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RESUMO

Neste trabalho descrevemos a sintese quimioenzimdtica de um percusor do
fenilalaciclovir (uma substincia com potencial atividade para o tratamento do herpes)
composta por sete etapas quimicas e uma enzimatica. Para obten¢do da molécula alvo foi
realizada uma reacdo de C-alquilacdo via Catalise de Transferéncia de Fase (CTF) do N-
acetamido malonato de dietila, na presenca do cloreto de N-benziltributilamonio
(CBTBA), com a formacao do 2-acetamido-2-ciano-3-fenilpropanoato de etila com 72%
de rendimento. Este dltimo foi submetido a uma hidrélise dcida com a formacdo do
cloridrato da fenilalanina com rendimento de 95%. Em seguida, o cloridrato da
fenilalanina foi submetido a uma reacdo de esterificacdo na presenca de metanol
(rendimento de 93%) e de uma N-acetilacdo (rendimento de 70%), produzindo o 2-
acetamido-3-fenil-propanoato de metila, na forma racémica. A estratégia utilizada para
introducdo de quiralidade na molécula alvo foi a resolugdo cinética enzimatica do 2-
acetamido-3-fenil-propanoato de metila via reac@o de interesterificacdo. Apenas a lipase
de Rhizomucor miehei foi capaz de promover a rea¢io na presenga de butirato de butila,
utilizando hexano como solvente. Nesta etapa, foi obtido o (25)-2-acetamido-3-
fenilpropanoato de butila com 48% de conversao e excesso enantiomérico (ee) >
99% e enantiosseletividade (E) > 200. Em seguida, o (2S)-2-acetamido-3-
fenilpropanoato de butila foi hidrolisado para o correspondente 4cido com
rendimento de 66%. Finalmente, o precusor do fenilalaciclovir foi obtido em 50%
de rendimento apds uma reagdo de esterificacdo de Steglish do &dcido (25)-
acetamido-3-fenilpropandico na presenca de aciclovir, dicicloexilcarbodiimida

(DCC) e N-N-dimetilaminopiridina (DMAP).

Palavras chave: sintese quimioenzimatica, rea¢do de interesterificagdo, esterificacao de

Steglish, fenilalaciclovir.



ABSTRACT

Herein we describe the chemoenzymatic synthesis of a precusor of phenylalacyclovir (a
substance with the potential activity for the treatment against herpes virus) containing
seven chemical and one enzymatic steps. In order to obtain the target molecule was
performed a C-alkylation reaction via Phase Transfer Catalysis (PTC) of diethyl N-
acetamidomalonate in presence of N-benzyltributylammonium chloride (CBTBA),
leading to ethyl 2-acetamido-2-cyano-3-phenylpropanoate in 72% yield. The latter was
subjected to an acidic hydrolysis with formation of phenylalanine hydrochloride in a yield
of 95%. Then phenylalanine hydrochloride was subjected to an esterification reaction in
the presence of methanol (93% yield) and an N-acetylation (70% yield), yielding methyl
2-acetamido-3-phenyl-propanoate in racemic form. The strategy used to introduce
chirality into the target molecule was the enzymatic kinetic resolution of methyl 2-
acetamido-3-phenyl-propanoate via interesterification reaction. Only lipase from
Rhizomucor miehei was able to promote the reaction in the presence of butyl butyrate
using hexane as solvent. At this stage, (25)-butyl -acetamido-3-phenylpropanoate was
obtained with 48% conversion, enantiomeric excess (ee) > 99% and enantioselectivity
(E) > 200. Then, (25)-butyl-acetamido-3-phenylpropanoate was hydrolyzed to the
corresponding acid in 66% yield. Finally, the precusor of phenylalacyclovir was obtained
in 50% yield after a Steglish esterification of (25)-acetamido-3-phenylpropanoic acid in
the presence of acyclovir, dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and N,N-
dimethylaminopyridine (DMAP).

Keywords: chemoenzymatic synthesis, interesterification reaction, Steglish
esterification, phenylalacyclovir.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Compostos de refer€ncia..........coccoeveerieineineeeeeeeeeee e 16
Figura 2- Exemplos de reac¢des sob condi¢cGes de Catalise de Transferéncia de

FASE (CTF) ettt ettt ne e 19
Figura 3- Reagdes catalisadas por eNzimas ...........ccceoeveveinenenineneneeeeseeeene 22
Figura 4- Exemplos de sinteses na presencga de lipases.........cccccveevievveinieienens 23
Figura 5-Enantidmeros da talidomida.............ccccooeeeieieiiniieceeeeeee, 25
Figura 6- exemplos de farmacos QUIrAIS ........cccecvvuireieiriiieeeee e 25
Figura 7-Manifestagdes do Herpes Simples .........ccooovviriinenencneecee 27
Figura 8- Sintese do éster de alila e glicina ...........cccooeveieeieiciciceceee, 30
Figura 9-Sintese do valacCiClOVir...........cooiiiieiieeee e 31
Figura 10- Mecanismo de esterificagdo de Steglich ... 31
Figura 11- Sintese do ganCiClOVIF............ccueiriiiieiiiieceeeeee e 33
Figura 12- Sintese do valganCiClOVir............ccccieieieieicieieceeeeeeeeee e 34
Figura 13- Sintese do PenCICIOVIr ..ot 35

Figura 14- Sintese do famCiCIOVIr...........cooieiiii e 36



LISTA DE TABELAS

TABELA 1- Classificagado das enzimas, segundo a UIBMB...............cccccoevennee. 21
TABELA 2- Reagéo de interesterificagdo usando a LIPOZYME RM IM, em
hexano a temperatura de 30 °C. ..o 41



LISTA DE ESQUEMAS

ESQUEMA 1- Reacéao entre o agente alquilante (cloreto de benzila) e o

cianoacetoamido acetato de etila.........cccoeveieieiininii 37
ESQUEMA 2- Reacao de hidrdlise de (£)-3a......cccoeieiriieieeieeeeeeeeeeene 37
ESQUEMA 3- Reacéao de esterificagcao de Fischer do (x)-4a, com alcool
MELITICO .ottt ettt et st se b sbesaesessenaeneas 38
ESQUEMA 4- Reacao de N-acilacdo de 5 empregando DMAP e piridina......... 38
ESQUEMA 5- Reacao de N-acilagdo de 5a empregando DMAP........................ 38
ESQUEMA 6- Reacao de esterificagdo do composto 4a com alcool butilico... 39
ESQUEMA 7- Reacao de N-acilacdo de 7a empregando DMAP........................ 39
ESQUEMA 8- Preparacao do precursor do fenilalaciclovir racémico (£)-9a via
reacao de transSesterifiCaCa0 .........cooueiiiieieiee e 40
ESQUEMA 9- Hidrélise parcial do composto 62 .........ccoeveveieerieieieeieieesieienens 40

ESQUEMA 10- Preparacao do precursor da fenilalanina quiral (S)-8a por
resolucao cinética de (x6a) via reacao de interesterificacdo na presenca da
lipase de Rhizomucor miehei (RML)........ccooiiiieiiieieeeeeeeee e 41
ESQUEMA 11- Hidrolise parcial de (S)-8a.......cccevvveieieiiieieieieiceeeieeeeeeeens 42
ESQUEMA 12- Preparacao do precursor do (S)-fenilalaciclovir via reagéo de
esterificacao de Steglich (12 protoCol0).......ccceviiviiiieiieieieeeee e 42
ESQUEMA 13- Preparacédo do precursor do (S)-fenilalaciclovir via reagéao de

esterificacao de Steglich (22 protoCol0).........cceveieirieieiieieeeeee e 42



SUMARIO

1.0 INTRODUGAO ... 14
2.0 OBUETIVO ..ottt ens 17
3.0 CONSIDERAGOES GERAIS......ccooorriirreiiereieieesseesssessssssessesssssssesssns 18
4.0 RESULTADOS E DISCUSSAOQ......c.ooieiieeeeteeeeeeeete e 37
4.1 Sintese quimioenzimatica do fenilalaciclovir ............ccccoeiiieiieeicieieee, 37
4.1.1 Reacgao de C-alquilagdo: Preparacao do alquilado (£)-3a.................. 37
4.1.2 Hidrdlise do acetomidoéster alquilado: Preparagéo do cloridrato de
AMINOACIAO ()4 ....ecuieiiieiieiieieeeeee ettt eb s seese s enas 37
4.1.3 Esterificacao do cloridrato (z)-4a: Preparacao do aminoéster metilico
(F) 758, ittt ettt ettt bttt ne s e esenseneas 38
................................................................................................................................ 38
4.1.4 Reacao de N-acilacao do cloridrato de aminoéster: Preparacao dos
acetilaminoéster MEtiliCO ()-5a ....c..ooviiiiiiiiceeee e 38
4.1.5 Esterificacao do cloridrato (z)-4a: Preparacao do aminoéster butilico
(B 70 ittt ettt ettt b e ebeneenea 39
4.1.6 Reacgao de N-acilagdo do cloridrato de aminoéster: Preparacao dos
acetilaminoéster butiliCo (£)-8a........ccccevveeieiiieieieeeee e 39
4.1.7 Preparacao do precursor da fenilalaciclovir racémico via reagao de
tranSeSterifiCAGAOD ......cc.eeeieeee e 39
4.1.8 Preparacao do acetomido-acido racémico ..........ccecevveveeeienieeereniennne. 40
4.1.9 Preparacao do precursor da fenilalanina quiral via resolugdo cinética
por reacao de interesterificacdo na presenca de lipases...........ccccceveuvenenn. 40
4.1.10 Preparacao do acetomidoacido quiral: acido (2S)-2-acetamido-3-
fenilpropanGiCo T1@.......cooiiiiceceeee e 41
4.1.11 Preparacgao do precursor do Fenilalaciclovir quiral ............ccccccooeeee.e. 42
5.0 PARTE EXPERIMENTAL......ccooiiieiiieeeteeeteee et 44
5.1 Material UtiliZado........c..covioieiieieeeeeeeee e 44
5.2 MEt0d0S de @NAIISE.......c.oouiieiieiiieiceeeeeee e 44
5.2.1 Técnicas de analiSES. ........ccoueieierieiieicieeeeee e 44
5.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear-RMN ...........ccccooieiiiiicicieiceen, 44
5.2.3 Cromatografia de camada delgada............cccoceveveininennniecee, 45
5.2.4 Cromatografia de adSOrCa0..........ccoeeeuieeieuieieieieceeeee e 45
5.2.5 PONt0 d fUSAO ..o 45
5.2.6 Cromatografia de alta efiCiencia..........ccocoveveiiiieiieeeee, 45
5.2.7 Rotag@o ESPECIfiCa.....coceveieiiieieieceeeeee e 46
5.2.8 Infravermelno...........ccooiiiiiiie e 46
5.3 Procedimentos EXPerimentais. ........ccocooeeieirieieieiesieeceeteceeeee e 46
5.3.1 Reacgéao de C-alquilacao 2a: Preparacao do alquilado (%)-3a............. 46
5.3.2 Hidrdlise total de 3a: Preparacgao do cloridrato de aminoéacido (+)-4a
................................................................................................................................ 46
5.3.3 Esterificacao de 4a: Preparacado do aminoéster metilico ()-5a........ 47
5.3.4 Reacao de N-acilacdo de 5a: Preparacao do acetilaminoéster
MELIHICO () -B@....eiieeieeiieieieieeeee ettt se b eneas 47
5.3.4.1 ProtOCOI0 T ..o 47
5.3.4.2 ProtOCOI0 2......cuoiiiiieeeeeeeee s 47

5.3.5 Esterificacao de 4a com alcool butiliCo .........ccccevevieiceeieieeieee, 48



5.3.6 Reacao de N-acilacao de 7a: Preparacao dos acetilaminoéster

PULTICO (F£)-8a0....eeeiiieeieiieieiceeteee ettt bbb 48
5.3.7 Reagéao de transesterificacdo do composto 6a.........cccceeveveveveiennenne. 48
5.3.8 Obtencao da N-acetilfenilalanina (£)-10a ........c.cccoeeieieeeieecieee. 48

5.3.9 Preparacao do precursor da fenilalanina quiral (S)-8a por resolucéo
cinética de (x6a) via reacao de interesterificacdo na presenca da lipase de

Rhizomucor miehei (RML)..........ccooveeriiieeeeeeeeeeeese e 49
5.3.10 Obtencao do acido (2S)-2-acetamido-3-fenilpropandico 11a........... 49
5.3.11 Preparagéo do precursor do (S)-fenilalaciclovir 12a.......................... 49
6.0 CONCLUSAOD ..ottt esens 51

REFERENCIAS ..o, 52



