo, com formagio de uma imida (Esquema 6).1-12
Farmaco Parental
<|) o
Farmaco Parental "
: n —_— MR A, N
OH e
N
Espagador e H S
\_ﬂ___J

Solubilizante

Esquema 6: Activagdo dos pro-farmaco do KNI-727 por ciclizagio-eliminagio. ')

De todos os grupos funcionais que podem ser utilizados como agentes
nucledfilos para a activagfo intramolecular de pro-farmacos, o grupo amino € o que tem
suscitado maior interesse por parte dos cientistas. Neste ambito, os péptidos tém sido
propostos e largamente usados como unidades transportadoras biocompativeis que
fornecem o grupo amino necessario para a activagdo do pro-farmaco.”! O uso de
péptidos na concepgdo de pro-farmacos activaveis intramolecularmente pode ter duas
finalidades: (i) o péptido actua como um pro-farmaco de um péptido ciclico bioactivo
que ¢ formado no processo de activagdo por ciclizagdo; (ii) o péptido corresponde ao
transportador ligado ao farmaco, que é o grupo abandonante no processo de ciclizagdo
do péptido. E, no entanto, dificil conseguir uma ciclizagdo espontinea de um
oligopéptido sem que haja intervengdo de enzimas especificas, com excepgdo do caso
dos dipéptidos, que facilmente ciclizam dando origem a 2,5-dicetopiperazinas (DKP,

Esquema 7). De facto, quando o farmaco é o grupo abandonante numa reacgio de

R
O
=]
9
S
&
A
K=
L
2
&
Q
8




ciclizagdo-elimina¢do envolvendo um transportador dipeptidico, este sofre amindlise
intramolecular pelo grupo amino do aminoacido N-terminal, da qual resulta,
simultaneamente, a libertagdo da DKP e do farmaco parental.[5 'Muitos sdo os trabalhos
publicados nesta area, que podem ser facilmente revistos em diversos artigos de revisdo

existentes sobre o assunto.“’”

1.4.Contextualizacio da Presente Dissertacio

No ambito desta Dissertagio, torna-se relevante focar o trabalho que tem vindo a
ser desenvolvido no grupo de investigagio onde a investigagdo aqui descrita foi
realizada. O grupo tem vindo a trabalhar neste campo, nomeadamente ao nivel da
concepgio de pro-farmacos dipeptidicos de sulfonamidas (1)P, paracetamol (2)!'%"))

AZT (3)" e Aciclovir (4).1""]

O
o /[]\
¢ ;
NH

1 l/ 2

(o] O
. fL
NH / NH
o LI (T T
N e} N N/ Ni,
¢ HO\/\ o)
N 3 4
Assim, varios foram os derivados dipeptidicos desenvolvidos por Gomes e
colaboradores,  potencialmente  activaveis segundo uma reac¢do  de

ciclizagdo-eliminagdo, envolvendo a libertagdo do farmaco parental (HX) e da DKP

derivada do transportador dipeptidico (Esquema 7).
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X=RO ;RS ; RNH ; RCONH DKP

Esquema 7: Activagio por ciclizagdo-eliminagiio de derivados dipeptidicos de um farmaco HX.

De todas as familias de pro-farmacos desenvolvidas no grupo, a que se centrou
no AZT (3), o agente anti-HIV com maior aplicagéio clinica, foi a que apresentou
caracteristicas mais promissoras. Assim, Santos et al. desenvolveram uma familia de
oito derivados dipeptidicos do AZT (5a-h, Figura 3) com o intuito de minimizar ou
eliminar os conhecidos efeitos perniciosos do AZT para o figado e para a medula, ao
mesmo tempo contribuindo para o aumento de biodisponibilidade oral deste farmaco.!*!
A concepg¢do de pro-farmacos dipeptidicos do AZT teve por base a busca de um
reconhecimento selectivo dos compostos por parte do transportador peptidico intestinal
hPeptl e a capacidade dos compostos libertarem o principio activo por

ciclizagdo-eliminagdo.

2 a R=R,~H
Me b: Ry=/Pr; R=H
o o o R, , NH c: Ri=CH,Ph; Ry~H
CF;CO, HN o /K d: Ri=H; Ry~ iPr
N O e: R;=Me; Ry=/Pr

f: Ry=Ry= iPr
g Ry=sBu; Ry—~/Pr
h: Ri=H; Ry~ CH,Ph

=s74

R, o

Sah Ng

Figura 3: Derivados dipeptidicos do AZT (5a-h)

Dos estudos efectuados com os derivados S5a-h, concluiu-se que estes sdo
activados por amino e diaminopeptidases, o que leva a uma libertagio lenta e
quantitativa de 3, com a vantagem adicional dos substratos (pro-farmacos) serem menos
toxicos que o farmaco parental™ Todos os derivados estudados apresentavam
afinidade significativa para com o transportador hPept1, afinidade essa manifestamente
superior para 0s compostos que possuiam um aminoacido N-terminal B-ramificado (Val,

Tle).'™ Em suma, os resultados demonstraram que, ainda que a sua activagdo ndo

ocorresse preferencialmente por via exclusivamente quimica, os derivados dipeptidicos
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podem ser uma solugdo viavel para diminuir os problemas associados ao uso clinico do
AZT, mediante uma escolha apropriada do transportador dipeptidico.!'¥

Os mesmos autores ja haviam aplicado uma estratégia semelhante com o
farmaco 2 (paracetamol), logrando diminuir a hepatoxicidade deste farmaco em ratos e
comprovando que a libertagdo do principio activo ocorria quase exclusivamente por
ciclizagio-eliminacdo em tampao ao pH fisiologico, a velocidades que dependiam da
estrutura do dipéptido.”'*! Contudo, a velocidade de libertagio em plasma humano
revelou-se bastante elevada, indicando uma activago enzimatica neste meio.l>'>"!

Estes dois exemplos reforcam o elevado potencial que os transportadores
dipeptidicos tém no desenvolvimento de pro-farmacos. Assim, no trabalho desenvolvido
no ambito da presente Dissertagio, pretendeu-se aplicar a mesma estratégia a farmacos
contendo o grupo funcional amida ou imida, de que sdo exemplos a valpromida, a

etossuximida e a fenacetina.

a0
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2. Ambito e Objectivos do Projecto

O trabalho experimental a seguir apresentado esta inserido num projecto de
investigacio que envolve o estudo da sintese de derivados dipeptidicos como potenciais
sistemas de cedéncia biorreversivel de farmacos contendo o grupo amida. Este projecto
¢ levado a cabo no Grupo de Investigacdo de Sintese Orgdnica de Compostos
Biocompativeis (Gisocb), do Centro de Investigagdo em Quimica da Universidade do

Porto, sob a orientagdo da Professora Doutora Paula Gomes.

O principal objectivo do trabalho foi a sintese de potenciais pro-farmacos da
valpromida (VPD, 6), etossuximida (ESM, 7) e fenacetina (FNCT, 8), que possuem o

grupo funcional amida ou imida.

o o

8

Os dois primeiros farmacos tém propriedades anti-convulsionantes notorias, mas
estdo associados a efeitos adversos que convira eliminar ou minimizar num futuro
proximo, visando abordagens mais seguras ao tratamento da epilepsia.

A valpromida, tal como a valnoctamida (VCD, 9) sdo carboxamidas derivadas
do acido valproéico (VPA, 10), um dos anti-convulsionantes mais utilizados em todo o
mundo.!"® O acido valpréico comegou por ser utilizado como excipiente até que, em
1962, foi utilizado como solvente de potenciais agentes anti-convulsionantes, sendo

descoberta a sua actividade farmacologica. Infelizmente, o VPA apresenta actividade
[17:20]

teratogénica no Homem, para além de efeitos toxicos para o figado e pancreas.

O O O
\?)km XU\% \?)‘\(1{
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O primeiro registo dos efeitos teratogénicos do VPA foi publicado em 1982.
Vérios estudos in vitro foram desenvolvidos desde entdo para determinar a origem da
teratogenicidade deste farmaco, identificando-se que este possui um efeito
anti-proliferativo no crescimento celular. Curiosamente, esta descoberta abriu novas
perspectivas ao nivel do uso do VPA para o tratamento de neoplasias.!"**!}

Os efeitos adversos associados ao VPA originaram uma intensa procura de
derivados com maior/igual actividade terapéutica, mas com niveis de toxicidade
substancialmente inferiores.!'"®*”! Estudos toxicologicos demonstraram que a presenga
do grupo carboxilico na molécula do VPA é essencial para a sua actividade
teratogénica, o que conduziu ao desenvolvimento de amidas derivadas do VPA,
caracterizadas por uma maior actividade anti-convulsionante e, potencialmente, menor
toxicidade.?*®! A VPD ¢é uma dessas amidas, sendo actualmente utilizada como
anti-epiléptico e anti-psicotico.? A VPD ndo apresenta actividade teratogénica e
possui uma maior actividade anti-convulsionante relativamente ao VPA.'®! Contudo,
coloca-se a questdo de, no organismo, a VPD ser biotransformada em VPA 2423 Tq]
ndo sera inteiramente verdade se forem efectuadas modifica¢des estruturais ao nivel do
grupo amida, que irdo certamente alterar os mecanismos de biotransformagdo da VPD.
Esta hipotese é sustentada pelos estudos farmacocinéticos de Tasso et al. com varios
derivados mono e di-substituidos da VPD, demonstrando que estes actuam como

entidades intactas das quais apenas 4% é metabolizado a VPA.™*°!

R,
THz HN
o://s
NH
© O O
HN, O Ry
HN O
11 12

Figura 4: Derivados mono-substituidos da VPD.

Neste contexto, o derivado 11 (Figura 4) foi o que apresentou resultados mais
promissores, sendo mais activo € menos toxico que a estrutura parental >}
No ambito desta Dissertagdo visou-se desenvolver derivados dipeptidicos da

VPD (12, Figura 4), tendo por finalidade a obtengdo de potenciais pro-farmacos com
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indices terapéuticos melhorados face aos derivados do VPA actualmente disponiveis. A
aplicagio de dipéptidos transportadores visou ir de encontro a uma provavel activagao
por ciclizagdo intramolecular, na sequéncia de trabalhos que tém vindo a ser
desenvolvidos pelo grupo nesta 4rea (ja antes referidos).!">!*

Pensou-se aplicar a mesma estratégia ao outro agente anti-convulsionante, a
ESM, em virtude deste farmaco estar associado a alguns efeitos hemato-, nefro- e
hepato-toxicos. Na verdade, sendo a ESM o principio activo de dois farmacos
largamente usados em casos clinicos de epilepsia, o Zarontin e o Emeside, € de todo o
interesse que se minimizem tais efeitos indesejaveis, permitindo a administragdo deste
principio activo a pacientes que tenham deficiéncias funcionais a nivel hepatico ou
renal. (262

Ja a inclusdo da FNCT neste estudo foi feita com base em dois aspectos: em
primeiro lugar, porque este analgésico e anti-pirético derivado do paracetamol surge
como uma “evolugio natural” do trabalho de investiga¢do anterior do grupo sobre este
ultimo farmaco e, em segundo lugar, porque existem evidéncias de uma certa
nefrotoxicidade associada a este farmaco.P*?’!
Globalmente, a concepgio dos pro-farmacos dipeptidicos aqui propostos visa em

ultima instincia a minimizagdo indirecta da toxicidade dos principios activos, através de

um possivel aumento da sua biodisponibilidade, com consequente diminuigdo das

dosagens necessarias para atingir um mesmo efeito terapéutico.

A
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3. Plano de Trabalho

Para atingir os objectivos sintéticos do presente trabalho, e devido a reconhecida
baixa reactividade das amidas face a agentes acilantes,”® planeou-se levar a cabo um
extenso estudo metodologico visando a condensag@o dos trés farmacos com o precursor
N-Boc-protegido do dipéptido fenilalanilglicina (Esquema 8). Na pratica, geralmente
optou-se por uma estratégia de condensagdo em dois passos, acilando-se o fairmaco em
primeiro lugar com a N*-Boc-glicina e, apos remogdo do grupo protector do produto de

acilagdo, acilar este ultimo com a N*-Boc-fenilalanina (Esquemas 9, 10 e 11).
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Esquema 8: Reac¢do de condensagiio do dipéptido Boc.Phe.Gly.OH aos firmacos VPD (6), ESM (7) ¢
FNCT (8) para obtengio dos derivados dipeptidicos 13, 14 ¢ 15.

Considerando as estruturas dos farmacos em estudo, planeou-se iniciar o trabalho
focado nas reac¢Oes de N-acilagdo da VPD (6). Sendo esta a tinica amida primaria,
esperar-se-ia maior facilidade de N-acilagio neste caso, em compara¢do com os dois
outros farmacos. Projectaram-se trés métodos diferentes de N-acilagdo, nomeadamente:
A) activagdo in situ via carbodiimidas (Esquema 9);
B) activagdo in situ via anidridos mistos (Esquema 10);

C) activagdo via ésteres activos com catalise basica (Esquema 11),
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VPD Boc.Phe.Gly.OH
DCCU/DMAP
DIEA
Etapa I
» b)
%)
Boc.Gly.OH
K.CO, b
DCCI/DMAP 1) o o B
0°C; t. ambiente )j\/”
H 5 5 N Boc

h) I\\ rd NH, > VD N v
Boe.Gly.OH Be| Lo, Etapa 3 L
DIPDMAP tape h
-10°C . 1. ambicnte DCM/TFA 70% DIP/DMAP
Argon Na,CO, 30% DIEA

Boc.Phe.OH

Esquema 9: N-acilagio de amidas via carbodiimidas (A)."**"

VPD Boc.Phe.Gly. OH
(PhC0),0

ZnCl,

Etapa 1:
a
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Na,CO; 30% DIEA
Boc.Phe.OH
Esquema 10: N-acilagio de amidas via anidridos mistos (B).[4°]
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4. Resultados e Discussdo

4.0.Consideragdes iniciais sobre a N-acilacio de amidas

Tendo em vista os objectivos sintéticos acima referidos, procedeu-se a uma
pesquisa bibliografica exaustiva sobre condi¢des de acilagdo de amidas. Embora a
literatura existente sobre o assunto seja bastante escassa, e a maioria datada de meados
do século passado, foi possivel encontrar alguns estudos recentes nesta area.’’*! Regra
geral, as reacgdes relevantes, tal com estdo descritas na literatura, diferem umas das
outras na forma de activagdo do agente acilante, para que se torne mais susceptivel a
sofrer um ataque nucledfilo por parte do azoto amidico. Alguns dos métodos de acilagdo
mais relevantes, aplicados ou eventualmente aplicaveis a amidas, sdo apresentados de

seguida.
4.0.1. Recurso a carbodiimidas como agentes de condensagio

As carbodiimidas sdo os agentes de condensagdo in situ por exceléncia. Sdo

[44-46]

eficazes em sintese peptidica quer em solugdo, quer em fase solida , sendo também

aplicadas com sucesso na condensa¢do de aminoacidos e outros componentes acilo a
farmacos hidroxilados e aminados. 447501

Gomes et al. aplicaram com sucesso o método das carbodiimidas na
condensacio de aminoacidos e dipéptidos N*-protegidos a sulfanilamidas. No entanto, a
N-acilagdo destes farmacos ocorreu quase sempre exclusivamente no azoto anilinico,
havendo apenas casos pontuais em que o grupo sulfonamida se apresentou ligeiramente
reactivo face a acilagdo por aminoacidos.>*!
Ainda assim, considerou-se que seria relevante testar este método como via de

N-acilagdo das amidas em estudo, esperando-se um mecanismo reaccional como o

ilustrado no Esquema 12.
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Esquema 12: Mecanismo da eventual MN-acilagio de um farmaco amidico com o dipéptido
Boc.Phe.Gly.OH, por activagio in situ com carbodiimidas.

4.0.2. Recurso a anidridos como agentes acilantes

Os anidridos sdo reconhecidamente mais electrofilos relativamente aos
correspondentes acidos carboxilicos, sendo por isso muitas vezes utilizados como
agentes acilantes.””***!! No que diz respeito 4 N-acilagio de amidas, Yamada et al.
utilizaram anidridos na presenga de MgBr; OEt;, obtendo resultados bastante

satisfatorios.®” O MgBr,.OEt, proporciona uma dupla activagdo, tanto do anidrido

como da amida, favorecendo a N-acilagdo desta ultima (Esquema 13).
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Esquema 13: Activacio de anidridos ¢ amidas por parte do MgBr,.OEt,.

No caso particular do uso de um dipéptido como componente acilo, este método
provavelmente conduziria a activagdo da propria ligagéo peptidica, devido a utilizagdo
do MgBr,.0OEt,.P! Tal poderia ser contornado por acoplamento passo a passo de cada
um dos aminoacidos ou, preferencialmente, por aplicacdo das condigdes propostas por
Reddy et al.1*! para a N-acilagdo de sulfonamidas. Estes autores sugerem o uso de um
acido de Lewis, como catalisador, na reac¢do entre o anidrido e a sulfonamida

(Esquema 14).

\//

/\

_mey \\// //< \”/

Esquema 14: Reacgio representativa da N-acilagdo de uma sulfonamida pelo método do anidrido
simétrico.

Todos os acidos de Lewis testados por Reddy et al.(ZnCl,, TiCls, BF3.Et;0, MOCls,
B(C¢Fs); e Sc(OTf);) apresentaram resultados bastante satisfatorios, pelo que os
mesmos autores testaram idénticas condi¢des para a N-acilagdo de sulfonamidas via
anidridos mistos. Para isso, fizeram reagir a sulfonamida directamente com o acido

carboxilico desejado, na presenca de anidrido benzoico (Esquema 15).14%°"]
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Esquema 15: Reacgio representativa da N-acilagdo de uma sulfonamida pelo método dos anidridos
mistos descrito por Reddy et al.!*”

O uso do anidrido benzoico prende-se com a baixa reactividade do componente
benzoilo relativamente ao outro componente acilo do anidrido misto formado in situ.
Desta forma, o ataque nucleofilo ocorrera preferencialmente no grupo carbonilo do
acido carboxilico usado, pois o grupo carbonilo do componente benzoilo encontra-se
estabilizado por ressonancia.l*]

Face aos bons resultados deste método para a N-acilagdo de sulfonamidas,
considerou-se como uma via sintética atractiva para alcangar os objectivos sintéticos da
presente Dissertacdo, com a vantagem adicional de envolver condigbes reaccionais

suaves e 0 uso de reagentes disponiveis comercialmente e de facil manuseamento.*”!

4.0.3. N-Acilacao de amidas usando cloretos de acido

O uso de cloretos de acido como agentes acilantes é muitas vezes preferido
relativamente ao uso dos correspondentes acidos, devido a elevada reactividade dos
primeiros.

Bao et al. efectuaram estudos de comparagdo entre o uso de cloretos de acido e
anidridos, relativamente a sua eficacia na acilagdo de sulfonamidas. Das reac¢des
realizadas por Bao, verificou-se que aquelas que utilizavam os cloretos de acido a
baixas temperaturas (T= 0 °C ou -20 °C), na presenga de piridina, apresentavam maior
rendimento.!*"!

Geralmente, as reac¢des entre amidas e cloretos de acido podem originar: a) uma

monoacila¢do, b) uma diacilagio, e c¢) a formag¢do de um nitrilo, sendo as condi¢Ses
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reaccionais, € muitas vezes a estrutura das amidas usadas, que determinam qual ou quais
das reac¢des ocorrera em maior extensio.’?! A N-acilamida forma-se fazendo reagir o
cloreto de acido directamente com a amida, na presenga de uma base ndo nucleofila
para evitar a formagdo de sais nio reactivos (Esquema 16), podendo esta reacgdo ser

catalisada por piridina ou 4-(N,N -dimetil)aminopiridina (DMAP).**!

al R O O O
+ Base
—_—
. + HC
_RV Rv

O

R N
H

R"

Esquema 16: Reacgio de N-acilagdo de amidas usando cloretos de acido.

Porém, nem sempre o recurso a cloretos de acido € eficaz para a N-acilagéo de
amidas, por reacgdo directa daqueles com estas. Ho et al. desenvolveram um método
alternativo onde fazem reagir o cloreto de acido com um acido carboxilico, como

exemplificado no Esquema 17.

o) o) 0O
R/“\ + )j\ _TFA; -20%C _ + HC
Ol R Cl Licl R
/R"
OYNH
Rlll
0 0 0
)J\ N/”\ + JJ\
R | R" | R
R

Esquema 17: Reacgio representativa da N-acilagio de amidas, via formagdo de um anidrido misto,
usando cloretos de dcido.

Ao fazer reagir o acido carboxilico com o cloreto de acido, a baixa temperatura, forma-

se um anidrido misto, que reagira depois com a amida, originando o composto

[56}

desejado. Adicionalmente, o uso de cloretos de acido apresenta algumas
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desvantagens, pois estes agentes podem provocar a hidrolise de varios compostos,
promover a remog¢do de grupos protectores, ou ainda favorecer a racemizagio de
aminoacidos.”>**! Para além disso, quando os cloretos de acido nio se encontram
comercialmente disponiveis, € necessario proceder a sua preparagio, através de métodos
que envolvem riscos de seguranga e técnicas menos triviais de manuseamento dos

reagentes.
4.0.4. Uso de ésteres activos como agentes acilantes

Os ésteres activos, ou reactivos, constituem também um exemplo classico de
agentes acilantes.[*>**) Neste ambito, Andrus et al. desenvolveram um método de
N-acilagio de amidas baseado na reac¢io de um éster pentafluorofendlico (PFP, 18)
com a amida desprotonada, a baixa temperatura (T = -78 °C), na presenga de uma base
forte como o bis(trimetilsilil)amida de litio (LiHMDS).[**! Posteriormente, Tomasini et
al.I*! aplicaram este mesmo método na acilagio de amidas ciclicas, mas realizando as
reacgOes a temperaturas mais altas (T = 0 °C) e fazendo um estudo sistematico para
determinar qual a melhor base a usar neste tipo de reacgdes: N-etildisopropilamina
(DIEA), hidreto de sodio (NaH), LiHMDS, carbonato de césio (Cs:COs) e, 1,8-
diazobiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU). Este estudo permitiu verificar que o uso de
DIEA, misturas DIEA/DMAP, ou Cs;CO; nido conduziam a bons resultados. Em
contrapartida, os melhores resultados foram obtidos quando se utilizou LiHMDS,
embora o uso de NaH também tenha conduzido a resultados bastante satisfatorios.[*>*]

Face aos resultados positivos destes autores, considerou-se relevante avaliar
também a viabilidade desta aproximagio sintética para alcangar os objectivos do
trabalho. Devido, respectivamente, a sua disponibilidade comercial ou a facilidade da
sua preparagio, optou-se por utilizar ésteres da glicina com hidroxisuccinimida (HOSu,
19) e com pentafluorofenol, para condensagdo deste aos farmacos amidicos em estudo,
como se ilustra no Esquema 18. Sendo esta aproximagio eficaz, bastaria depois

remover-se o grupo N“-protector e proceder ao subsequente acoplamento de

N°-Boc-fenilalanina.
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R=CH; ; R= -PhO-CHs
R—R=-CALXCH L0051 LIHMDS; Boc.Gly. OPFP; -78'C

Esquema 18: Reacgio representativa da N-acilagio de amidas usando ésteres activos com catdlise basica.

Outros ésteres activos poderiam ser considerados para levar a cabo as
N-acilagdes desejadas, como por exemplo, ésteres de 1-hidroxibenzotriazole (HOBt, 16)
ou de para-nitrofenol (PNP, 17), mas n3o foram encontrados na literatura exemplos de

sucesso na aplicagdo destes ésteres a N-acilagdo de amidas.

N, F F
Ho\h/ \N
i : F
H NG,
F F

16 17 18 19
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4.1.Estudo da N-Acilacio da Valpromida

4.1.1. Preparacio da Valpromida

Foi necessario proceder a preparagio da VPD a partir do valproato de sodio, na
medida que apenas este e 0 VPA estdo disponiveis comercialmente.

A sintese foi levada a cabo conforme descrito na Parte Experimental, tendo sido
realizado um total de 23 reac¢des (Ry23), em que a VPD se obteve como um sélido
branco, com rendimentos entre 60 e 80 %. Como se ilustra no Esquema 19, na reac¢io
de preparagio da VPD ¢ utilizado um nucledfilo auxiliar, hexafluorofosfato de
2-(1H-bezotriazol-1-i1)-1,1,3,3-tetrametilaminio (HBTU), que activara o grupo
carboxilo do valproato de sodio, para que este sofra ataque nucledfilo por parte do

cloreto de aménio (NH,4Cl), formando-se assim o composto desejado.
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Esquema 19: Mecanismo da reac¢do de preparagio da VPD a partir do valproato de sodio.
‘ Apenas o composto obtido na primeira reacgio foi analisado por espectrometria
| de massa (ESI-MS, Figura 5) e ressondncia magnética nuclear de protio (RMN-'H,
| Figura 6), para confirmacio da sua identidade como sendo a VPD. Nas restantes 22
| reac¢des, a identificagio do produto foi feita por analise cromatografica (TLC)

comparativa, usando-se uma por¢do da VPD sintetizada na primeira reacgdo como

padrdo.
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Figura 5: Espectro de massa (ESI-MS) da VPD: m/z (MH"): 144,40 (esperado, 144,24).
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Como se pode constatar da analise dos espectros de ESI-MS e RMN-'H da VPD
sintetizada, esta apresentou a estrutura esperada.

Assim, o espectro de massa apresentou o pico-base a m/z = 144,40,
correspondente ao pico de ido quasi-molecular MH" da VPD (m/z calculado de 144,24).
De referir que o elevado ruido registado no espectro resultou da baixa concentra¢io da

amostra analisada.

7282
6032
5794
2.804

?[I!IYIIIIIIITIIIIII|IIY[IIIII[II‘I]IIIITII

H 70 60 50 40 30 20 10 0.0
ippm (1)

Figura 6: Espectro de RMN-'H (CDCL, 300 MHz) do composto VPD.

Da anilise do espectro de RMN-'H foi possivel confirmar a estrutura do
composto obtido. Observaram-se dois picos a cerca de 6 ppm correspondentes aos
protdes do grupo amida (Hee), bem como os protdes correspondentes aos grupos
metileno (Hpcp o) € aos grupos metilo (Haa) nas respectivas zonas caracteristicas
(respectivamente, 1,2 a 1,7 ppm e 0,91 ppm). O sinal do protdo ligado ao carbono o

(Hg) foi também observado a 2,1 ppm.
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4.2.Aproximagdes sintéticas a N-acilagdo da Valpromida

4.2.1. Condensag¢io directa do dipéptido N*-protegido (Boc.Phe.Gly.OH)

com activacio in situ mediada por carbodiimidas

A primeira abordagem a N-acilagdo da VPD com um dipéptido baseou-se na
condensagio directa deste a VPD, usando a N,N -diciclohexilcarbodiimida (DCCI) para

activagio in situ do componente carboxilico (Esquema 20).

Esquema 20: Mecanismo hipotético da reacgdo de condensagdo do Boc.Phe.Gly.OH & VPD via
carbodiimidas.

o
~3
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O seguimento da reacgdo (secgdo 7.5.1, reacgdo A.1) por TLC permitiu observar
a formagio de um produto, que se isolou sob a forma de um sélido branco. Este sélido
foi analisado por ESI-MS (Figura 7) e RMN-'H (Figura 8), concluindo-se que o
composto obtido era o éster etilico do dipéptido N“-Boc protegido (20,
Boc.Phe.Gly.OEt).

~Aady

20
pgma01aMeOH#6 RT: 015 AV:1 NL: 6.4E6
T- +p ESI Full s { 50.00-2000.00]
] 37373 M|Na*
ma pgms01sMeOH#130 RT: 167 AV: 1 NL:242E6
B Tt+pESIF|lms2373mePg|T 2000.00]
1 100 36 M-'BuJNa
90 ]
1 907
807 o
3 ]
7°E § 0] M-BoclNa*
8 - k. 27313
€ &0 807
© 4 i E
g E 3 407
< 50 o
£ 3 5
g 0] e
14 b 10]
30] 44073 o 37307 96900 ,
] 200 400 500 800 1000 1200 W00 1600 1800 2000
h| mz
20
10
] 111233
] 1347.27
1 156747 473100 194087

[=]

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
mz

Figura 7: Espectros de massa (ESI-MS e MS?) do produto isolado na reacgdo A.1 (20).

O espectro de massa apresentou-se compativel com o valor esperado para o
composto 20, tendo o pico-base m/z = 373,93, correspondente ao aducto de sodio MNa'
(m/z esperado de 373,18). A fragmentacdo adicional (MS?) do ido do pico base
conduziu a dois ides cujos valores de m/z eram compativeis, respectivamente, com a
perda de um grupo ferc-butilo ¢ de um grupo Boc. Tal permitiu concluir que o

composto isolado seria derivado do dipéptido N*-Boc protegido usado na reacgdo.
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Figura 8: Espectro de RMN-'H (CDCl;; 300 MHz) do composto 20.

A analise de RMN-'H do produto permitiu confirmar que o composto
apresentava a estrutura 20. Assim, para além da observag¢io dos picos correspondentes
aos protdes do dipéptido (Hee,aeggns), Nas suas zonas caracteristicas, foi possivel
verificar o aparecimento dos picos correspondentes aos protdes dos grupos metileno
(Hp) € metilo (Ha) a cerca de 4,1 ppm (quarteto, J = 7,14 Hz) e 1,2 ppm (tripleto,
J = 17,14 Hz), respectivamente.

Apesar de, i partida, parecer uma hipotese algo remota, pensa-se que devido a
baixa reactividade da amida (VPD) como nucledfilo, o proprio dipéptido possa ter
funcionado como nucleofilo atacando o grupo etilo da base usada na reacgdo

(N-etildisopropilamina, DIEA), ocorrendo uma substitui¢do nucleofila, como se ilustra

no Esquema 21.
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Esquema 21: Mecanismo da reacgio de formagio do éster etilico do dipéptido Boc.Phe.Gly.OH.

Partindo desta permissa, repetiu-se a tentativa de N-acilagio da VPD, mediada
por carbodiimida, mas desta vez na presenga de uma base inorgnica (K:COs) e
usando-se 0 aminoacido Boc.Gly.OH como agente acilante (sec¢@o 7.5.1, reacgéo A.2)

A reacgdo A.2 deu lugar a formagdo de um composto novo, que se isolou como
um so6lido branco. Este solido foi analisado por ESI-MS (Figura 9) e RMN-'H (Figura

11), verificando tratar-se de uma N-acilureia derivada do aminoacido (21).

+ Y

21
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Figura 9: Espectro de massa (ESI-MS) do composto 21, isolado da reacgiio A.2.

O espectro de ESI-MS evidenciou um pico-base a m/z = 404,40, compativel com
o aducto de sodio do composto 21 (m/z esperado de 404,51). Tal como no caso do
produto da reacgdo anterior (20), também estudos adicionais de fragmentagdo (MS” e
MS?) permitiram avangar com alguma seguranga que a estrutura do composto isolado
correspondia a 21, pois na fragmentagio MS? ocorreu a perda do grupo Boc, seguida da

perda da N-ciclo-hexil-2-aminoetanamida, na fragmentagio MS” (Figura 10).
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Figura 10: Espectros das fragmentagdes MS” e MS® do composto 21.
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O espectro de RMN-"H veio corroborar a estrutura ja deduzida através da analise
de massa. Neste espectro foi possivel identificar o pico correspondente a0 NH da
N-acilureia (Ha) e os picos devidos aos protdes dos dois grupos ciclo-hexilo (Hegg mir €

He,1mu), para além dos picos caracteristicos do aminoacido Boc-protegido.
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Figura 11: Espectro de RMN-'H (CDCl;; 300 MHz) do composto 21.

A formagio do composto 21 surgiu como mais uma consequéncia do modesto
caracter nucleofilo da VPD. De acordo com o mecanismo de activagdo via DDCI,
ilustrado no Esquema 20, a activagio do aminoacido passa pela formagdo de uma
O-acilisoureia, como intermediario reactivo, em que o grupo carbonilo do aminoacido
esta mais electrofilo, logo, mais propenso a sofrer um ataque nucleofilo. No entanto, se
a reactividade do agente nucleofilo for baixa, ou seja, o ataque deste ao aminoacido
activado for muito lento, favorecer-se-4 o ataque intramolecular evidenciado no

Esquema 22, formando-se uma N-acilureia (21), estavel e ndo reactiva.
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Esquema 22: Formagio da N-acilureia 21.

Face a estes resultados constatou-se, portanto, que néo sera possivel recorrer a
carbodiimidas para a activagio do aminoacido que acilaria a VPD, pois a reac¢do de
formagdo de 21 ¢ a mais favorecida. Ainda assim, antes de se afastar definitivamente
este método de condensagio, realizou-se novamente a reacgdo (sec¢do 7.5.1, reacgdo
A.3) na presenga de uma outra carbodiimida (N, N -diisopropilcarbodiimida, DIPCDI), a
baixas temperaturas (T=-10 °C).

O seguimento da reacgio A.3 por TLC permitiu verificar a formagio de dois
produtos que foram isolados e analisados por ESI-MS (Figura 12) e RMN-'H (Figura

14). Destas analises constatou-se que a estrutura do produto maioritario correspondia a

vy Y

22, ao passo que o produto minoritario teria a estrutura 23.

A0
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Figura 12: Espectro de massa (ESI-MS) dos compostos 22 (M") ¢ 23 (M).

No espectro de massa do produto 22 (B, Figura 12) o pico-base apresentou-se a
m/z = 324,23, compativel com o aducto de sédio MNa' (m/z esperado de 324,27). Ja no
espectro do composto 23 (A, Figura 12), o pico-base surgiu a m/z = 481,53, compativel
com o aducto de sodio MNa" (m/z esperado de 481,55). No caso deste ltimo composto,
foram também realizados estudos adicionais de fragmentagio MS® e MS?, que
contribuiram para a confirmagio da estrutura atribuida. Assim, na fragmentagdo MS?
verificou-se a perda de um grupo Boc, enquanto que na fragmentagio MS? houve a
perda adicional de um dos aminoacidos, seguida da perda de mais um grupo Boc.
Paralelamente, foi também registada a fragmentagio MS’ correspondente & perda dos

dois grupos Boc da estrutura 23 (Figura 13).
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Figura 13: Estudos de fragmentagio MS? e MS? do composto 23 (M — composto 23 € M’ — composto
22).
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O produto maioritario (22) foi analisado por RMN-'H, verificando-se, tal como
no composto 21, o aparecimento de picos relativos ao protdo NH da N-acilureia (Hg) e a
grupos iso-propilo (Heg g ehi).

Em suma, esta terceira reacgdo permitiu reforgar a inviabilidade do recurso a
carbodiimidas como agentes de condensagdo de aminoacidos ou dipéptidos N*-Boc

| protegidos a valpromida.
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Figura 14: Espectro de RMN-"H (CDCls; 300 MHz) do composto 22.
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4.2.2. Abordagens sintéticas baseadas no emprego de anidridos mistos

Face aos resultados apresentados na secgdo anterior, optou-se por recorrer a
formagdo de um anidrido misto in sifu para a activagdo do aminoacido ou dipéptido.
Para tal, foram realizadas trés reacgdes (By.3) com vista & obtengdo do composto-alvo.
Na Tabela 1 encontram-se descritos os reagentes e as temperaturas de reacgdo

utilizadas em cada uma das trés reacgdes.

Tabela 1: Reagentes ¢ temperaturas de reacgdo usadas nas reac¢des Bys.

Reaccao Reagentes T reaccao/ °C

Boc.Phe.Gly.OH
ZnClz

B.1 Tamb

(PhC0O),0

DCM

Boc.Gly.OH
ZnC12
B.2 Tamb
(PhCO),0

DMF

Boc.Gly.OH
ZnClz
B.3 -5 °C (2 h iniciais) — Tamn
(PhCO),0

DMF

No seguimento da reacgdo B.1 por TLC, observou-se a formagdo de um produto
que apresentava um R idéntico ao do produto formado na reacgdio A.l, isto €, ao
composto 20 (secgdo 4.2.1, pagina 28). Apos isolamento do produto da reac¢do B.1 e
sua analise por ESI-MS (Figura 15), constatou-se que, efectivamente, o produto

apresentava caracteristicas compativeis com a estrutura 20.
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Figura 15: Espectro de massa (ESI-MS) ¢ fragmentacio MS? do composto isolado na reac¢io B.2.

Assim, o espectro de massa (Figura 15) apresentou o pico-base a m/z = 373,93,
compativel com o aducto de sodio, MNa', do composto 20 (m/z esperado de 373,18).
Para além disso, o subsequente estudo de fragmentagdo MS? mostrou a perda de grupos
‘Bu e Boc, factos novamente compativeis com a estrutura 20 e concordantes com
anteriores observacdes relativas ao produto da reacgio A.1 (Figura 7, pagina 28). No
entanto, a origem do hipotético grupo etilo para formar o éster 20 ndo parece Obvia
neste caso, atendendo aos reagentes usados. Uma alternativa seria a interpretagio do
pico-base observado como devido ao ifo quasi-molecular do éster clorometilico do
dipéptido N*-Boc protegido (24), cujo valor de m/z para o iio mais abundante € de

370,83, sendo o grupo clorometilo proveniente do solvente (diclorometano).

A

Ainda assim, nfo so6 o valor de m/z registado se desvia quase quatro unidades
deste valor, como seria de esperar que o espectro de massa apresentasse também picos

importantes a m/z 372,13 e 371,13 atendendo a distribui¢do isotopica do cloro.
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Infelizmente, ndo foi possivel tragar um espectro de RMN-"H do produto isolado, que
permitisse confirmar (ou ndo) as hipéteses atras levantadas.

Na eventualidade do solvente ter um papel relevante no curso da reacgéo B.1,
optou-se por realizar nova reac¢do (B.2), usando-se DMF como solvente. Nesta reacgio
verificou-se a formagdo de uma mancha nova, que se isolou e analisou por ESI-MS.
Desta analise constatou-se que ndo havia ocorrido a formagdo do composto pretendido.
O subsequente estudo de fragmentagio MS? e MS’ do composto isolado ndo forneceu
informacdo suficiente para uma identificacdo inequivoca do produto.

Atendendo a que, nas reac¢des anteriores, ndo se havia comprovado a formagao
do anidrido misto, a espécie reactiva requerida para a ocorréncia da acilagido desejada,
optou-se por realizar uma nova reacgéo (B.3), mas que se manteve a baixa temperatura
durante as primeiras duas horas, de acordo com procedimentos descritos na
literatural®*®). Durante essas duas horas de reacgdo, ndo se verificou a formagdo de
qualquer produto. Mesmo assim, decidiu-se adicionar o farmaco apos essas duas horas,
0 que conduziu a formag¢do de um produto que se isolou como um sélido branco
(m = 5,0 mg) e se analisou por ESI-MS e RMN-'H. Destas analises concluiu-se que,
pese embora nio identificada a sua estrutura, o produto isolado ndo correspondia ao
composto-alvo.

Nio se sabendo se o insucesso registado na aplicagdo do método dos anidridos
mistos se deveu a ndo formacgio destes ou a baixa reactividade da VPD como nucledfilo,

decidiu-se de qualquer forma abandonar esta via de sintese.
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4.2.3. Aproximagio sintética com base no uso de ésteres activos

Em virtude das observagdes experimentais descritas nas sec¢des anteriores,
decidiu-se abordar a N-acilagio da VPD mediante emprego de ésteres activos do
aminoacido (glicina) N*-Boc protegido (Esquema 23).

Comegou-se por utilizar o éster de N-hidroxisuccinimida da Boc.Gly.OH
(Boc.Gly.OSu), que se fez reagir com a VPD conforme se descreve na secgdo 7.5.3.1
(a). O acompanhamento da reac¢do por TLC permitiu detectar a formagdo de um
produto que se isolou por cromatografia em coluna sob a forma de um sélido branco
(m = 2,1 mg). Porém, as analises de ESI-MS e RMN-'H do produto isolado, ainda que

inconclusivas quanto i estrutura do mesmo, mostraram nio tratar-se do composto-alvo.

AN

Base

OH

Esquema 23: Mecanismo de reacgdo esperado para a N-acilagio da VPD via éster de HOSu.

Perante o insucesso obtido, e face a descrigdes na literatura em que se apontava
para a catalise basica por hidretos como um aspecto crucial para o sucesso na N-acila¢do
de amidas,"**! decidiu-se repetir a reacgio em condigdes idénticas, mas na presenga de
hidreto de sodio. Da reacgdo realizada nestas condigdes (C.2) resultou um produto que
se isolou como um 6leo amarelo (m = 15,2 mg) e cuja analise de ESI-MS (Figura 16)

revelou tratar-se, provavelmente, do produto de N,N -diacilagdo da VPD (25).
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Figura 16; Espectro de massa (ESI-MS) do composto isolado na reacgdo C.1 (25).

Assim, o espectro de massa apresenta o pico-base a m/z = 480,80, compativel
com o aducto de sodio, MNa’, do composto 25 (m/z esperado de 480,56). No mesmo
espectro ¢ também possivel observar o pico a m/z = 323,60, compativel com o valor
esperado para o aducto de sodio do derivado mono-acilado da VPD (26), ou seja do

composto-alvo (m/z esperado de 323,39).

N
~
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Se, por um lado, o produto predominante resultou da di-acilagdo da VPD, por
outro, ndo se podia garantir que o pico a m/z = 323,39 se devia a presenga do composto
26, ou a formagdo deste Gltimo por fragmentagdo do composto 25 na fonte. Assim,
optou-se por realizar uma série de reacgdes (C.2 - C.5), nas quais se foram variando
diversos parimetros experimentais, com a base usada, a propor¢do relativa dos
reagentes ou a sua ordem/forma de adigdo, como descrito na secgfio 7.5.3.1, Tabela 8,
sempre com o intuito de se favorecer a formagio do derivado mono-acilado (26) em
detrimento do di-acilado (25). Contudo, nenhuma destas reacgdes conduziu a formagéo
de qualquer destes dois compostos.

Neste ponto, decidiu-se testar novamente a acilagdo nas condi¢des de C.2, mas
utilizando VPD N-Boc protegida, para garantir a entrada de apenas uma molécula de

aminoacido, segundo o esquema reaccional proposto no Esquema 24.

Base
o o CIH
H
N/”\/N\”/@—"—' + O\V\_:IYO
]l30c O
TFA
Q
ug
O
N/“\/ NHZ

Esquema 24: Mecanismo de reacgio projectado para a acilagio da Boc-VPD com um éster activo e
subsequente desprotecgio para obtencdo do composto pretendido.

’ Capitulo I'V: Resultados e Discuss.

S
—




59 ¢

Apos, N-protecgdio da VPD, segundo métodos descritos na literatura
fornecidos de forma detalhada na sec¢do 7.5.3.1 (b), efectuaram-se duas reacg¢des
utilizando-se Boc-VPD (C.6 ¢ C.7), mas em nenhuma se logrou detectar a formagédo do
produto de N-acilagdo desejado (27).

Em virtude dos resultados negativos obtidos com ésteres de
N-hidroxisuccinimida, mesmo na presenga de hidretos, decidiu-se aplicar o método
descrito por Andrus et al * usando-se LiHMDS como base, e ésteres de
pentafluorofenol (PFP) como agentes acilantes, a -20 °C. Testou-se estas condi¢des

reaccionais com a Boc-VPD, isolando-se um produto que foi analisado por

ESI-MS (Figura 17), RMN-'H, RMN-"C e DEPT.

o) o)
P
\Boc
L.
27

Das analises espectroscopicas por massa logrou-se confirmar que se havia
isolado o produto de N-acilagdo esperado (27). Assim, o espectro de massa apresentou o
pico-base a m/z = 423,27, compativel com o aducto de s6dio, MNa', do composto 27

(m/z esperado de 423,51).
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Figura 17: Espectro de massa (ESI-MS) do composto isolado na reac¢do D.1 (27).

O subsequente estudo de fragmentagdo MS? (Figura 18) evidenciou a perda de
um grupo Boc. Fragmentagdes adicionais MS® e MS* conduziram a perda de um grupo
‘Bu, seguida da perda de CO,, observagio mais uma vez compativel com uma estrutura

original possuidora de dois grupos Boc, como € o caso de 27.
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Figura 18: Estudos de Fragmentagfio MS?, MS® e MS* do produto isolado na reacgdo D.1 (provavelmente
apresentando a estrutura 27).
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Todavia, as analises de RMN-'H, RMN->C e DEPT foram inconclusivas, no
sentido de comprovar a estrutura do composto de uma forma inequivoca, uma vez que a
quantidade de composto isolada foi demasiado baixa para obtengdo de espectros com
qualidade suficiente.

Na tentativa de aumentar a quantidade de produto foram realizadas mais trés
reacgdes, tendo-se igualmente isolado compostos que apresentavam Ry idéntico ao do
produto da reacgdo anterior. No entanto, inesperadamente, os espectros de massa
tragados para estes produtos ndo reproduziram o primeiro resultado, nem apresentaram
informag@o util no sentido de se identificar a estrutura dos produtos isolados nestas trés
reacgdes.

Perante a sucessdo de resultados negativos nas diversas tentativas de N-acila¢do
da VPD, mas tendo em conta o resultado aparentemente promissor da reacgio,
decidiu-se abandonar este farmaco e testar a aplicagdo das condigdes desta reacgdo para
a N-acilagio dos outros dois farmacos considerados no plano de trabalho,

nomeadamente a Etossuximida e a Fenacetina. Estas abordagens sintéticas sdo alvo de

discussio na secgdo seguinte.
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4.3.Estudo da N-acilacio da Etossuximida e da Fenacetina

Perante as grandes dificuldades experimentais nas diversas tentativas de
N-acilagdo da VPD, mas ainda assim com resultados aparentemente promissores quando
se recorreu ao uso de ésteres activos como agentes acilantes, na presenga de bases fortes
(Seccdio 4.2.3), decidiu-se aplicar este método para a tentativa de N-acilagdo da
Etossuximida (ESM) e da Fenacetina (FNCT).

4.3.1. Tentativas de N-acilacio da Etossuximida

Comegou-se por testar a viabilidade da N-acilagdo da ESM usando Boc.Gly.OSu
como espécie acilante, na presenga de hidreto de sodio, como se descreve na secgio
7.5.3.1 (b). No entanto, ndo se logrou detectar a formagdo do produto de acilagdo (28)
esperado, detectando-se apenas a formagdo de quantidades minimas de um composto

cujo espectro de massa era incompativel com a estrutura 28.

O

Boc

/
i

Assim, passou a testar-se o emprego de um éster activo de pentafluorofenol
(PFP), na presenga de LIHMDS, de acordo com o método descrito por Andrus et al 1
seguindo o procedimento apresentado na secgdo 7.6. Foram realizadas duas reacgdes
(D.4 e D.5), de cada uma das quais sendo isolado um produto cujo espectro de ESI-MS
nio se apresentou compativel com a estrutura do produto de

N-acilag@o pretendido (28).
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4.3.2. N-acilacio da Fenacetina

Apesar dos consecutivos resultados negativos, descritos nas secgdes anteriores,
decidiu-se fazer uma Gltima tentativa de aplicagdo do método de Andrus et al.* para a
N-acilagdo da fenacetina, como se descreve na secgdo 7.6.

Assim, realizou-se uma reac¢do, da qual se isolou um produto que se apresentou
como um solido branco (m = 0,3353 g) cuja analise por ESI-MS (Figura 19), RMN-'H
(Figura 20), RMN-®C (Figura 21) e DEPT (Figura 22) mostrou
tratar-se do produto de N-acilagdo desejado (29).
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Figura 19: Espectro de massa (ESI-MS) do composto FNCT.Gly.Boc (29).

O espectro de massa apresentou o pico-base a m/z = 359,27, compativel com o

aducto de sodio, MNa', do composto 29 (m/z esperado de 359,38).
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Figura 20: Espectro de RMN-H (CDCls; 400 MHz) do composto FNCT.Gly.Boc (29).

Relativamente 4 analise do espectro de RMN-'H do composto 29,
observaram-se, para além dos picos caracteristicos do farmaco (Ha-He), 0s picos
correspondentes ao protdo NH do grupo uretano (Hg) do aminoacido protegido, os dois

protdes do grupo metileno do aminoacido (Hy) e os protdes relativos ao ferc-butilo do

grupo Boc (Hy).
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Figura 21: Espectro de RMN-"C (CDCl;; 400 MHz) do composto FNCT.Gly.Boc (29).

O espectro de RMN-"C também se apresentou compativel com a estrutura do
composto 29, observando-se, para além dos picos devidos a carbonos do farmaco
(C1-Cs), o aparecimento de dois picos na zona dos 160-180 ppm correspondentes aos
dois grupos carbonilo do aminoacido (Cs) e do grupo Boc (Cyy), e ainda os picos
correspondentes aos carbonos Cjz e Cys, relativos ao grupo Boc, e Cio, do grupo
metileno da glicina.

A atribui¢io dos picos observados neste espectro (Figura 21) aos carbonos

referidos veio a ser confirmada através de uma analise DEPT (Figura 22).
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Figura 22: Espectro de DEPT (CDCls; 400 MHz) do composto FNCT.Gly.Boc (29).

Este resultado conduziu a constatagio de que a aplicagio do método descrito por
Andrus et al."?! é viavel para a N-acilagio da FNCT com um aminoacido N°-protegido.
Globalmente, o trabalho descrito até aqui permite salientar o relativo sucesso ou
insucesso destas abordagens sintéticas, estando este bastante dependente, ndo so6 do
método de N-acilagdo escolhido mas também da propria natureza da amida (ou imida)
como agente nucleoéfilo.

De salientar que, na planificagdo inicial do trabalho, se pensou que seria a VPD que
apresentaria caracteristicas nucleofilas mais favoraveis, dado ser aquela em que o grupo
amida, primério, se apresentava estereoquimicamente mais desimpedido, ndo estando
ligado a grupos electroatractores. Em contraste, a ESM, pela sua rigidez estrutural e
pelo facto do seu azoto ser imidico, logo, vizinho de dois carbonilos que contribuem
para torna-lo menos nucleofilico, foi considerado como o menos promissor dos trés
farmacos. A FNCT coube um lugar intermédio, em que um maior impedimento
estereoquimico (relativamente a VPD) faria antever algumas dificuldades.

Como se pode comprovar, a experimentagdo evoluiu em certa medida de forma distinta

do esperado, tendo-se maior sucesso na N-acilagdo deste Gltimo farmaco, porventura
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fruto do efeito electrodoador (+M) do substituinte etoxilo em posi¢io para, que tenha

contribuido para a maior nucleofilicidade do azoto.
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4.4.Desproteccio do composto 29 por aciddlise

Uma vez produzido, com sucesso, o composto 29 procedeu-se a remogdo

acidolitica do seu grupo N-protector, Boc. Obteve-se o composto desprotegido sob a

forma

de um trifluoroacetato que, apos neutralizagdo com Na,CO; e extrac¢do com

acetato de etilo, originou a respectiva base livre, 30. O composto 30 apresentou-se como

um soélido branco, sendo isolado com um rendimento de 70% e caracterizado por
ESI-MS (Figura 23), RMN-'H (Figura 24), RMN-"C (Figura 25) e DEPT (Figura

'\)L
O
30 NH,
pgri2_080521101014 #46 RT: 0,79 AV: 1 NL: 1,12E7
T: + pESIFullms [(50,00-400,00]
237,13 M
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23: Espectro de massa (ESI-MS) do composto FNCT.Gly (30).

O espectro de massa apresenta-se compativel com a estrutura do composto 30,

pico-base a m/z = 237,13, comrespondente ao ido quasi-molecular MH"

(m/z esperado de 237,28).
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Figura 24: Espectro de RMN-'H (MeOD; 400MHz) do composto FNCT.Gly (30).

Da analise do espectro de RMN-'H do produto desprotegido, constata-se o
desaparecimento do pico correspondente aos protdes do grupo Boc e, ainda, do pico
correspondente ao protdo NH do grupo uretano, agora convertido num grupo amino
primario (ndo detectado no espectro obtido de uma solugdo de 30 em MeOD). Todos os
restantes picos, referentes quer a glicina (Hy), quer ao farmaco (H,-H.), foram registados

com os desvios quimicos, intensidades e multiplicidades esperados.
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Figura 25: Espectro de RMN-"C (MeOD; 400 MHz) do composto FNCT.Gly (30).

Também o espectro de RMN->C do produto desprotegido permitiu confirmar o
sucesso da clivagem acidolitica do grupo Boc, verificando-se o desaparecimento dos
picos correspondentes a este grupo protector. Por sua vez, o espectro de DEPT atestou a

atribuigdo dos picos do espectro de RMN-"C, apresentado na Figura 25.
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Figura 26: Especro de DEPT (MeOD); 400 MHz) do composto FNCT.Gly (30).
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4.5.Condensacio do aminoicido Boc.Phe.OH ao composto

FNCT.Gly (30)

Com vista a obtengdio do composto-alvo (15), procedeu-se a condensagdo do
aminoacido Boc.Phe.OH ao composto 30 por activagio in situ utilizando-se
carbodiimidas. Atendendo a que este método é geralmente aplicado com sucesso na
condensacdo entre aminoacidos ou destes a grupos nucleofilos (amino, hidroxilo)

presentes noutras moléculas, considerou-se adequado para o fim em vista.

Boc

No entanto, a reacgdo realizada tal como descrito na secg@o 7.8 (a) ndo conduziu
a formagio do composto-alvo. Decidiu-se repeti-la a baixa temperatura
(T = -10°C) e em atmosfera de argon (sec¢do 7.8 (a)), mas também neste caso os
produtos formados ndo apresentavam dados espectroscopicos compativeis com a
estrutura esperada.

Decidiu-se, entdo, substituir a carbodiimida por um agente de condensa¢do

derivado do 1-hidroxibenzotriazole, o hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1-

30

hidroxibenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (HCTU), conhecido por promover
condensagdes dificeis em sintese peptidica.[*®®'! A utilizagdo desta via de activagdo in
situ, como se descreve na secgdo 7.8 (¢), ndo conduziu a resultados melhores que os
anteriores.

Perante o insucesso da activagdo in situ, optou-se por recorrer novamente a

condensagdo via ésteres activos na presenga de uma base (secgdo 7.8 (b)), o que

l Capitulo IV: Resultados e Discuss
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http://Boc.Phe.OH

conduziu a formagdo de dois produtos que, apos isolamento, foram analisados por

ESI-MS (Figura 27).

poif3_0B0715094213 433 RT: 074 AV: 1 N 237E8 pgib#30 RT: 1,08 AV: 1 NL: 290B8
T +p ESI Full ms | 125,00-200000] T: +p ESHFul ms | 125,00-200000)
e 47140 Produto A w0, 2 Produto B
0] &0
L L=
£ o g ol
- -t 840,27
= ] c 3
=1 ] > 3
2 5] 2 50]
% ] % 1
& & 561,47
] 0]
] ]
10 10
o o

20 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 20 400 ano 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
mz mz

Figura 27: Espectros de massa (ESI-MS) dos produtos (A ¢ B) isolados na reac¢do de condensagdo do
aminodcido Boc.Phe.OH ao composto 30.

O espectro de massa do produto A (6leo amarelo) apresentou o pico a
m/z = 471,40, eventualmente compativel com um dimero desidrogenado do composto
30 (o valor de m/z esperado para M,-2H, sendo M a molécula 30, é de 470,54). Este
resultado podera indiciar que o uso do hidreto conduziu & remogéo de um H* da glicina
no composto 30, gerando-se um enolato que atacaria outra molécula de 30,
obtendo-se um dimero deste mesmo produto (Esquema 25).

De facto, o LIHMDS ¢é uma base muito forte frequentemente usada para gerar

enolatos para diversos fins sintéticos. /"
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Esquema 25: Esquema representativo da hipotética remogdo de um H* da glicina no composto 30,
gerando-se um enolato porventura capaz de atacar nucleofilicamente outra molécula 30, conduzindo 3
formagio de uma estrutura dimérica.

O segundo pico mais relevante do espectro de massa do produto A apresenta
um valor de m/z compativel com o aducto de sodio do produto esperado, 15 (m/z
esperado de 506,56), sugerindo que pelo menos uma parte dos reagentes foi consumida
na reac¢do desejada. Infelizmente, a pequena quantidade de “Produto A” e o insucesso
das subsequentes tentativas de separa¢io dos dois componentes principais, impediram a
realizacdo de analises espectroscopicas adicionais (RMN) que confirmassem esta
hipétese de forma inequivoca.

No que diz respeito ao segundo produto da mesma reacgdo (B), o respectivo
espectro de massa apresentou o pico-base a m/z = 287,13, compativel com o aducto de
sodio da N°-Boc-fenilalanina, muito provavelmente formada por hidrolise parcial do
éster activo de pentafluorofenol utilizado na reacgdo.

Em suma, pode-se concluir desta parte do trabalho que a condensagdo de um
aminoacido (e, provavelmente de um qualquer componente acilo) a uma
N-aminoacil-fenacetina ndo ¢ um processo trivial, na medida em que apenas houve

indicios de algum sucesso quando se recorreu a ésteres activos na presenga de hidretos.
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Tal método, por seu turno, parece ter estado na base da ocorréncia de uma reacgao

indesejada como evento principal, provavelmente catalisada por hidretos.
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5. Recurso a um reactor de sintese assistida por microondas

Hoje em dia, as reacgdes assistidas por micro-ondas sio utilizadas como forma
de simplificar as condigdes reaccionais e methorar os resultados de muitas reacgdes de
sintese. Regra geral, as sinteses assistidas por microondas desenrolam-se mais
rapidamente, com menos reac¢des laterais, com melhores rendimentos € com maior
reprodutibilidade, relativamente as reacgdes realizadas em condigGes normais.*>5%%°]
Estudos realizados por Hellal et al. demonstraram que reac¢des de sintese de
pseudo-péptidos desenvolvidas nas mesmas condigdes (tempo e temperatura), mas sem
micro-ondas, apresentaram rendimentos bastante inferiores aos daquelas realizadas sob
irradiagio com microondas. Assim, para que se conseguisse um rendimento idéntico, o
tempo de reacgdo teria que ser 10 vezes superior, relativamente ao procedimento com
micro-ondas.*®!

A aplicagio da sintese assistida por microondas € bastante alargada na

63.67] sendo que o seu emprego em

preparacdo de péptidos e outros compostos organicos,
reacgdes “secas” (sem solvente) tem atraido o interesse da industria quimica, pelas
vantagens inerentes a auséncia do recurso a solventes em termos economicos,
processuais € ambientais. [°®
Face aos bons resultados de outros grupos de investigagdo em sintese assistida

por microondas (MW), optou-se por testar esta abordagem, aplicando-a aos métodos de
sintese atras descritos. Para tal, utilizou-se um aparelho Discover LabMate da CEM
com IntelliVeni™ Pressure Control System (Figura 28), realizando-se experiéncias
piloto em vasos reaccionais de volume maximo 10 mL, nas seguintes condigdes:

Poténcia (MW): 150 W;

treacio: 10 Ou 15 minutos;

Temperatura: 80 — 120 °C;
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Figura 28: Aparelho de sintese assistida por microondas Discover LabMate, com sistema de controlo de
pressdo IntelliVent™.

No Esquema 26, apresenta-se um diagrama ilustrativo de todas as reacgdes

testadas com irradiagdo por microondas, cujas condi¢des e observagdes experimentais

se compilam nas Tabelas 2 a 4.

Boc

0
A,BeC i
,Be
VPD'BOC > VPI|) \BOC
Boc
A
A
0
)k/l&l Boc
J VPD N
H
O Bzl I
Boc O
OC
VPD N
I H

A : Boc.Gly.OH, Boc.Phe.Gly.OH ou Boc.Ala.Gly.OH (1.1 cq):
DMAP (1.1 ¢q); K,CO, (1.1 cq): DIPCDI (1.1 cq). DMF:

B : Boc.Gly.OH (1,2 eq); ZnCl, (0,05 eq); (PhCO),0 (1,2 eq);
DCM;

C : Boc.Gly.PFP (2 eq); LIHMDS (2 eq); THF;
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ESM

D : Boc.Phe.Gly.OH (1,1 eq);DMAP (1.1 eq).
K,CO, (1.1 eq); DIPCDI (1.1 eq); DMF;

D E
E : Boc.Gly.PIP (2 eq). LiILIMDS (2 eq). THF;
] Bz
Q
%\II Boc
H
ESM N N
H ESM Boc
O
FNCT d
O Bzl

|
: ~
H
| ~ )l\/N Boc
: ~ ~
‘ ~
| ~ . FCNT
| G
| el 2\ O / J
/“\/NHZ
FNCT

TZ

)l\/ﬁ F : Boc.Phe.Gly.OH (1,1 eq); DMAP (1.1 eq);
CO, (1,1 eq), DIPCDI (1,1 eq), DMF;
FNCT \Boc KZ 3 ( eq) ( eq)
G : Boc.Phe. OH (1,1 eq). HOBt (1,2 eq),
DIPCDI (1,2 eq), TEA (4 oq). DMI”

H: Boc Gy O LT ey DIMAD CET ey
KOO, (LT oy DIPCDECE T eqr DIME

I: Boc.Gly. PFP (2 eq), LIHMDS (2 eq), THF;
----- - este passo reaccional foi realizado por sintese
convencional. isto ¢, na auséncia de irradiagiio

por microondas (secgdo 4.3.2 ¢ 4.4y,

Esquema 26: Métodos testados em microondas usando a VPD, a ESM e a FNCT.
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6. Consideracdes Finais ¢ Perspectivas Futuras

Analisando globalmente as observagdes experimentais e resultados registados no
decurso do trabalho de investigagio aqui descrito, conclui-se que a N-acilagdo de
amidas/imidas ¢ uma reacgio extraordinariamente dificil, mesmo quando se recorre a
condi¢des mais fortes como o uso de hidretos/bases fortes para a catalise basica ou o
recurso a sintese assistida por microondas. Ainda assim, e apesar da quase total
impossibilidade de fazer reagir os farmacos da forma desejada, em grande parte devido
ao seu caracter nucleodfilo fraco ou mesmo nulo, logrou-se observar a N-acilago da
fenacetina por recurso a um éster pentafluorofendlico da N*-Boc-Glicina e a uma base
muito forte, o LIHMDS. O produto de N-acilagdo foi obtido com um rendimento
aceitavel (24%) e mostrou-se resistente as condi¢des acidoliticas de remog¢do do grupo
N*-protector (Boc). Porém, ndo reagiu da forma esperada nas subsequentes tentativas de
condensac¢do do segundo aminoacido, revelando-se aparentemente ndo reactivo face a
condensa¢do com activa¢do in situ mediada quer por carbodiimida, quer por sal de
aminio. Em contrapartida, novamente o recurso a ésteres activos € a catalise por base
forte foi a Unica via que mostrou resultados aparentemente promissores, se bem que
com indicios da promogio de reac¢do indesejada por parte da base.

Relativamente aos outros dois farmacos, verificou-se uma quase auséncia de
reactividade por parte da etossuximida, independentemente do método usado, ao passo
que a N-acilagido da valpromida foi detectada aquando do recurso a um éster activo
(N-pentafluorofenolico) na presenga de LIHMDS.

Por tudo o acima exposto, parece razoavel concluir que a N-acilag@o destes trés
farmacos, ou pelo menos da fenacetina e da valpromida, tera sempre que passar pelo
recurso a ésteres activos como espécies acilantes e a hidretos ou LiHMDS como
catalisadores basicos. Provavelmente, o bindémio éster pentafluorofendlico/LiHMDS
sera um factor-chave para o sucesso, requerendo este Gltimo uma optimizago cuidadosa
das condigGes reaccionais.

Atendendo a que o recurso a sintese assistida por microondas em nada melhorou
os resultados obtidos pela via convencional, uma futura abordagem aos objectivos
sintéticos aqui apresentados podera passar pela preparagdo do éster pentafluorofenolico
do dipéptido N*-Boc protegido e sua posterior condensagio, na presen¢a de LIHMDS,

quer a fenacetina, quer & N-Boc-valpromida. Uma outra aproximagio para a obtengdo de
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N-acil-valpromidas podera passar pelo uso de acido valproico como agente acilante e do

derivado amidico do aminoacido ou dipéptido como agente nucleotfilo. |
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7. Procedimentos Experimentais

7.0.Notas Gerais

Nas reacgdes realizadas neste trabalho experimental foram utilizados
aminoacidos e dipéptidos N“-protegidos da NovaBiochem e da Bachem,
respectivamente. Todos os solventes usados eram de qualidade pro-analise e, quando

necessario, os solventes foram previamente secos com filtros moleculares (4 A)

pré-activados.

Para o seguimento das reacgdes, € para confirmagdo da homogeneidade dos
compostos isolados, recorreu-se a técnica de cromatografia em camada fina (TLC). Para
execugdo desta técnica utilizaram-se placas de aluminio recobertas com gel-silica 60
F2s54 (0,25 mm) da Merck, sensiveis a luz ultravioleta de comprimento de onda 254 nm.
A revelagdo dos cromatogramas fez-se por irradiagdo com luz ultravioleta 254 nm e,
adicionalmente, por pulverizagio com uma solu¢do de dicarboxidina, apos exposigdo
das placas a atmosfera de cloro.

Na purificagdo dos compostos sintetizados foram utilizadas técnicas como a
extrac¢do liquido-liquido, e a cromatografia liquida de adsor¢io em coluna. Para
execugio desta ultima utilizou-se uma suspenséo de gel-silica 60 (70-230 mesh ASTM)
da Merck, num eluente adequado, como fase estacionaria. O sistema de eluentes
utilizados em cromatografia, quer em placa, quer em coluna, encontram-se indicados na

Tabela 5.

Tabela 5: Sistemas de eluentes usados nas técnicas de cromatografia.
Sistema de Eluentes Composicio

A DCM/Me;CO (1:1)
AcOEt/n-Hexano (1:4)
DCM/Me,CO (3:1)
DCM/Me,CO (6:1)
AcOEt/n-Hexano (3:1)

= 2 O W

A evaporagdo dos solventes foi sempre realizada sob pressdo reduzida em

evaporador rotativo Heidolph Laborota 4001 .
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A analise dos compostos isolados por espectrometria de massa foi realizada em
espectrometro de massa Finnigan Surveyor LCQ DECA XP MAX. Todos os espectros
foram obtidos no modo positivo, sendo as amostras preparadas em metanol
(Sigma-Aldrich).

Os espectros de RMN-'H e RMN-"C de alguns compostos foram tragados em
espectrometro Bruker AMX (300 MHz), na Universidade de Santiago de Compostela.
Para outros compostos, os espectros de RMN-'H, RMN-"C e DEPT foram tragados em
espectrometro Bruker Ultrashield 400 Plus (400 MHz), na Universidade do Porto. Os
desvios quimicos observados foram registados relativamente ao padrdo interno
tetrametilsilano (TMS) em solugdes dos compostos em cloroformio deuterado ou
metanol deuterado.

As reacgdes assistidas por micro-ondas foram realizadas no aparelho Discover

LabMate com IntelliVent™ Pressure Control System da CEM.
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7.1.Preparacio da Valpromida a partir do valproato de s6dio”!

O . o]
1)DMF
P NH,a —HBTU + NaCl * HCl
X i)DIPEA
O Na NH,

Dissolveu-se o valproato de sodio (0,5439 g; 3,273 mmol) e 1,5 equivalentes
molares (eq.) de HBTU em 12 mL de DMF. A mistura foi deixada em agitagdo
magnética durante 5 minutos, ao fim dos quais se adicionou a mistura 2 eq. de NH4Cl e
de DIEA. A mistura permaneceu em agitagdo magnética por mais 30 minutos.

Finda a reacgdo, procedeu-se a filtragdo da solugo obtida e a posterior remogdo
do solvente por evaporagdo. O residuo dai obtido apresentou-se como um solido
amarelado que, por TLC, se verificou tratar de uma mistura.

Procedeu-se, entdo, a uma extrac¢do acido-base para remogio das impurezas,
dissolvendo-se a mistura em 50 mL de solugdo aquosa saturada de NaCl e extraindo-se
com 3 por¢des de 25 mL de acetato de etilo (AcOEt). A fase organica resultante foi
lavada com duas porgdes de 20 mL de solugdo aquosa de HCl a 2M, seguida de 2
por¢des de 20 mL de H,0, 2 porgdes de 20 mL de solugdo aquosa saturada de NaHCO;
e 2 porgdes de 20 mL de H,O. A fase orgénica foi seca com NazSO4 anidro durante 10
minutos, sendo o sélido removido por filtragdo por gravidade e o filtrado levado a
secura por evaporagao.

Obteve-se um solido branco (0,3231 g; 68,9%) que, por TLC, se verificou estar
cromatograficamente homogéneo: R¢ (A)= 0,39. A andlise do sdlido por RMN-'H
permitiu confirmar que se tratava da valpromida pretendida.

RMN-'H (CDCl;; 300 MHz)

5,92 (sl; 1H, -CO-NH(H)), 5,55 (sl; 1H, -CO-NH(H)); 2,20 a 2,08 (m; 1H, >CH-CO-),
1,66 a 1,22 (m; 8H, [CH3(CH,)2]>-); 0,91 (t, J= 6,95 Hz; 6H, [CH:(CHz),].-);

m/z (MH") = 144,40 (esperado 144,23)

As restantes reaccdes de sintese da valpromida, Ry,s, foram realizadas de modo
idéntico, confirmando-se a identidade dos respectivos produtos por TLC comparativa,

usando o composto obtido na primeira reac¢do (R;) como padrio.
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7.2.Proteccdo da VPD com o grupo terc-butiloxicarbonilo (Boc)[5 7]

O

o) O O
TEA
NH, + 4‘70)1\0)1\0 I >~ N/B°C+ O, + BuOH
| DMAP H
Boc)O

A uma solugiio de VPD (0,4690 g; 3,274 mmol) em 20,0 mL de DCM seco,
adicionou-se 1 eq. de TEA, 2 eq. de (Boc),0 e 1 eq. de DMAP. A mistura foi mantida

em agitagio magnética e & temperatura ambiente por 4 horas.

Terminada a reacgdo, evaporou-se o solvente sob vacuo, e o residuo dai
resultante foi purificado por cromatografia em coluna, usando-se o eluente B (Tabela
5). Apos combinagdo de todas as fracgdes que continham o produto puro, e evaporagio
do solvente, obteve-se o composto final como um sélido branco em forma de agulhas
(0,1125 g; 14,1%) que, por TLC, se verificou estar cromatograficamente homogeéneo,
R¢(B) = 0,34. A analise estrutural do produto isolado (RMN-"H, RMN-"C ¢ ESI-MS)

permitiu confirmar que se tratava do composto desejado.

RMN-'H (CDCl; 400 MHz)

7,28 (sl; 1H, -NH-CO-); 1,67 a 1,60 (m; 1H, >CH-CO-); 1,50 (s; 9H, -C(CH3);); 1,45 a
1,27 (m; 8H, 2x(-(CH,)CH3)); 0,89 (t, J = 7,30 Hz; 6H, 2x(-(CHz),-CH3)).

RMN-"C (CDCls; 100 MHz)

149,89 (-CO-NH-); 148,84 (-NH-CO-O-); 82,33 (-O-C(CHa);); 45,20 (>CH-CO-);
3445 (-CHy-CH,-CHs e —CH,-CH,-CH3); 27,66 (-C(CHj);); 20,43 (CH3-CHy- e
CH;-CH,-); 14,10 (CH3-CHy- e CH;3-CH,-).

m/z (MNa") = 266,93 (esperado 266,24).
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7.3.Esterificacio de Boc-AA-OH com Pentafluorofenol (PFP)[69]

R F
H O
H = . HO
Boc’ \‘)\Q_l+ F 0C B)C \’)\ F + !
R

R=-H a
-CH,Ph, b
Uma solugio contendo Boc-AA-OH (1,0175 g; 5,8082 mmol) e 1,1 eq. de PFP,

em 20,0 mL de AcOFt, foi arrefecida num banho de gelo, adicionando-se de seguida 1,1
eq. de DCCI sob agitagio magnética. A mistura permaneceu em agitagdo e banho de
gelo durante 1 hora, apos o que se removeu a ureia precipitada (DCU) por filtragdo sob
vacuo e evaporou-se o solvente do filtrado. Obteve-se um residuo impuro que se
recristalizou de hexano, resultando um sélido branco que apresentou um valor de m/z
compativel com a estrutura esperada.

a. Boc.Gly PFP (a):
1,5278 g;
R¢(C) = 0,69
m/z (MNa") = 364,20 (esperado 364,23).

b. Boc.Phe PFP (b):
1,5155 g;
Re(C)=0,72
m/z (MNa") = 511,27 (esperado 511,40).
Os rendimentos dos produtos isolados nio foram calculados devido a utilizagdo
imediata destes produtos apés a sua obtengdo. Por isso, estes ndo se encontravam

devidamente secos para que se pudesse calcular o seu rendimento.
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7.4.Esterificacio do Boc-Gly-OH com N-hidroxissuccinimida

(HOSu)™!

o)
o) OH H O
H | DIPCD /N\/“\
N — Boc O—N + H,O

N
e + O O
Boc oH v 0°C

0]

A uma solugio de Boc-Gly-OH (1,1017 g; 6,2889 mmol) e 1 eq. de HOSu, em
30,0 mL de dioxano seco e em banho de gelo, adicionou-se 1 eq. de DIPCDI com
agitagio. A mistura reaccional foi mantida no frigorifico (T = -4 °C) durante a noite,
ap0s o que, se removeu a ureia precipitada por filtragéo sob vacuo e se levou o filtrado a
secura por evaporagao.

A mistura resultante foi purificada por cromatografia em coluna, utilizando-se o
eluente C (Tabela 5). Apds combinagio de todas as fracgdes que continham o produto
puro, e evaporagdo do solvente sob vicuo, obteve-se o composto final como um solido
branco granuloso (1,5901 g) que, por TLC, se verificou estar cromatograficamente
homogéneo: Ry (C) = 0,56. A identidade do composto foi confirmada por TLC
comparativo, usando-se uma amostra de Boc.Gly.OSu comercial existente no
laboratorio.

O rendimento do produto isolado ndo foi calculado devido a utilizagdo imediata
deste produto apds a sua obtengdo. Por isso, este ndo se encontrava devidamente seco

para que se pudesse calcular o seu rendimento.
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Metodologias de Sintese testadas para a N-acilagido dos fairmacos

7.5.1. Condensacio do aminoicido ou dipéptido N-Boc-protegido via

activacio in situ promovida por carbodiimidas.

O B
)J\/ H Boc
Al - /\ o N/ 20
H
e}
(o] o]
i i L
N e
NH, + /U\ 7< > H Ry
Ry oH 1OCE, DIA, IDMAP
/Chex
R, = -CH,-NH-Boc, Boc NG o
-CHy NH-CO-CH(CH,Ph)-NH-Boe A2 o u/\[r
Chex : aido-hexilo o 21
O N
AN
Chex
Boc N QO
A3 ~
- N
. H/\n/ \( »

a. Tentativa de condensa¢io do aminoacido ou dipéptido a VPD usando

DCCL™

Foram realizadas varias tentativas de N-acilagio segundo este método,
variando-se solventes, agente acilante e base, conforme se especifica na Tabela 6. De
um modo geral, o procedimento foi idéntico para todas elas, como se descreve de
seguida.

A uma suspensio de VPD, em 20 mL de solvente seco, adicionou-se 1 eq. de
base e deixou-se a mistura reaccional em banho de gelo e agitagdo magnética, durante
30 minutos. Adicionou-se 1,1 eq. do reagente dador de acilo (aminoécido ou dipéptido),
0,1 eq. de DMAP e 1,2 eq. de DCCI, dissolvida em 10 mL de solvente seco. A reacgdo
decorreu a 0 °C durante 2 horas, prosseguindo depois a temperatura ambiente. A

evolugio da reac¢do foi controlada por TLC. Quando se observou que a reac¢do ndo
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evoluia de forma detectavel, extraiu-se a mistura reaccional com solug¢@o aquosa de HCI
a 1% (3x15 mL) e solugdo aquosa de NaHCO; a 30% (3x15 mL). A fase orgénica
resultante foi seca com Na;SQ, anidro, sendo o sélido removido por filtragdo por
gravidade e o solvente do filtrado evaporado sob vacuo.

Os compostos obtidos em todas as reac¢bes realizadas foram purificados por
cromatografia em coluna e analisados por ESI-MS e RMN-'H, como abaixo

descriminado.

N-terc-butiloxicarbonilglicilfenilalaninato de etilo (reac¢do A.1)

0,1794 g (n =22,3%); Rf (D) = 0,56.

RMN-'H (CDCl;; 300 MHz)

7,25 a 7,12 (m; S5H,-CH,-Ph), 6,42 (bs, 1H, >CH-NH-CO-); 4,97 (bs; 1H,
-CH,-NH-CO-); 4,42 a 4,25 (m; 1H, -CO-CH<); 4,12 (q, J = 5,08 Hz; 2H, CH;-CH-);
3,92 (d, J= 5,38 Hz; 1H, -CO-CH(H)-NH-); 3,88 (d, J= 5,08 Hz; 1H, -CO-CH(/)-NH-),
3,09 a 2,03 (m; 2H, -CH,-Ph); 1,32 (s; 9H, -O-C(CH3);); 1,20 (t, J= 7,14 Hz; 3H,
CH;-CH-).

m/z (MNa®) = 373,18 (esperado 373,41).

N’-ciclo-hexil-N’-ciclo-hexilcarbamoil-N-ferc-butiloxicarbonilglicinamida

(reacgio A.2)

0,0976 g (n = 17,7%); Rf (D) = 0,53.

RMN-"H (CDCl;; 300 MHz)

7,41 (sl; 1H, -NH-CH;-); 5,34 (sl; 1H, -NH-Ph); 4,01 (d, J= 5,14 Hz; 2H, -NH-CH ),
3,89 a 3,76 (m; 1H, -CO-NH-CH<); 3,74 a 3,61 (m; 1H, >N-CH<); 2,05 a 1,53
(m; 12H, -NH-(ciclo-hexano: H,46); >N-(ciclo-hexano: Hj46); 1,45 (s; 9H,
-0-C(CHj3);); 1,41 a 1,09 (m; 8H, -NH-(Chex H; 5); >N-(Chex: Hj,s)).

m/z (MNa") = 404,40 (esperado 404,26).
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b. Tentativa de condensac¢io da Boc.Gly.OH a VPD, a baixa temperatura ¢ em
atmosfera de argon, usando DIPCDI.

Dissolveu-se 5 eq. de Boc.Gly.OH, 5 eq. de DIPCDI e 0,5 eq. d¢ DMAP em
10 mL de DMF seca, deixando-se a mistura reaccional durante 30 minutos em banho
refrigerado a -10 °C, sob atmosfera de argon e agitagdo magnética. Adicionou-se, de
seguida, VPD dissolvida em 10 mL de DMF seca, deixando-se a reacgdo prosseguir a
-10 °C durante 12 horas, e deixando-se subir a temperatura do banho durante mais 5 dias
de reacgio. Quando a reacgdo aparentou ndo evoluir mais (TLC), extraiu-se a mistura
reaccional com solugio aquosa de NaHCO; a 10% (3x15 mL) e a fase orginica
resultante foi seca com Na,SO4 anidro, removendo-se a fase solida por filtragdo por
gravidade e levando-se o filtrado a secura por evaporagéo.

Isolou-se o produto da reacgdo A.3 por cromatografia em coluna, utilizando o
eluente C (Tabela 5), o qual se apresentou como um solido branco de R¢ (C) = 0,45
(m= 0,1055 g; n= 5,4%). Este solido foi analisado por ESI-MS e RMN-'H, sendo
identificado como a N-acilureia (22), resultante da reac¢do entre o aminoacido e a

carbodiimida, de acordo com os dados espectroscopicos abaixo indicados.

RMN-'H (CDCl;; 300 MHz)

7,68 (sl; 1H, -CO-NH-CHy-); 5,32 (sl; 1H, -CO-NH-CH<), 4,27 a 4,18 (m; 1H, >N-
CH<); 4,03 (d, J= 4,81 Hz; 2H, -NH-CH-); 3,99 a 3,92 (m; 1H, -NH-CH<); 1,45
(s; 9H, -O-C(CH5)5); 1,41 (d, J= 6,76 Hz; 6H, >N-CH-(CH5),); 1,21 (d, J= 6,50 Hz; 6H,
-NH-CH-(CH3),).

m/z(MNa") = 324,87 (esperado 324,27).
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7.5.2. Uso de anidridos mistos como agentes acilantes: Tentativas de

condensacio do aminoicido ou dipéptido a2 VPD usando o anidrido

benzdico na presenca de ZnCL™!

0 Bl
H
B1 JK/N JBoc 24
'——?'> a” o \n/‘\N
1
0

Foram realizadas trés reac¢des (B.1-B.3) nas condigdes dadas na Tabela 7, de
acordo com o procedimento geral seguinte.

A uma solug¢do contendo 0,05 eq. de ZnCl; em 15,0 mL de solvente seco,
adicionou-se 1,2 eq. de aminoacido ou dipéptido N*-Boc protegido e igual quantidade
molar de anidrido benzoico. A mistura permaneceu em agitagdo a temperatura ambiente
e em atmosfera de argon durante 10 minutos, findos os quais se adicionou uma solugdo
de VPD em 10,0 mL de solvente seco. Deixou-se a reac¢do prosseguir nestas condigdes
por 24 horas.

No fim da reac¢do, extraiu-se a mistura reaccional com agua (3x10 mL) e com
solugfio aquosa de Na,COs a 10% (3x10 mL). As fases orgénicas foram combinadas e
secas com Na;SO4 anidro, sendo o sélido removido por filtragdo por gravidade e o
filtrado levado a secura por evaporagdo sob vacuo.

O residuo obtido foi submetido a cromatografia preparativa em coluna de gel de
silica, isolando-se o produto que foi analisado por ESI-MS. Apenas no caso da reacgdo
B.1 foi possivel atribuir uma possivel estrutura ao composto como sendo o éster
clorometilico do dipéptido:

m/z (MNa")p1 = 373,93 (esperado 370,83).
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Tabela 7: Condigbes gerais das reac¢ées B.1-B.3.

Reaccio

Acido

Carboxilico

Solvente

Treaccﬁolo C

Composto obtido

Boc.Phe.Gly.OH

Tamb

O 1371

H
N . Boo
a” > )’U\/ \n)\N 9
H

Boc.Gly.OH

Boc.Gly.OH
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7.5.3. Uso de ésteres activos como agentes acilantes

7.5.3.1. Tentativa de N-acilacio dos fairmacos usando o éster
succinimidico da N"-Boc glicina (Boc.Gly.OSu)
KoCO, . DIMF
N/
/N N\
o o) O ) O
H H
Nyt Boc’N\)LO‘¢ /\< > HJ\/N\”‘“ + TR
NalL THF 2%
O
O O
I
N
N Boe
C2

a. Usando K;COs; como base

Dissolveu-se, em 20 mL de DMF seca, VPD (0,1241 g; 8,664 mmol) e 1,1 eq. de
K,COs, deixando-se a mistura em banho de gelo e sob agitagio magnética por 30
minutos. Adicionou-se, de seguida, 1,1 eq. de Boc.Gly.OSu, deixando-se a reacgio
prosseguir nas mesmas condigdes por 2 horas, ao fim das quais se removeu o banho de
gelo e se deixou prosseguir a reacgdo a temperatura ambiente por 24 horas.

No fim da reac¢io (C.1), extraiu-se a mistura reaccional com solug@o aquosa de
HCI a 1% (3%20 mL) e solugido aquosa de NaHCOs a 10% (3%20 mL). A fase orginica
foi seca com Na,SO4 anidro, removendo-se a fase solida por filtragdo por gravidade e
levando-se o filtrado a secura por evaporagao.

O residuo obtido foi submetido a purificagdo por cromatografia em coluna,
usando o eluente C (Tabela 5), obtendo-se um produto que foi analisado por ESI-MS e
RMN-'H. No entanto, ambas as analises foram inconclusivas no que diz respeito a

identificag@o inequivoca do produto isolado.
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b. Usando NaH como base!*!

A uma suspensio de farmaco em 20,0 mL de THF seco a 0°C, adicionou-se 1,2
eq. de NaH. A mistura permaneceu em agitacdo e sob atmosfera de argon por 20
minutos, e depois por mais 20 minutos a temperatura ambiente. De seguida,
adicionou-se uma mistura de 1,2 eq. de Boc.Gly.OSu em 10,0 mL de THF seco,
deixando-se a reagir a 0 °C durante 20 minutos, prosseguindo por mais 3 horas a
temperatura ambiente.

No fim da reacgdo, adicionou-se 10 mL de H,O e removeu-se o solvente
orginico por evaporagio sob vacuo. A mistura resultante foi extraida com AcOEt
(3x15 mL) e a fase orginica seca com Na;SO, anidro, removendo-se o sélido por
filtragdo por gravidade e levando-se o filtrado a secura por evaporagio.

O residuo resultante foi purificado por cromatografia em coluna usando o
eluente E (Tabela 5), ndo sendo possivel isolar qualquer frac¢do cromatograficamente
homogénea. Contudo, optou-se por analisar a mistura isolada por ESI-MS,
verificando-se que o0 pico maioritario correspondia a VPD di-substituida,
m/z (M’Na") = 480,80 (esperado 480,39), e o pico minoritario ao composto pretendido,
m/z (MNa") = 323,60 (esperado 323,39).

Na tentativa de se obter o composto pretendido como produto maioritario e
cromatograficamente homogéneo, realizaram-se mais 5 reac¢des onde se alteraram
algumas condi¢Ges reaccionais, como indicado na Tabela 8. No entanto, em nenhuma

destas reacgdes foi possivel reproduzir o resultado obtido na reacgio C.2.
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7.5.3.2. N-acilacido da FNCT usando 0o  éster
pentafluorofenélico da N*-Boc glicina (Boc.Gly.OPFP)**l

~ 0
o LHVDS -20Cimn N @Nk
/\ NJJ\ O
H
2 NH
/
Boc
N B O O
pot i I
LiHMDs, -20°CY & ~ Reace
Boc. ¢ F N=Boc i s, argon T] Boc
N/\fr * H AVARS Toc :
H N
O ¥y F
27
O O
TiHMDs; -20 °C, angon ,Boc
NH N o N N
N 1
O o O

-

A uma solugdo de FNCT (0,7379 g; 4,117 mmol) em 7,0 mL de THF anidro
adicionou-se 2 eq. de LiHMDS, mantendo-se a mistura em agitagdo magnética, sob
atmosfera de argon e a -20 °C durante 30 minutos. Adicionou-se uma solugdo de 2 eq.
de Boc.Gly.OPFP em 7,0 mL de THF anidro, deixando-se a reac¢do prosseguir nas
mesmas condi¢des por mais 3 horas.

No fim da reacgdo, evaporou-se o solvente sob vacuo e dissolveu-se o residuo
resultante em 15 mL de agua. Extraiu-se a fase aquosa com AcOEt (3x15,0 mL),
secando-se a fase organica resultante com Na,SO4 anidro. Removeu-se o solido por
filtragdo por gravidade e levou-se o filtrado a secura por evaporagdo.

O residuo foi submetido a purificagdo por cromatografia em coluna, usando o
eluente C (Tabela 5), isolando-se o produto como um sélido branco (0,3353 g;
n = 24,2%) de R¢ (C) = 0,64, cuja analise (ESI-MS, RMN-'H, RMN-"’C e DEPT)

permitiu confirmar que se tratava do derivado N-acilado pretendido.
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RMN-'H (CDCl;; 400 MHz)

7,77 (sl; 1H, -CH,-NH-CO-); 7,34 (d, J= 8,94 Hz;, 2H, >N-C(CH-)(CH-)), 6,78 (d,
J= 8,93 Hz, 2H, -O-C(CH-)XCH-)), 4,46 (s; 2H, -CO-CH>-NH-), 3,97 (q, J= 6,98 Hz,
2H, CH3-CH»0-), 2,56 (s; 3H, -CO-CH;); 1,50 (s; 9H, -O-C(CH;);); 1,38 (t,
J= 6,97 Hz; 3H, CH;-CH,-0-).

RMN-"C (CDCl;; 100 MHz)

173,38 (>N-CO-CH3); 166,08 (-CO-CHp-); 155,72 (-NH-CO-0-); 152,35 (-0-C<),
130,46 (>C-N<); 121,71 (-C(CH-(CH-)); 114,64 (-O-C(CH-)(CH-)),
84,06 (-O-C(CHs)s); 63,58 (CHs-CHy-); 47,40 (-CO-CH;-NH-); 27,85 (-C(CHs)s);
26,40 (-CO-CH;); 14,76 (CH;-CHy-).

DEPT (CDCl; 100 MHz)

121,75 (-C(CH-XCH-)); 114,68 (-O-C(CH-)(CH-)); 63,62 (CH3-CH-);
47,44 (-CO-CH,-NH-); 27,89 (-C(CHs);); 26,44 (-CO-CHs); 14,80 (CH;-CHy-).

m/z ((2M)Na"*) = 695,20 (esperado 695,76); m/z (MNa") = 359,27 (esperado 359,38).

De salientar que, perante o sucesso desta aproximagdo sintética, aplicou-se o
mesmo procedimento nas tentativas de N-acilagio da N-Boc-VPD e da ESM. No

entanto, ndo se logrou reproduzir os bons resultados obtidos com a FNCT.
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7.6.Desproteccio de 29: remogio do grupo Boc por acidélise com

TFA™
O O
TFADCM 3% NH
\
/Eo Na,CO;3 30% )to
29 0

Dissolveu-se o composto 29 em cerca de 3,0 mL de solu¢do de TFA com DCM
a 30%, deixando-se a solu¢io em agitagdo magnética durante 1,5 horas. Adicionou-se,
de seguida, solugdo aquosa de Nay;CO; a 30%, até se atingir o pH de 9, deixando-se a
mistura em agita¢do magnética por mais 30 minutos.

No fim da reacgfio, extraiu-se a mistura reaccional com 6 fracgées de 5,0 mL de
AcOFt, secando-se a fase orginica resultante com Na,SO4 anidro, removendo-se o
sélido por filtragdo por gravidade e levando-se o filtrado a secura por evaporagio a
pressao reduzida.

Obteve-se um solido branco (0,1505 g; n = 70,1%) que, por TLC, se verificou
estar cromatograficamente homogéneo: Ry (C) = 0,14. A analise espectroscopica deste

produto permitiu identifica-lo como o composto desejado (30).

RMN-'H (CDCl;; 400 MHz)

7,42 (d, J= 9,12 Hz; 2H, -N-C(CH-X(CH-)); 6,86 (d, J= 9,11 Hz; 2H, -O-C(CH-)(CH-));
4,00 (q, J= 6,99 Hz; 2H, -O-CH,-CH;); 3,96 (s; 2H, -CH>-NHy); 2,03 (s; 3H, -CO-CH3),
1,37 (t, J= 6,98 Hz; 3H, -O-CH,-CH3).

RMN-"C (CDCls; 100 MHz)

173,94 (-CO-CH3); 169,55 (-CO-CH;-NH,); 157,31 (-O-C(CH-)(CH-)), 132,50
(-N-C(CH-)(CH-)); 123,15 (-N-C(CH-)(CH-)); 115,57 (-O-C(CH-)(CH-)), 64,67
(CH3-CH,-0-); 43,96 (-CO-CH;-NHy); 22,47 (-CO-CHs); 15,19 (CH3-CH,-O-).

DEPT (CDCl;; 100 MHz)

123,14 (-N-C(CH-)(CH-)); 115,56 (-O-C(CH-)(CH-)), 64,66 (CH3-CH,-O-), 43,95
(-CO-CH,-NHy); 22,46 (-CO-CH3); 15,19 (CH3-CH,-O-).

m/z (MH") = 237,13 (esperado 237,28).
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7.7.Tentativa de condensacdo do dipéptido N*-Boc fenilalanina ao

derivado 30

a. Com activacio in situ promovida por carbediimidas

DIPCDE DMAP, DIFA
AV 4 O 13

o, A s J
/\O—Q—N N Boc’N\'/u\()[I—' S /\(>—©~N TH\H ©
N/
):o Bl X ):() 5}

DIPCDI. DMAP; IXEA
-10°C; drgon 15

30

Iniciou-se o estudo de N-acilagio do aminoacido fenilalanina ao derivado
FNCT-Gly segundo o método de activagio in situ mediado por carbodiimidas.
Seguiu-se 0 mesmo procedimento ja anteriormente descrito na sec¢do 7.5.1 (a). O
composto, isolado apds varias etapas de purificagio, foi analisado por ESI-MS,
mostrando-se esta analise espectroscOpica inconclusiva no que diz respeito a
identificagdo inequivoca do produto isolado.

Face aos resultados obtidos na primeira reac¢do, tentou-se novamente a
N-acilagdo do derivado 30 com o aminoacido, modificando algumas condigdes
reaccionais. O procedimento seguido, nesta segunda tentativa, foi o mesmo que o
anteriormente descrito na sec¢io 7.5.1 (b). Também nesta reacgdo o produto isolado foi
analisado por ESI-MS, contudo a analise foi novamente inconclusiva quanto a

identificagdo inequivoca do produto isolado.

b. Usando ésteres activos como agentes acilantes

O o L F
H TAHMDs; =20 °C drgon /u\/
NH, N L Boc
ot I e oy I
):() Bl /\
F F

30 15

Na tentativa de obter o derivado dipeptidico do farmaco FNCT, testou-se mais
um método de condensagdo. Desta vez usando um éster activo (Boc.Phe.OPFP) como

agente acilante e LIHMDS como base catalitica. O procedimento seguido encontra-se
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descrito na secgdo 7.6. O produto isolado nesta reacgdo foi analisado por ESI-MS e

RMN-'H, mas tais analises nio foram conclusiva quanto & estrutura do produto isolado.

c¢. Com activa¢io in situ promovida per HCTU

O O §%

0
H HCTU, DIEA
N Toc
/\O—Q—NJJ\/N”: + Boc” j)Lon >< > /\.-@-NJ\/N%H'”“
):o

B

30 15

Numa Gltima tentativa de N-acilagdo do aminoacido fenilalanina ao derivado 30,
realizou-se mais uma reac¢do segundo o procedimento descrito de seguida.

Dissolveu-se 1 eq. de Boc.Phe OH, 1 eq. de HCTU e 2 eq. de DIEA em
10 mL de DMF seca, deixando-se a mistura reaccional durante 10 minutos em banho de
gelo e agitagdo magnética. Adicionou-se, de seguida, FNCT.Gly dissolvida em 10 mL
de DMF seca, deixando-se a reac¢do prosseguir em banho de gelo por 2h, e a
temperatura ambiente durante mais 3 horas. Quando a reac¢do ndo aparentou mais
evolugio (TLC), extraiu-se a mistura reaccional com solug@o aquosa de KHSO4 a 30%
(3x15 mL) e com solugio aquosa de Na;CO3 a 30% (3x15 mL). A fase orgénica
resultante foi seca com Na,SO, anidro, removendo-se a fase solida por filtragdo por
gravidade e levando-se o filtrado a secura por evaporacio.

O residuo foi submetido a purificagdo por cromatografia em coluna, usando-se o
eluente C (Tabela 5). Isolou-se o produto como um sélido branco de Rf (C) = 0,71, cuja

anilise espectrocopica (ESI-MS e RMN-"H) nio foi conclusiva quanto a sua estrutura.
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