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RESUMO

O apremilast (S)-1 é um firmaco conhecido, comercialmente, pela marca Otezla® e é utilizado
para o tratamento de pacientes com psoriase moderada a grave ou com artrite psoriatica ativa.
Este farmaco ¢ relativamente recente, sendo aprovado pelo FDA somente em 2014. Neste
projeto, descrevemos o desenvolvimento de uma abordagem biocatalitica para a sintese do
apremilast, através uma rota sintética com 5 etapas e rendimento global de 20%. A etapa chave
do processo, foi a obtencao de um intermediario quiral, o alcool (R)-1-(3-etdxi-4-metoxifenil)-
2-(metilsulfonil)etanol ((R)-14). O alcool (R)-14 foi obtido via duas abordagens enzimaticas,
uma utilizando cetorredutases e outra utilizando lipases. A biorreducdo da cetona 1-(3-etoxi-4-
metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanona (12), na presenga da enzima KRED-P2-D12, levou ao
alcool (R)-14 com conversao de 48% e excesso enantiomérico de 93%. A resolucdo cinética do
éster racémico acetato de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etila (rac-15), por
processo hidrolitico, catalisada pela lipase de Aspergillus niger levou ao alcool (R)-14 com
excesso enantiomérico > 99%, conversao de 50% e enantiosseletividade (E) > 200. A resolugdo
cinética de rac-15 somente foi eficiente na presenga de 20% de n-butanol em relagdo ao meio
de tampao fosfato (pH 7) 0,1 M. A lipase de Aspergillus niger provou ser um biocatalisador
robusto na obtencao do intermediério alcool (R)-14 na forma enantiomericamente pura € com
a maxima conversao de 50%. A melhor condi¢do para a resolug¢do de rac-15 foi lipase/substrato
3:1 (massa/massa), em tampio PO4+> (pH 7) 0,1 M com 20% de n-butanol, 6 h de reacio a 45
°C. Subsequentemente, o alcool (R)-14, enantiomericamente puro, reagiu com 4-acetilamino-
1soindol-1,3-diona (19), via reagdo de Mitsunobu, produzindo o apremilast com 65% de

rendimento e 51% de excesso enantiomeérico.

Palavras-chave: Apremilast. Biocatalise. Cetorredutases. Lipases. Resolu¢do cinética

enzimatica.



ABSTRACT

Apremilast ($)-1 is a commercially known drug under the brand name Otezla® and is used to
treat patients with moderate to severe psoriasis or active psoriatic arthritis. This drug is
relatively recent and was approved by the FDA only in 2014. In this project, we describe the
development of a biocatalytic approach for the synthesis of apremilast and the key step was to
obtain a chiral intermediate, the alcohol (R)-14, (R)-1-(3-ethoxy)4-methoxyphenyl)-2-
(methylsulfonyl)ethanol. The alcohol (R)-14 was obtained via two enzymatic approaches, one
using ketoreductases and one using lipases. Bioreduction of ketone 12, 1-(3-ethoxy-4-
methoxyphenyl)-2-(methylsulfonyl)ethanone, in the presence of KRED-P2-D12, led to alcohol
(R)-14 with 48% conversion and enantiomeric excess 93%. Kinetic resolution of racemic ester
rac-15, 1-(3-ethoxy-4-methoxyphenyl)-2-(methylsulfonyl)ethyl acetate, by hydrolytic process
catalyzed by lipase from Aspergillus niger led to alcohol (R)-14 with enantiomeric excess >
99%, 50% conversion and enantioselectivity (E) > 200. Kinetic resolution of rac-15 was only
effective in the presence of 20% n-butanol relative to phosphate buffer medium (pH 7). Lipase
from Aspergillus niger has proven to be a robust biocatalyst because it provides the intermediate
alcohol (R)-14 in enantiomerically pure form and with a maximum conversion of 50%. The best
condition for resolution of rac-15 was lipase/substrate 3:1, in PO4> (pH 7) buffer with 20% n-
butanol, 6 h of reaction time at 45 ° C. Subsequently, enantiomerically pure alcohol (R)-14
reacted with phthalimide 19, 4-acetylamino-isoindol-1,3-dione, via Mitsunobu reaction,

yielding apremilast in 65% yield and enantiomeric excess 51%.

Keywords: Apremilast. Biocatalysis. Cetoreductases. Lipases. Enzymatic kinetic resolution.
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1 INTRODUCAO

1.1 Generalidades do apremilast

O apremilast (S)-1, Figura 1, é uma substancia organica que apresenta um centro
estereogénico com configuragdo S, uma formula estrutural relativamente simples, € com um
peso molecular de 460 g.mol™!. Segundo a IUPAC, o nome oficial para a referida substancia é
(8)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-il)acetamida,
sendo comercialmente conhecido como Otezla®, um inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase
4 (PDE-4). Este farmaco foi desenvolvido pela empresa farmacéutica Celgene Corporation para
o tratamento da psoriase ativa de moderada a grave e para a artrite psoriasica, sendo aprovado
para sua comercializa¢do nos Estados Unidos no dia 21 de marco de 2014 pela Food and Drug
Administration (FDA) (DU, LIANCHAO e JIEGEN, 2016), na Unido Europeia no dia 15 de
janeiro de 2015 pela European Medicines Agency (EMA) (EMA, 2015) e no Brasil no dia 28
de marg¢o de 2018 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2019).

Figura 1. Representacdo da formula estrutural do apremilast

o—

O 0]
A
N Q
1 T
\WNH o ©
O
Apremilast
(S)-1

1.2 Mecanismo de ac¢éao do apremilast

O monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), ¢ um modulador chave das respostas
de células imunes e predominantemente regulado pela enzima fosfodiesterase 4 (PDE-4). A
inibicao desta enzima, resulta em elevados niveis de AMPc, que regula a ativagao da proteina

quinase A (PKA). A PKA induz a diminui¢do da producdo de citocinas, proteinas responsaveis
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pelas respostas pro-inflamatérias, como por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
bem como o aumento de citocinas anti-inflamatoérias, incluindo a interleucina (IL)-10 (IMAM,
et al., 2019) (CAULI, et al., 2014) (Figura 2). A PDE-4 ¢ um agente que atua de forma
intracelular na regulagao desses mediadores inflamatorios (PAPP, et al., 2015), sendo, portanto,

relevante em um ciclo para a patogénese da psoriase, inibindo e/ou regulando a AMPc.

Figura 2. Mecanismo de agdo do apremilast

MEMBRANA CELULAR

. DR i S

(X
‘ CITOCINAS MATURAGAO DE ‘ S
PRO-INFLAMATORIAS LINFOCITOS PDE4

CITOCINAS
ANTI-INFLAMATORIAS

IL-10

1.3 Relevancia do apremilast na industria farmacéutica

O apremilast tornou-se um farmaco de alto valor medicinal, uma vez que ¢
considerado um tratamento aceitavel para pacientes com certas comorbidades médicas,
especialmente renais, hepaticas ou hematologicas, na qual algumas terapias bioldgicas ou
tradicionais para psoriase sistémica podem ser contraindicadas. Também € uma terapia eficiente
para pacientes com imunidade comprometida, como aqueles com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (OM, HILL e FELDMAN, 2018).

O apremilast € uma alternativa ao tratamento com medicamentos biologicos, com
um perfil de seguranca diferente; permite tratamento continuado em uma doenca crénica devido
a ndo toxicidade acumulada (VELEZ, 2016). Além disso, demonstrou ter potencial para o
tratamento de outras enfermidades, incluindo a lesdo pulmonar aguda (IMAM, et al., 2019),

hidradenite supurativa (VOSSEN, et al., 2019), dermatite atdépica (ABROUK, et al., 2017),


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utp.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/tumor-necrosis-factor
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.utp.edu.co/topics/immunology-and-microbiology/interleukin
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estomatite aftosa (SCHIBLER, et al., 2017), apoptose induzida por doxorrubicina e inflamagao
no coracdo (IMAM, et al., 2018), pioderma gangrenoso (LAIRD, et al., 2017) e o mal de
Alzheimer (WU, et al., 2018).

Todas essas vantagens, fazem com que o apremilast seja um farmaco versatil e
relevante a nivel industrial, com uma possibilidade elevada de se tornar um recurso terapéutico,
altamente prescrito por médicos dermatologistas para o tratamento de enfermidades associadas

a inibi¢ao da PDE-4.

1.4 Estratégias sintéticas para obter o apremilast

Devido ao apremilast consistir no (S)-enantidmero, varios autores t€ém investido
seus esforcos na proposta de diversas alternativas para a obtengdo de intermediarios
enantiomericamente puros, para posterior utilizagdo na sintese do referido firmaco. Em
seguida, serdo descritas as estratégias sintéticas mais relevantes relatadas na literatura. Estas
foram classificadas em: convencionais (utilizando substancias organicas como agentes de

resolucdo cinética ou catalisadores quimicos quirais) (1.4.1) e alternativas (1.4.2).

1.4.1 Estratégias convencionais

Uma das estratégias convencionais utilizadas foi a resolucdo cinética usando
derivados de aminoacidos como agente de resolucdo (MAN, et al., 2009) (LAHOTI, et al.,
2017). No Esquema 1 ¢ representada uma das rotas sintéticas propostas para introduzir a
quiralidade em um intermedidrio do apremilast, usando o derivado de aminoacido N-acetil-L-
leucina. Neste caso, o 3-etdxi-4-metoxibenzaldeido (2) foi tratado com bis(trimetilsilil)amido
litio (LiIHMDS) e dietileterato de trifluoreto de boro (BF3Et;0), seguido da adicdo de
dimetilsulfona (Me>S0O»), n-butil-litio (n-BuLi), a -78 °C, obtendo o 1-(3-etdxi-4-metoxifenil)-
2-(metilsulfonil)etanamina (rac-3) com 41% de rendimento. Em seguida, 3 foi tratado com N-
acetil-L-leucina em metanol, com formacdo do (§)-1-(3-etdéxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etanamina [(S)-3], com rendimento de 44% e excesso enantiomérico (e.e.) de
98%. A reagao entre (S)-3 e a N-(1,3-diidro-1,3-dioxoisoindolin-4-il)acetamida (4), em meio
acido e sob refluxo, levou ao farmaco apremilast (S)-1 com 75% de rendimento (MAN, et al.,

2009).
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Esquema 1. Sintese do apremilast usando resolugdo cinética na presenca da N-acetil-L-leucina.
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Outra estratégias para introduzir a quiralidade na molécula alvo utilizaram ligantes
quirais a base de ferro (GAJ, 2016), catalisadores quirais a base de ruténio (CHEN, et al., 2015)
(CONNOLLY, LEONG e RUCHELMAN, 2015) e rédio (CONNOLY, et al., 2014). Um
exemplo do uso de catalisador quiral de rddio ¢é representado no Esquema 2, em uma rota
sintética proposta por Ruchelman e Connolly (2015), a qual consiste na sintese da (E)-1-(3-
etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanamina (6) com 83% de rendimento, através da reacao
da 3-etdxi-4-metoxibenzonitrila (5) com dimetilsulfona (Me>SO.) e n-butil-litio (n-BuLi) em
tetraidrofurano (THF). Em seguida, 6 reagiu com anidrido trifluoroacético (TFAA) em
diclorometano, para obten¢do da N-(E)-1-(3-etdxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)vinil-2,2,2-
trifluoroacetamida (7) com 85% de rendimento. Posteriormente, 7 foi submetido a
hidrogenagdo assimétrica na presenca do auxiliar quiral 1,2-bis-[(2R,5R)-2,5-
dimetilfosfolano]benzeno [(R,R)-Mez2-DuPhos] e do catalisador trifluorometanosulfonato de
bis(1,5-ciclooctadieno)rodio(I) (Rh(cod),OTf) em 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), com a obtencao
do produto intermediario com 47% de rendimento, o qual posteriormente, foi tratado com uma
solucao de acido cloridrico (6 M), para a obtengao da amina (5)-3 com rendimento de 68% e
e.e.=96%. Finalmente, (S5)-3 reagiu com o anidrido 4 em meio acido, sob refluxo, levando a
formag¢do do apremilast (S)-1 com 86% de rendimento (CONNOLLY, LEONG e
RUCHELMAN, 2015).
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Esquema 2. Sintese do apremilast usando um catalisador quiral de rédio.
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Ruchelman e Connolly (2015), realizaram outro procedimento para a sintese do
referido farmaco descrito representado no Esquema 3, o qual consiste na hidrogenagao
assimétrica de 6 (obtido anteriormente através da benzonitrila §), empregando o auxiliar quiral
(8)-1-[(R)-2-(difenilfosfino)ferrocenil]etildi-terc-butilfosfina [(S,R)--Bu Josiphos] e do
catalisador Rh(cod),OTf em TFE, seguido de tratamento com N-Acetil-L-leucina em metanol,
para a obtencdo de um sal de N-acetil leucina da (S)-1-(3-etdéxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etanamina [(S)-8)], com 80% de rendimento e e.e. > 99%. Por ultimo, o (5)-8
reagiu com o anidrido 4, em meio 4cido e sob refluxo, levando a formacao do apremilast (S)-1

com 83% de rendimento ¢ e.e. > 99% (CONNOLLY, LEONG e RUCHELMAN, 2015).
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Esquema 3. Sintese do apremilast usando auxiliar quiral de ferro e um catalisador de rodio.
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1.4.2 Estratégias alternativas

A biocatalise surgiu como uma das mais promissoras alternativas para solucionar
algumas desvantagens causadas pelo uso dos auxiliares e catalisadores quirais, tais como a
disponibilidade limitada, alto custo, toxicidade e elevados tempos de degradagao no meio
ambiente.

Os biocatalisadores possuem caracteristicas atraentes no contexto da Quimica
Verde e do desenvolvimento sustentavel (PATEL, 2018); ja4 que possuem beneficios em relagdo
a sintese quimica convencional na producdo de intermediarios farmacéuticos. As reagdes
realizadas na presenca de biocatalisadores sdo executadas em condi¢des brandas e podem
encurtar a rota sintética. Além disso, evita-se o uso de reagentes toxicos, gerando menos
subprodutos e residuos, possibilitando a obten¢ao de altos rendimentos com excelentes quimio-,
regio- e enantiosseletividade (RIVA e FESSNER, 2014) (SUN, et al., 2018). Desta forma, os
biocatalisadores permitem contornar dificuldades em algumas etapas sintéticas, as quais muitas
vezes, exigem processos de protecdo e desprote¢do (POLLARD e WOODLEY, 2007).

Dentre os biocatalisadores mais utilizados para a obtencdo de compostos

enantiopuros, estao as lipases e as cetorredutases.
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1.4.2.1 Lipases

As lipases (glicerol éster hidrolase EC 3.1.1.3) aparecem como um dos
biocatalisadores mais utilizados em varios campos industriais, como nas industrias alimenticia,
textil, de celulose e papel, cosmética e farmacéutica, por serem altamente disponiveis e com
alta seletividade e especificidade (BARBOSA, SANTOS, et al., 2019). Sdo consideradas
enzimas versateis, principalmente devido ao uso de condigdes de reacdo moderadas e pela
capacidade de atuar em uma ampla gama de substratos. Além de apresentarem alta estabilidade
em temperaturas e pH extremos. As lipases sdo frequentemente utilizadas nas sinteses de varios
farmacos, tanto em meio aquoso, como em solvente organico € ndo necessitam de nenhum
cofator para sua acgdo catalitica. Geralmente, as lipases catalisam a hidrélise de um éster na
interfase entre um substrato insoliivel e o meio aquoso (CARVALHO, et al., 2015)
(ANGAJALA, PAVAN e SUBASHINI, 2016).

O mecanismo catalitico das lipases ocorre no sitio ativo formado pelos residuos de
aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e acido aspartico (na forma de aspartato) (Asp) ou
acido glutdmico (na forma de glutamato) (Glu). Inicialmente, o Asp forma uma ligacdo de
hidrogénio com His, aumentando o pKa do nitrogénio da histidina. Isso permite que a His forme
uma ligacao de hidrogénio efetiva com a Ser. Essa ativacdo permite que a hidroxila da Ser
realize um ataque nucleofilico ao grupo carboxilico do éster, formando um intermediario
tetraédrico, o qual € estabilizado pela cavidade oxianidnica via ligagdes de hidrogénio com os
residuos de aminodcidos glutamina (Gln) e treonina (Thr). Com a expulsdo de uma molécula
de R1OH, ¢ formado o complexo acil-enzima que sofre um ataque nucleofilico de uma molécula
de 4gua, no caso de uma hidrélise enzimatica, ou de uma molécula de um alcool, no caso de
uma transesterificacdo enzimatica, formando um segundo intermediario tetraédrico, o qual
colapsa para formagdo do produto, regenerando a enzima (BANDEIRA, et al., 2017)
(STEFANUCKCI, et al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de reagdo de transesterificagdo mediada por lipase.

Fonte: Bandeira, Thomas et al. (2017, com adaptacdes)

Existe uma regra empirica que consegue prever qual enantiomero de um alcool
secundario racémico, ou do correspondente éster, reagira mais rapidamente em uma resolugao
cinética (RC), catalisada por uma lipase. Esta tltima ¢ conhecida como regra de Kazlauskas e
prevé que o enantidmero que reage mais rapidamente na acilagdo de éalcoois racémicos
secundarios ¢ o de configuragdo (R). O modelo ¢é representado na Figura 4b e classifica os
substituintes do centro estereogénico do substrato em mais volumoso (G) € menos volumoso
(M). Neste caso, se o grupo de maior tamanho (G) tiver prioridade em relagdo ao substituinte
menos volumoso (M), o (R)-dlcool reagird mais rapido para produzir o (R)-éster
correspondente. A mesma enantiopreferéncia ¢ observada para a hidrolise de ésteres, Figura
4a, neste caso o (R)-alcool (produto) serd obtido mais rapidamente que o (S)-enantiomero

(GOTOR FERNANDEZ, BRIEVA e GOTOR, 2006).
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Figura 4. Resolucdo cinética de ésteres e alcoois secundarios via reagdo de hidrolise (4a) e de

transesterifica¢do (4b) na presenga de lipases, de acordo com a regra de Kazlauskas.

Figura 4a. Hidr6lise : Figura 4b. Transesterificacao
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Fonte: Gotor Fernandez, Brieva e Gotor (2006, com adaptagdes)
1.4.2.2 Cetorredutases

As biorredugdes estereosseletivas de cetonas tornaram-se uma alternativa ecologica
util na industria farmacéutica (PATEL, 2016). As élcoois desidrogenases (ADHs), também
conhecidas como cetorredutases (KREDs), pertencem a classe das desidrogenases dependentes
da coenzima NAD(P)H para promover a reducdo de cetonas e aldeidos, ou da coenzima
oxidada, NAD(P)* para catalisar a oxidagdo de alcoois primarios e secundarios.

As KREDs estao envolvidas na catalise da redugao assimétrica de cetonas nos
alcoois quirais correspondentes. Tais enzimas tém sido muito usadas devido a sua alta eficiéncia
catalitica, capacidade de atuar em uma ampla gama de substratos e habilidade em propiciar
estereopreferéncia oposta, algumas produzem apenas o (R)-dlcool, enquanto que outras
produzem apenas o (S)-dlcool (ROSENTHAL e LUTZ, 2018). O uso destas enzimas como
catalisador ¢ vantajoso em relacdo aos métodos quimicos convencionais para a reducdo de
cetonas pro-quirais, devido a sua alta seletividade e natureza ambientalmente benigna
(SEHAJPAL, et al., 2018). Além disso, apresentam eficiéncia e produtividade tdo altas que,
para algumas empresas farmacéuticas, se tornaram a primeira op¢ao ao projetar rotas sintéticas
que envolvam a obtengio de alcoois quirais (ROSENTHAL e LUTZ, 2018).

A catélise mediada pela maioria das redutases, ocorre no sitio ativo formado por
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trés residuos de aminoécidos, serina-tirosina-lisina (Ser-Tyr- Lys), como ilustrado na Figura
5. A carbonila do substrato encontra-se posicionada de modo a interagir por ligacdo de
hidrogénio com o residuo da Serl43 e a catalise ¢ iniciada pela formagdo da ligagdao de
hidrogénio da hidroxila da Tyr156 com oxigénio da carbonila do substrato, seguida pela
transferéncia de hidreto proveniente da coenzima NAD(P)H ao carbono da carbonila. A
Lys160 participa da catalise ao formar uma ligacao de hidrogénio com a hidroxila da ribose

do NADPH (OSUNA, et al., 2015) (NASARIO, 2017).

Figura 5. Redug¢do da 3-tiaciclopentanona mediada por Lactobacillus kefir, uma cetorredutase

desenvolvida pela Codexis®, para a sintese do antibiotico sulopenem.
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Fonte: Osuna, Jiménenez et al. (2015, com adaptagdes)

Durante a reducdo, as cetorredutases podem adicionar o hidreto proveniente do
NAD(P)H preferencialmente pela face Re ou pela face Si da cetona para fornecer o (S)-alcool
(tendéncia Prelog) ou o (R)-alcool (tendéncia anti-Prelog), respectivamente (QIN, et al., 2018)

(Figura 6).
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Figura 6. Redugao assimétrica de cetonas seguindo a regra Prelog ou anti-Prelog.
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Fonte: Qun, Bin ef al. (2018, com adaptagdes)

Recentemente, foram relatadas duas metodologias biocataliticas para a sintese do
apremilast. Na primeira abordagem, foi realizada uma resolucdo cinética dinamica da amina
rac-3, usando a lipase Novozym® 435 e para racemizagio, o catalisador de Shvo, em éter
ciclopentilmetilico (CPME) e 2-metoxiacetato de metila, a 105 °C por 37 h, com a obtencao da
(8)-N-(1-  (3-etdxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)-etil)-2-metoxiacetamida  [(S)-9] com
rendimento de 90% e e.e. de 97 %. Posteriormente, a amida (5)-9 foi tratada com uma solucao
de hidréxido de sodio 50% e trietanolamina (TEA) para a obtengdo da amina (S)-3 com um
rendimento de 89% e e.e. de 97%. Finalmente, (S)-3 reagiu com o anidrido 4, em meio acido e
sob refluxo, levando a formacao do apremilast (S)-1 com 84% de rendimento e e.e. de 97%

(DOUBSKY, et al., 2016) (Esquema 4).


https://www.reaxys.com/
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Esquema 4. Resolucio cinética dindmica da amina rac-3 usando a lipase Novozym® 435 e o

catalisador de Shvo.
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Na segunda abordagem, sintetizou-se a 2-cloro-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)etanona
(11) a partir do tratamento da 3-etoxi-4-metoxi-acetofenona (10) com éacido p-toluenosulfonico
(p-TsOH) e N-clorosuccinimida (NCS) em acetonitrila. Posteriormente, realizou-se a
biorreducao da cetona 11 usando levedura de pao (Saccharomyces cerevisiae) e D-glucose, em
agua, a 30 °C por 48 h, com a obtenc¢ao do (R)-2-cloro-1- (3-etoxi-4-metoxifenil) etanol [(R)-
13] com conversdo de, aproximadamente, 99% e e.e. de 75 % (GAZIC e STAVBER, 2017)
(Esquema 5).

Outra alternativa proposta pelos mesmos autores consistiu na biorredugdo da 1-(3-
etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanona) (12), obtida entre a reacdo da cetona 11 com
metanosulfinato de s6dio em etanol, sob refluxo. A biorreducdo foi realizada na presenca de
levedura de pao (Saccharomyces cerevisiae) e D-glucose, em agua, a 30 °C por 48 h, com a
obten¢do do (R)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol [(R)-14] com conversao de

75% e um e.e. de 85 % (GAZIC e STAVBER, 2017) (Esquema 5).
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Esquema 5. Biorredugdo da cetona 11 e 12 usando Saccharomyces cerevisiae.
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Em ambas as abordagens, apesar dos autores terem feito uso de processos
biocataliticos, observou-se que as condi¢des reacionais envolviam elevadas temperaturas (105
e 120 °C na 1* abordagem), tempos reacionais extensos (37 h na 1* abordagem e 48 h na 2°
abordagem), uso de reagentes de alto custo (catalisador de Shvo na 1* abordagem), além da
obtencdo de baixos valores de excesso enantiomérico dos intermediarios (75 e 85% na 2*
abordagem).

Neste contexto, propusemos desenvolver processos biocataliticos, para a obtencao
de um intermedidrio quiral na sintese do farmaco apremilast, o alcool secundario (R)-14, por
duas metodologias enzimdticas, uma, empregando lipases e outra, usando cetorredutases
(KREDs).

A proposta podera ser mais bem compreendida com uma descricao detalhada, em

consonancia com o Esquema 6.
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Esquema 6. Sintese quimioenzimatica do farmaco apremilast usando lipases e cetorredutases.
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Inicialmente, a cetona 12 serd sintetizada a partir da reagdo da 3-etoxi-4-
metoxibenzonitrila (5) com dimetilsulfona (Me2SO2) na presenca de n-butil-litio (n-BuLi),
seguido de hidrdlise em meio acido. Posteriormente, a cetona 12 sera reduzida com NaBHa,
para a obtengdo do 4lcool 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol (rac-14).
Subsequentemente, o dlcool rac-14 sera acetilado na presenca de Ac2O, DMAP, Et3N, com a
obtencdo do acetato de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etila (rac-15). Uma vez
sintetizada a cetona 12 e o éster rac-15, serd realizada uma triagem com cetorredutases
(adquiridas da Codexis®), para a biorredugdo da cetona 12, e lipases comerciais livres e
imobilizadas, para a hidrolise do éster rac-15, até encontrar enzimas que proporcionem a
obtencdo do intermedidrio quiral (R)-14 com o maior valor de excesso enantiomérico possivel.
Tanto a reacao de hidrélise como a biorreducdo serdao otimizadas, avaliando parametros como
cossolvente, temperatura, razdo enzima:substrato  (massa/massa) €  proporgao
tampao:cossolvente (volume/volume).

Posteriormente, serd sintetizada a 4-nitro-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (17) a partir
do aquecimento do anidrido 3-nitroftalico (16), com hidroxido de amonio. Em seguida, serd

realizada a hidrogenacao do grupo nitro usando Pt/C (10% Pt/C) como catalisador para
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obtencdo do 4-aminoisoindolina-1,3-diona (18). Esta ultima sera acetilada para obtengdo da 4-
acetilamino-isoindol-1,3-diona (19).

Finalmente, o alcool (R)-14 sera tratado com trifenilfosina (PPhs), azodicarboxilato
de diisopropila (DIAD) e a ftalimida 19, em THF, para a obtengao do farmaco apremilast [(S)-
N-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona].

Nesse sentido, fica demonstrado que a presente proposta oferece uma alternativa
exequivel e promissora para a sintese do farmaco apremilast, capaz de superar problemas
associados a sintese organica convencional, que incluem a eco incompatibilidade dos
catalisadores quimicos quirais a base de metais. Portanto, a referida proposta apresenta-se

bastante atraente do ponto de vista economico ¢ ambiental.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar a sintese quimioenzimatica do farmaco apremilast utilizando as enzimas

lipases e cetorredutases.

2.2 Objetivos especificos

» Investigar a resolugdo cinética enzimatica do éster rac-185, via reagao de hidrolise
catalisada por lipases;

» Investigar a reducdo assimétrica da cetona 12, via biorreducdo enzimatica
catalisada por cetorredutases;

» Otimizar as condi¢des reacionais da reagao enzimatica através das variagdes do
tempo reacional, temperatura, meio reacional e propor¢do biocatalisador/substrato
(massa/massa), visando o alto excesso enantiomérico;

* Desenvolver uma rota de sintese do apremilast em condigdes de reagao brandas

que permita a obten¢ao do referido farmaco em alto rendimento e excesso enantiomérico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao do 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol (rac-14)

O 4lcool rac-14 ¢ um dos intermedidrios chave na sintese do apremilast mediada

por lipases. Desta forma foram avaliadas trés rotas sintéticas, ilustradas no Esquema 7.

Esquema 7. Rotas sintéticas para a obtencao do alcool rac-14.
m Rota sintética 1
m Rota sintética 2
m Rota sintética 3

N\ N\
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A rota sintética 1 consistiu na formag¢do do acido 3-etdxi-4-metoxibenzoico (20)
via hidrolise basica da 3-etdxi-4-metoxibenzonitrila (5). Apds 2 h de reagdo, o pH do sistema
reacional foi ajustado a 4 com uma solu¢do de HCl 1 M e o acido 20 foi obtido com 94% de
rendimento. Em seguida, o 4cido 20 foi submetido a uma rea¢do com cloreto de tionila (SOClz)
sob refluxo, para a obtencdo do cloreto de 3-etoxi-4-metoxibenzoila (21) com 95% de
rendimento. Posteriormente, adicionou-se uma solu¢ao do cloreto de acido 21, em THF anidro,
a 0 °C, ao carbanion da dimetilsulfona (formado entre a dimetilsulfona e n-butil-litio, em THF
anidro) utilizando a razdo molar substrato/dimetilsulfona/n-BuLi de 1:2:1,3. Ap6s o tratamento

do meio reacional com 4agua, a cetona 12 foi obtida com um rendimento de apenas 2% e o
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produto majoritario foi o acido carboxilico 20 com rendimento de 48%, seguido da formagao
do subproduto 1-(4-etoxi-3-metoxifenil)pentan-1-ona (22), com rendimento de 23% (Anexo

7.9, p. 77)(Esquema 8, Tabela 1, entrada 1).

Esquema 8. Rota sintética para obtencao da cetona 12 via hidrolise basica da nitrila 5.

N
\O \O
O\/ OM O\/
NaOH (aq.)2M _ SOCIy; refluxo; 3h
refluxo; 2 h 95%
CN 94%
(@) OH (0] Cl
5 20 21
N
\O \O @]
Me,SO,; n-BulLi;
+ + o -« :
[ THF; 6h
S_
(0] OH (0] (0] I
20 22 12 O
48% 23% 2% T=0°C
61% 19% 6% T=-15°C

Tabela 1. Valores de rendimento (%) dos produtos obtidos entre o cloreto de acido 21 e o

carbanion da dimetilsulfona, apds variagdo da temperatura e a propor¢do substrato/n-butil-litio

Proporcao substrato/dimetilsulfona/ Resultados
Entrada o n-BuLi TCC) “produto Rendimento (%)

22 23

1 1:2:1,3 0 20 48

12 2

22 19

2 1:2:0,9 -15 20 61

12 6

Com a finalidade de aumentar o rendimento da cetona 12, variou-se a temperatura
(passando de 0 °C para -15 °C) e a propor¢do substrato/n-butil-litio (passando de 1:1,3 para
1:0,9). Tais alteracdes foram realizadas pois verificou-se que a adicao de excesso de n-BuLi em
relacdo ao substrato 21 propiciou a formagdo da cetona 22, assim, com a diminui¢do da

temperatura reacional esperava-se uma reagao mais lenta e mais seletiva para a formagao do
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produto desejado. Sob estas condigdes, observou-se um ligeiro aumento no rendimento da
cetona desejada 12 (6%), porém o produto majoritario continuou sendo o acido 20 com 61% de

rendimento, seguido da obtencdo da cetona 22 com 19% (Tabela 1, entrada 2).

Devido as dificuldades encontradas na obten¢ao do alcool rac-14, via rota sintética
1, optou-se por realizar a rota sintética 2. Neste caso, seguiu-se o protocolo relatado por Zhang
et al. (Esquema 9, rota sintética 2), o qual consistiu na reagdo entre o 3-etoxi-4-
metoxibenzaldeido 2 e o (metilsulfonil)metanideo (formado entre a dimetilsulfona e n-butil-
litio) em tolueno anidro, utilizando a razdo molar substrato/dimetilsulfona/n-butil-litio de
1:1,6:0,6, respectivamente. O 3-etoxi-4-metoxibenzaldeido 2 foi adicionado ao
(metilsulfonil)metanideo a -5 °C e o sistema reacional foi agitado por 1h. Apos este tempo, foi
permitido que o sistema reacional atingisse a temperatura ambiente, sendo mantido sob agitagao
por 12 h. Os autores relataram que apods 12 h de reacdo, o alcool rac-14 foi obtido com 65% de
rendimento (JINGXIA e LIANTAO, 2018). Cabe ressaltar que foi observado uma baixa
solubilidade da dimetilsulfona em tolueno e ao final de 12 h o alcool rac-14 foi obtido com
apenas 21% de rendimento, além de apresentar a formagdo do subproduto identificado como
2,2'-sulfonilbis(1-(3-etoxi-4-metoxifenil) etan-1-ol (23) com 18% de rendimento.

Em outro experimento, verificou-se que a dimetilsulfona foi mais soltivel em THF
do que em tolueno. Portanto, decidiu-se utilizar THF em detrimento ao uso de tolueno, bem
como diminuir a temperatura do sistema reacional para -15 °C. Nestas condi¢des, a formagao
do (metilsulfonil)metanideo foi favorecida, e ap6s 12 h de reagdo foi possivel obter o alcool
rac-14 com 67% de rendimento, além do dimero 23 como subproduto, com 15% de rendimento

(Esquema 9).

Esquema 9. Obtencao do alcool rac-14 a partir do aldeido 2 (rota sintética 2).

N
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E importante destacar que tanto o alcool rac-14 como o dimero 23 apresentaram o
mesmo fator de retencdo em eluentes bindrios. Portanto, so6 foi possivel isola-los usando uma
mistura ternaria de isopropanol/cloroférmio/hexano (0,1:4,9:5), porém com fator de retencao
proximos. A purificagdo das duas substancias somente foi efetiva apds derivatizagao via reagao
de acetilacdo, obtendo o diacetato de sulfonilbis|1-(3-etoxi-4-metoxifenil)etano-2,1-diila]
(Anexo 7.10, p. 78).

Diante da dificuldade no processo de purificacao de rac-14 obtido via rota sintética
2, optou-se por executar a rota sintética 3 (Esquema 7), a qual consistiu na sintese da 1-(3-
etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanona (12) usando a metodologia proposta por
Connolly et al. (2013). Neste protocolo, a benzonitrila 5§ reagiu com o carbanion da
dimetilsulfona, em THF anidro, para formar a enamina (FE)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etanamina, a qual ndo foi isolada do sistema reacional. A reagdo seguiu one-pot
com a hidrolise 4cida da referida enamina, para a obtengdo da cetona 12 com 85% de
rendimento global (CONNOLLY, ef al., 2013). Posteriormente, a cetona 12 foi reduzida com
NaBH4, com a obtenc¢ao de um sélido branco identificado como 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etanol (rac-14), com rendimento de 98% (Esquema 10). Devido aos altos
valores de rendimento e facilidade na purificagdo de ambas as substancias, a cetona 12 ¢ o
alcool rac-14, a rota sintética 3 foi escolhida para sintese quimioenzimatica do apremilast.
Além do mais, esta rota permite a obtengao da cetona 12, um intermedidrio necessario para a

abordagem que faz uso das KREDs para obtencao do alcool (R)-14 (Esquema 6).

Esquema 10. Obtencao do alcool rac-14 a partir da nitrila 5 (rota sintética 3).
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5 12 rac-14

3.2 Obtencao do acetato de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etila (rac-15)

A obtengdo do éster rac-15 ¢ crucial para a realizagdo da etapa de resolugao cinética,

via reagao de hidrdlise, catalisada por lipases (Esquema 6). Portanto, o alcool rac-14 foi
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submetido a uma reagdo convencional de acetilagdo na presenca de AcoO, DMAP, Et:N em
CH>Clz, em um tempo reacional de 1 h, a temperatura ambiente. Nestas condigdes, o acetato de
1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etila (rac-15) foi obtido com 85% de rendimento

(Esquema 11).

Esquema 11. Reacdo de acetilagdo do alcool rac-15.
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3.3 Obtencao do (R)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol (R)-14, via resolucéo

cinética do éster rac-15 na presenca de lipases

Uma vez sintetizados o alcool rac-14 e o seu correspondente éster rac-15,
desenvolveu-se um método de separacdo e andlise dos respectivos enantiomeros de ambos os
racematos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Testaram-se varias colunas
quirais (AS-H, CB-H, TA, OB-H e OD-H) e analisaram-se diferentes parametros, incluindo:
temperatura da coluna, fluxo e proporcao dos eluentes. Apos estabelecidas as condigdes de
analise (item 4.1.4, p. 52), realizou-se uma triagem com 15 lipases comerciais [Amano lipase
de Pseudomonas fluorescens imobilizada em immobead 150, Amano lipase de Pseudomonas
fluorescens imobilizada em immobead 150 sol gel AK em pumice, Amano lipase de
Pseudomonas fluorescens imobilizada em sol gel AK, Lipozyme RM IM, Amano lipase PS-IM
imobilizada em terra diatomacea, lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em
immobead 150, lipase de Candida antarctica do tipo B imobilizada em resina acrilica
(Novozym® 435), lipase de Candida rugosa, Amano lipase Burkholdeira cepacia
(anteriormente Pseudomonas cepacia), lipase de Rhizopus niveus, Amano lipase G de
Penicillium camemberti, Amano lipase M de Mucor javanicus, lipase de Aspergillus niger,
lipase de pancreas de porco (PPL) e Amano lipase de Pseudomonas fluorescens] na resolugao
cinética de rac-15, via reacdo de hidrolise. As reagdes de hidrolise do éster rac-15 foram
realizadas em condigdes previamente estabelecidas em nosso grupo de pesquisa, para a

resolucdo cinética de racematos (SILVA, ef al., 2014), utilizando: tampao fosfato 0,I1M (pH 7),
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20% de MeCN como cossolvente, a 30 °C por 24 h a 250 rpm (Esquema 12).

Os produtos obtidos foram analisados por CLAE, utilizando as condi¢des descritas
no item 4.1.4. Os excessos enantioméricos (e.e.), conversao (c) e enantiosseletividade (E) foram
calculados através da obtencgdo das areas dos cromatogramas, aplicando as equagdes relatadas
no anexo 7.1, p. 65.

Apos as andlises, verificou-se que apenas a lipase de Aspergillus niger foi ativa,
proporcionando uma conversao de 51%, apds 24 h de reagdo, excesso enantiomérico do alcool
(R)-14 de 93% e do acetato remanescente (S5)-15 de 98% com enantiosseletividade de 126,85.
Os cromatogramas obtidos por CLAE referentes a rac-14 e rac-15, bem como do produto (R)-
14 ¢ do substrato remanescente (S)-15, encontram-se nos anexos 7.11 e 7.14, p. 80- 81,

respectivamente.

Esquema 12. Triagem de lipases na resolugdo cinética do éster rac-15.
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rac-15 (R)-14 (S)-15

A resolucdo cinética de rac-15 obedeceu a regra empirica de Kazlauskas
(KAZLAUSKAS, et al., 1991), levando ao alcool (R)-14. A configuragdo foi estabelecida por
comparacao pelo método da polarimetria, com obtengao da seguinte rotacao Optica especifica:
(R)-14= [a]2® = —27" (c = 0.65, AcOEt), com e.e. de 93%, enquanto que o valor descrito na
literatura é: [a]3® = —23,19° (c= 0.42, AcOEt) (QIANG e SHENGYIN, 2016).

3.3.1 Efeito do cossolvente na resolucéo cinética do acetato de 1-(3-etdxi-4-metoxifenil)-2-

(metilsulfonil)etila (rac-15) utilizando lipase de Aspergillus niger

Inicialmente, a resolugdo de rac-15 foi realizada sob condicdes pré-estabelecidas
pelo nosso grupo de pesquisa, a qual incluiu o uso de uma solugao tampao (80%) e uma pequena
quantidade de um cossolvente organico, neste caso acetonitrila (20%). Nestas condi¢des, foi
possivel obter o alcool (R)-14 com alto valor de excesso enantiomérico (93%). Porém, ainda

nao estava claro a influéncia da acetonitrila como cossolvente na resolucao cinética de rac-185.
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Com o objetivo de racionalizar a influéncia do cossolvente na resolugdo cinética de rac-15,
catalisada pela lipase de Aspergillus niger, decidimos avaliar a reacdo de hidrdlise na auséncia
de cossolvente (tampao fosfato 0,1M (pH 7) a 30 °C e 250 rpm), e na presenca de cossolventes
como 1,4-dioxano, isopropanol, THF, n-butanol e ferc-butilmetileter (TBME). Os resultados
encontram-se sumariados na Tabela 2. As reag¢des de resolugdo cinética do éster rac-15, foram

acompanhadas até a conversdo atingir um valor proximo de 50%.

Tabela 2. Efeito do cossolvente na resolucao cinética do acetato rac-15, via hidrolise, catalisada

por lipase de Aspergillus niger

Entrada Cossolvente logP ¢ Tempo (h) e.es(%)? e.ep(%)? c (%) E°

1 Nenhum - 85 13 44 42 51 4

2 Acetonitrila  -0,33 38 13 98 93 51 127
3 1,4-Dioxano -0.27 2,21 24 98 87 51 60
4 Isopropanol 0,05 18,3 9 72 75 49 15
5 THF 0,46 7,6 11 90 91 50 62
6 n-Butanol 0,88 17,6 13 99 96 51  >200
7 TBME 1,06 2,6 13 88 92 49 67

2 Determinado por CLAE;
b Conversio, C = €.e.(5)/(.8.(5)+€.8.(p));
¢ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.qp)]/In[1-c(1-e.e.p)].

No caso da reagdo de hidrolise na auséncia de cossolvente, observou-se que com 13
h de reacdo, a conversao atingiu um valor de 51%, porém com E= 4, (tabela 2, entrada 1).
Portanto, em tais condicdes, a lipase de Aspergillus niger catalisa a hidrélise dos dois
enantiomeros de rac-15 com velocidades semelhantes. Desta forma, a enzima ¢ ativa, mas nao
enantiosseletiva.

Convencionalmente, a agua participa direta ou indiretamente nas interacdes nao
covalentes, mantendo a conformac¢do da enzima ativa (ZAKS e KLIBANOYV, 1985). No
entanto, observou-se que a lipase de Aspergillus niger no meio aquoso e na auséncia de
cossolvente ndo € enantiosseletiva na resolucao cinética de rac-15. Este comportamento poderia
ser atribuido a uma maior flexibilidade da enzima em um microambiente totalmente aquoso,
em que as moléculas de d4gua induzem uma mudanga conformacional no sitio ativo, aumentando
a flexibilidade e conduzindo a um ajuste favoravel dos dois enantidmeros de rac-15 (TSOU,
1998) (RARIY e KLIBANOYV, 2009) (BROOS, 2009). Em seguida, analisamos a influéncia dos
cossolventes organicos na resolucdo cinética de rac-15 catalisada por lipase de Aspergillus
niger.

O cossolvente organico geralmente tem um efeito decisivo nas reagdes enzimaticas.



37

Atualmente, ndo existe uma regra que indique quais sdo, exatamente, as propriedades fisico-
quimicas de um solvente, responsaveis por produzir uma alteracdo da atividade e
enantiosseletividade enzimatica, pois cada biocatalisador possui um comportamento
diferenciado. Ainda assim, as propriedades fisico-quimicas mais estudadas sao log P (P ¢ o
coeficiente de particdo octanol-agua) (SALIHU e ALAM, 2015) (FAN, KE, et al., 2017),
constante dielétrica (SAKAI , SAKURAI e HIRAYAMA, 2004) e tamanho das moléculas do
solvente, expresso através do parametro de volume de van der Waals.

Neste sentido, realizou-se uma triagem de cossolventes, com a finalidade de tentar
analisar a correlagdo entre a polaridade do solvente e a enantiosseletividade produzida na
resolugdo cinética de rac-15, catalisada pela lipase de Aspergillus niger.

A polaridade do solvente pode ser representada pela da medida do coeficiente de
particdo octanol/agua (log P) ou pela constante dielétrica (¢). Os testes foram realizados nas
seguintes condigdes: tampao fosfato 0,1M (pH 7), 20% de cossolvente, 30 °C e 250 rpm, Tabela
2.

Observou-se que na presenca dos cossolventes com log P < 0 foram obtidos dois
valores distintos de enantiosseletividade (E). Enquanto em acetonitrila o valor de
enantiosseletividade foi alto (E= 127), em 1,4-dioxano foi apenas moderado (E= 60), (tabela
2, entradas 2 e 3). No caso da acetonitrila, a alta enantiosseletividade enzimatica poderia ser
atribuida a capacidade deste cossolvente em atuar em algum grau de estabilizagdo das cargas
da enzima, ja que apresenta uma alta constante dielétrica (e= 38), proporcionando uma
conformacdo adequada do sitio catalitico e favorecendo a hidrolise preferencial de um dos
enantidmeros de rac-15. Cabe ressaltar que este efeito nao € observado quando o cossolvente ¢
o 1,4-dioxano, o qual apresenta uma baixa constante dielétrica (e= 2,21), (tabela 2, entrada 3).

Entre os cossolventes com log P > 0 (isopropanol, THF, n-butanol e TBME), o
unico que proporcionou um valor elevado de enantiosseletividade enzimaética foi o n-butanol
(E>200), (tabela 2, entrada 6). Aparentemente, o n-butanol seria o cossolvente que apresenta
um equilibrio ideal entre os valores de log P (0,88) e constante dielétrica (e= 17,6) para
proporcionar uma alta enantiosseletividade enzimdtica da lipase de Aspergillus niger. O
isopropanol apresenta um valor de constante dielétrica (e= 18,3) similar ao do n-butanol, mas
um valor menor de log P (0,05). Desta forma, a analise de log P e constante dielétrica dos
cossolventes avaliados ndo sdo suficientes para explicar a alta enantiosseletividade observada
na presenga de n-butanol. Ainda assim, ¢ possivel presumir que tanto a acetonitrila, quanto o n-
butanol modificam o microambiente do sitio catalitico e induzem a uma conformacdo que

resultou em uma alta enantiosseletividade enzimatica, com destaque para a acdo do n-butanol
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que levou a uma enantiosseletividade > 200.

3.3.2 Efeito da temperatura na atividade e seletividade enzimatica

O controle de temperatura na resolugdo cinética, catalisada por lipase, € aceito como
um método confiavel e geralmente aplicavel, uma vez que a atividade catalitica das enzimas ¢é
afetada pela temperatura. Se a temperatura for muito baixa, a taxa de reagdo serd reduzida. No
entanto, o uso de uma temperatura extrema tera como resultado a desnaturacao irreversivel da
enzima e a diminui¢do da atividade enzimdtica. Portanto, é necessario encontrar uma
temperatura na qual as condi¢des de reacao sejam ideais em termos de velocidade, sem afetar a
atividade e enantiosseletividade da lipase.

Estudou-se o efeito da temperatura no comportamento da lipase de Aspergillus
niger nas seguintes condi¢des: tampao fosfato 0,1IM (pH 7), 20% de n-butanol,
[enzima/substrato 2:1 (massa/massa)], a 250 rpm, nas temperaturas de 25 °C, 30 °C, 40 °C, 45

°C e 50 °C. Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 3.

Tabela 3. Efeito da temperatura na lipase de Aspergillus niger na resolucao cinética de rac-15

via hidrolise.

Entrada  Temperatura(®C) Tempo (h) e.es(%)? e.e,(%)? c(%)? EC

1 25 24 96 86 53 52
2 30 13 99 96 51 >200
3 40 11 >99 >99 50 >200
4 45 9 >99 >99 50 >200
5 50 7 3 91 3 21

& Determinado por CLAE;
b Conversio, C = €.e.(5)/(.8.(5)+€.8.(p));
¢ Razfo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.)]/In[1-c(1-e.e.p)].

Os resultados apresentados na Tabela 3 indicam que a 25 °C foram necessarias 24
h para a resolucdo cinética de rac-15 apresentar um valor de conversao proximo de 50%, porém
com uma enantiosseletividade moderada (E=52), (tabela 3, entrada 1). O aumento da
temperatura de 25 °C para 30 °C teve um impacto significativo na atividade e
enantiosseletividade da lipase de Aspergillus niger, pois a 30 °C foram necessarias apenas 13 h
de reacdo para atingir uma conversdo de 51%, com uma alta enantiosseletividade (£ > 200),
(tabela 3, entrada 2). Com o aumento da temperatura para 40 °C, a resolugdo cinética de rac-

15 foi realizada de forma ideal em apenas 11 h de reagdo, levando ao produto alcool (R)-14 e o
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acetato remanescente (S)-15 com valores de excesso enantiomérico >99%, 50% de conversao
e uma enantiosseletividade >200 (tabela 3, entrada 3). Quando se aumentou a temperatura
para 45 °C, os valores ideais de excesso enantiomérico, conversao e enantiosseletividade foram
mantidos, com a vantagem da diminui¢ao do tempo reacional para 9 h (tabela 3, entrada 4).
Contudo, observou-se que a 50 °C a enzima desnaturou-se, o que foi evidenciado pela
diminuicdo da atividade (conversao de 3%), com consequente diminui¢do no valor de
enantiosseletividade (E= 21), (tabela 3, entrada 5).

Com respeito a termoestabilidade enzimatica, Mahadik et al. (2002) e Silva et al.
(2008) relataram um comportamento semelhante aos obtidos neste trabalho para a lipase de
Aspergillus niger. Estes autores observaram que a estabilidade e atividade da enzima se
mantinham até a uma temperatura de 40 °C (MAHADIK, ef al., 2002) (SILVA, CONTESINI e
CARVALHO, 2008). Em um estudo mais recente, Pilissdo et al. (2010) relataram que a lipase
de Aspergillus niger apresentou valores de E > 200 até 45 °C (PILISSAO, CARVALHO e
NASCIMENTO, 2010).

E sabido que a enantiosseletividade promovida pelas enzimas se origina da
diferencga de energia entre os estados de transicdo dos complexos diastereoisoméricos formados
entre a interagdo dos diferentes enantiomeros de um substrato com o sitio ativo da enzima. A
relagdo enantiomérica esté relacionada com a diferenga de barreira de energia (AGs - AGr) das

duas reagdes paralelas, equacao 1.

Onde, AGr e AGs corresponde a energia livre de Gibbs do enantidmero R e S

respectivamente.

Neste sentido, tanto a entalpia diferencial como a entropia contribuem para o valor

da razdo enantiomérica, equacao 2:

_RTlnE = (AHR - AHs) - T(ASR - ASS) = AR—SAG* (2)

Onde, AHg, AHs, ASr e ASs corresponde a energia entdlpica e entropica dos

enantidmeros R e S respectivamente.

A temperatura na qual ndo ocorre enantiosseletividade (E= 1 e Ars AG= 0) ¢

conhecida como temperatura racémica, Tr. Quando a temperatura experimental for menor do
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que a T;, a enzima catalisard preferencialmente o enantiomero favorecido pela entalpia, e
consequentemente a enantiosseletividade diminuira com o aumento da temperatura. Por outro
lado, quando a temperatura experimental ¢ maior do que a T, a enantiopreferéncia da enzima ¢
alterada para o enantidmero favorecido pela entropia e a enantiosseletividade aumenta com o
aumento da temperatura (OTTOSSON e HOGSKOLAN, 2001).

Os resultados obtidos na andlise do efeito da temperatura na atividade e
enantiosseletividade da Aspergillus niger indicam que a enantiosseletividade da mesma
aumenta com a temperatura, por conseguinte, o enantiomero (R)-15 ¢ favorecido pela entropia.
Tém sido relatados numerosos casos em que o aumento da temperatura foi diretamente
proporcional ao aumento da enantiosseletividade da enzima (BADGUJAR ¢ BHANAGE,
2014); (ZHANG, et al., 2018); (PANG, et al., 2013); (EMMA, et al., 2003); ( MOURE, et al.,
2014).

3.3.3 Efeito da proporcéo tampéao:cossolvente (v/v)

Com o objetivo de verificar a influéncia do n-butanol na resolugao cinética de rac-
15, variou-se a propor¢ao tampao:n-butanol (v/v) nas seguintes condi¢des: tampao fosfato 0,1M
(pH 7), n-butanol, enzima/substrato 2:1, 40 °C a 250 rpm. Os resultados encontram-se

sumariados na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito da propor¢ao tampao:cossolvente (v/v) na resolucao cinética do rac-15 via

hidrolise.
Proporcéo
Entrada tampéo:pn-t(:;)utanol e.e.s (%0)? eep(%)? ¢ (%)° E¢
1 9:1 >99 98,8 50,3 >200
2 8:2 >99 >99 50 >200
3 7.3 >99 >99 50 >200

4 Determinado por CLAE;
b Conversio, C = €.e.(5)/(E.8.(5)+€.8.(p));
¢ Razéo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.ep)].

Observou-se que a medida que a quantidade de cossolvente diminui (proporcao
tampao: n-butanol de 9:1), ocorreu um ligeiro decréscimo no excesso enantiomérico do produto
que passou de > 99% (para uma propor¢ao tampao: n-butanol de 8:2) para 98,8% (tabela 4,
entrada 1), o que indica que a lipase precisa de pelo menos 20% (v/v) de n-butanol como

cossolvente, para diminuir a flexibilidade do sitio ativo e maximizar a interagdo entre a enzima
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e o acetato (R)-15. Por outro lado, o aumento da quantidade de n-butanol em relagdo a
quantidade de tampdo (7:3), ndo levou a nenhuma alteracdo nos valores de conversdo e
enantiosseletividade (tabela 4, entrada 3).

Tendo em vista que um dos objetivos deste projeto € desenvolver uma rota sintética
para a obtenc¢do do apremilast em consondncia com os preceitos da Quimica Verde, escolheu-
se a razdo tampao:cossolvente (v/v) 8:2 (tabela 4, entrada 2,), considerada como uma

proporg¢ao ideal devido a sua baixa concentragao de solvente organico.

3.3.4 Efeito da razdo enzima:substrato (m/m)

O ultimo parametro analisado na resolugdo cinética do éster rac-15, catalisada por
lipase de Aspergillus niger, foi a razdo enzima:substrato (m/m). Neste caso, variou-se a
quantidade de enzima em relagdo a uma quantidade fixa de substrato. Os testes foram realizados
usando as condigdes otimizadas anteriormente, a saber: tampao fosfato 0,1M (pH 7), 20% de

n-butanol, 40 °C ou 45 °C a 250 rpm. Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 5.

Tabela 5 Efeito da propor¢do enzima:substrato (m/m) na resolucdo cinética rac-15, via

hidrolise.

Entrada Enzimlz?szﬁgstrato Tempo (h) ees(%)? eep(%)? c(%)* E°
14 31 6 >09 >09 50 >200
2¢ ' 10 >99 >99 50 >200
3d 1 9 >99 >99 50 >200
4° ) 11 >99 >99 50 >200
5¢ 151 23 >99 >99 50 >200

& Determinado por CLAE;

b Conversio, C = €.e.(5)/(.8.(5)+€.8.(p));

¢ Razfo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.)]/In[1-c(1-e.e.p)].
d Temperatura: 45 °C

¢ Temperatura: 40 °C

Na tabela 5, pode-se observar que utilizando a propor¢ao enzima/substrato de 3:1,
a 40 °C, foi possivel obter uma conversdao de 50% em 10 h de reagdo (tabela 5, entrada 2).
Com a diminui¢do da propor¢do enzima substrato para 2:1, o tempo reacional para uma
conversao de 50% aumentou para 11 h, com manutencao da enantiosseletividade (tabela 5,
entrada 4). Logo apo6s, com mais uma diminui¢do da quantidade da enzima para uma propor¢ao
enzima/substrato 1,5:1, foram necessarias 23 h para atingir uma conversao de 50% (tabela 5,

entrada 5).



42

Finalmente, utilizando a propor¢do enzima/substrato de 3:1 a 45 °C, foi possivel
obter uma conversdo de 50% em apenas 6 h de reacdo (tabela 5, entrada 1). Com uma
diminui¢do da proporc¢ao enzima substrato para 2:1, o tempo reacional para uma conversao de
50% aumentou para 9 h, com manutencao da enantiosseletividade (tabela 5, entrada 3).

Do ponto de vista industrial, o equilibrio entre o tempo operacional e a quantidade
de matéria-prima utilizada € um dos caminhos para a otimiza¢ao operacional. Por esse motivo,
as condigdes ideais para a resolucdo cinética do acetato rac-15 incluem a utilizagdo de uma
solugdo 0,1M de 80% de tampao fosfato (pH 7) e 20% de n-butanol, com uma propor¢ao
enzima/substrato de 3:1 massa/massa, a 45 °C por 6 h a 250 rpm.

Sob tais condigdes a resolucdo cinética de rac-15 ocorreu com um alto valor de
enantiosseletividade (E > 200), resultando em ambos, o alcool (R)-14 e acetato (5)-15
enantiomericamente puros. E evidente que a enantiosseletividade obtida pela agdo da lipase
comercial de Aspergillus niger na hidrolise do éster racémico rac-15 esta diretamente
relacionado a fatores que influenciaram na flexibilidade do sitio ativo da referida enzima, tais
como adigdo de um cossolvente a0 meio aquoso € um aumento na temperatura do meio
reacional.

E sabido que, de uma forma geral, as enzimas possuem uma maior flexibilidade em
meio aquoso (PERSSON, ef al., 2002). Esta alta flexibilidade no sitio ativo enzimatico pode
ser, em alguns casos, desfavoravel a uma alta enantiosseletividade, visto que pode ndo ocorrer
suficiente discriminagdo entre a interagdo da enzima com somente um dos enantiomeros de um
determinado racemato. Neste caso, a adicdo de uma pequena quantidade de um cossolvente
mais apolar que a agua, como por exemplo, o n-butanol (20%), pode diminuir a flexibilidade
do sitio ativo da enzima (BANIK, et al., 2016). Esta diminuicao de flexibilidade do sitio ativo
seria um dos motivos pelos quais o éster (R)-15 reagiu mais rapidamente no sitio catalitico da
lipase de Aspergillus niger, em relagdo ao éster (5)-15.

No caso especifico, em estudo, a adicdo de n-butanol como cossolvente aumentou
drasticamente a enantiosseletividade na resolucdo cinética de rac-15, visto que em meio
totalmente aquoso o alcool (R)-14 foi obtido com excesso enantiomérico de 42% e E= 4 (tabela
2, entrada 1), enquanto em meio tampao/n-butanol 8:2 (v/v), o referido alcool foi obtido com
excesso enantiomérico de 96% e E > 200 (tabela 2, entrada 6). Portanto, apenas a adi¢ao de
n-butanol ndo foi suficiente para obter o 4lcool intermediario (R)-14 na forma
enantiomericamente pura. Porém, ao aumentarmos a temperatura do meio reacional de 30 °C
para 40 °C ou 45 °C, foi possivel obter (R)-14 com excesso > 99% (tabela 3, entradas 3 e 4).

O aumento de temperatura exerceu um papel importante na termodinamica do
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sistema reacional mediante dois efeitos distintos, um relacionado com a diminuigdo da
polaridade do n-butanol [¢ (30 °C) 17,6 e € (45 °C) 14,7] (DORTMUND DATA BANK) e outro
relacionado com um incremento na flexibilizagdo no sitio catalitico da lipase. Ao diminuir a
polaridade do n-butanol, deveria ocorrer um incremento na rigidez do sitio ativo da enzima, ao
mesmo tempo que ocorreria um incremento de flexibilidade pelo aumento dos graus de
liberdade promovido pelo aumento de temperatura. Desta forma, consideramos que a alta
enantiosseletividade observada na resolugao cinética de rac-15 foi uma combinagao de fatores
que incluiram o efeito do cossolvente e o efeito do aumento da temperatura para se alcancar
uma conformagdo ideal no sitio ativo da lipase de Aspergillus niger para um perfeito encaixe
do acetato (R)-15.

Uma vez alcancado o objetivo de se obter o intermedidrio alcool (R)-14,
enantiomericamente puro, na presenca de lipases, voltamos nossa atengao para a obtencao do

referido intermediario quiral, na presenga das KREDs (Esquema 6).

3.4 Sintese enzimatica do (R)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol, (R)-14, via
biorreducéo da 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanona (12) na presenca de

cetorredutases

Com a obtencao da cetona 12 e do alcool rac-14, desenvolveu-se um método de
separacdo e analise via cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG-
EM). Apos estabelecidas as condigdes de separacdo dos respectivos compostos (item 4.1.5, p.
52), realizou-se uma triagem catalitica com as KREDs adquiridas da Codexis® (Codex KRED
Screening Kit), contendo 24 KREDs. As reacdes de biorreducao da cetona 12 foram realizadas
em condi¢des pré-estabelecidas no grupo de pesquisa LaBioChem (UNICAMP) (NASARIO,
MORAN e RODRIGUES, 2018), a saber: 30 °C, 24 h, sob agitacdo orbital de 180 rpm

(Esquema 13). Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 6.
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Esquema 13. Triagem de cetorredutases na biorredugdo da cetona 12.

N AN

o o)
O~ KREDs, NAD(P)H,DMSO, O~
o sistema de reciclagem - 1)
I H,0, MgS0,, K;P0y, pH 7.0, g_
o B 30 °C, 180 rpm HO I
o o)
(R)ou (S)
12 14

As conversoes (¢) das reagdes enzimaticas foram obtidas em um CG-EM, utilizando
as condigdes descritas anteriormente. Por outro lado, os excessos enantioméricos (e.e.) foram
analisados em um CLAE utilizando as condi¢des descritas no item 4.1.5, p. 52 e calculados
através da obtencdo das areas dos cromatogramas, aplicando as equagdes relatadas no Anexo

7.1 p. 66.

Tabela 6. Triagem de cetorredutases na redug@o da cetona 12, em um tempo reacional de 24 h

Entrada KRED Cofator Reciclagem do cofator (0/?) ) e.e. (%)°

1 KRED-P1-A04 NADPH isopropanol - -

2 KRED-P1-B02 NADPH isopropanol 15 90 (S)

3 KRED-P1-B05 NADPH isopropanol - -

4 KRED-P1-B10 NADPH isopropanol - -

5 KRED-P1-B12 NADPH isopropanol - -

6 KRED-P1-C01 NADPH isopropanol 94 98 (S)

7 KRED-P1-HO08 NADPH isopropanol - -

8 KRED-P1-H10 NADPH isopropanol - -

9 KRED-P2-B02 NADPH isopropanol 90 48 (S)
10 KRED-P2-C02 NADPH isopropanol 18 27 (S)
11 KRED-P2-C11 NADPH isopropanol - -
12 KRED-P2-DO3 NADPH isopropanol 15 95 (R)
13 KRED-P2-D11 NADPH isopropanol 90 93 (S)
14 KRED-P2-D12 NADPH isopropanol 25 91 (R)
15 KRED-P2-G03 NADPH isopropanol 15 42 (S)
16 KRED-P2-HO7 NADPH isopropanol - -
17 KRED-P3-B03 NADPH isopropanol - -
18 KRED-P3-G09 NADPH isopropanol - -
19 KRED-P3-H12 NADPH isopropanol - -
20 KRED-101 NADPH GDH/glicose - -
21 KRED-119 NADPH GDHJ/glicose - -
22 KRED-130 NADPH GDHJ/glicose - -
23 KRED-NADH-101  NADH GDH/glicose - -
24 KRED-NADH-110  NADH GDHJ/glicose - -

2 Determinado por CG-EM;
® Determinado por CLAE.
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Apoés as analises, verificou-se que 8 das 24 enzimas testadas foram ativas na
reducdo da cetona 12, apresentando conversdes entre 15 e 94%, sendo 6 delas Prelog
[produziram o alcool (S)-14] (tabela 6, entradas 2, 6, 9, 10, 13 ¢ 15) ¢ as outras 2 anti-Prelog
[produziram o alcool (R)-14] (tabela 6, entradas 12 ¢ 14).

A enzima selecionada, nesta etapa, para o prosseguimento do estudo da biorredugao
da cetona 12 foi a KRED-P2-D12 (tabela 6, entrada 14), pois entre as duas KREDs que
apresentaram atividade anti-Prelog foi a que proporcionou o maior valor de conversao (25%),
levando ao (R)-14 com 91% de e.e.. Cabe ressaltar que este ultimo ¢ o intermedidrio chave na
sintese do farmaco apremilast.

3.4.1 Influéncia do regenerador do cofator na biorreducéo da cetona 12

Uma grande vantagem da enzima KRED-P2-D12 ¢ sua tolerancia a uma alta
concentragdo de isopropanol (IPA) na reciclagem do cofator (semelhante as enzimas do kit
listadas nas entradas de 1 al9), evitando o uso de um processo de reciclagem mais dispendioso
como o GDH/glicose e, portanto, diminuindo o custo operacional do sistema (GARCIA et al.,
2017). O Mecanismo de regenera¢do do cofator NAD(P)H, usando isopropanol encontra-se

ilustrado no Esquema 14.

Esquema 14. Mecanismo de regeneragdo do cofator NAD(P)H.

N
0 o)
O~ KREDs, DMSO o
0 Hzo, MgSO4, K3PO4, pH 7.0, -
T 30 °C, 180 rpm ﬁ
S— L os—
© I
12 O
)OJ\

I HO"
O /_\

NAD(P)H NAD(P)* (R)-14

OH

N

A redugdo da carbonila ocorre sob controle termodindmico e, geralmente, requer

A

um grande excesso de isopropanol para obter altas conversdes (DASCIER, et al., 2014).
Portanto, foi feita uma tentativa de encontrar a concentragdo ideal de isopropanol, estudando
diferentes propor¢des para conduzir o equilibrio para o produto desejado.

Inicialmente, os testes enzimdticos da cetona 12 foram realizados seguindo o
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protocolo supracitado, o que incluiu o uso de uma solu¢ao 85,7% KRED Recyle Mix P, 9,5%
de isopropanol e 4,8% de DMSO. Porém, ainda ndo estava claro a influéncia da quantidade de
isopropanol como regenerador do cofator na biorredugdo da cetona 12. Assim, decidiu-se
avaliar a propor¢ao KRED Recyle Mix P/isopropanol nas reagdes enzimaticas. Os testes foram
realizados nas seguintes condi¢des: 4,8% de DMSO, 30 °C a 180 rpm. Os resultados encontram-

se sumariados na Tabela 7.

Tabela 7. Influéncia do regenerador do cofator na biorredugdo da cetona 12, usando a KRED-

P2-D12, em 24 h de reacdo

Entrada isopropanol (%) KRED Recyle Mix P (%) c (%)?
1 9,5 85,7 25
2 14,3 80,9 33
3 23,8 71,4 26
4 33,3 61,9 19
5 47,5 47,6 16

4 Determinado por CG-EM;

Apos 24 h de reagdo, observou-se um incremento na conversao quando a
porcentagem de isopropanol aumentou de 9,5% (c= 25%) para 14,3% (c= 33%) (tabela 7,
entrada 1 e 2). Por outro lado, com o progressivo aumento da proporcao de isopropanol de
23,8% a 47,5% (tabela 7, entrada 3, 4 ¢ 5), ocorreu uma diminui¢ao da conversao de 26% a
16%. Tal resultado pode ser devido ao fato de que a concentracdo de cofator e outros aditivos
(Mix P) diminuem a medida que a quantidade de isopropanol aumenta. Um caso similar foi
relatado por Guo et al. (2017) referente a otimizacao do sistema de reciclagem do NADPH,
aumentando a concentracdo de isopropanol. Estes autores observaram que a atividade
enzimdtica diminuiu, gradualmente, com o aumento da quantidade de IPA (GUO, et al., 2017).

Portanto, a propor¢dao KRED Recyle Mix P:IPA:cossolvente que levou ao melhor
resultado de conversado (33%) foi de 80,9%:14,3%:4,8% (tabela 7, entrada 2). Neste caso, foi
necessario utilizar o DMSO como cossolvente, pois a cetona 12 foi insoluvel em IPA. Contudo,
ndo estava claro se o cossolvente exercia alguma influéncia sobre a percentagem de conversdo.
Desta forma, decidiu-se avaliar a influéncia do cossolvente na conversao da cetona 12 ao alcool

(R)-14. Além do DMSO, foram avaliados mais 12 cossolventes (tabela 8).
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3.4.2 Efeito do cossolvente na biorreducéo da cetona 12 utilizando a KRED-P2-D12

Realizou-se uma triagem de cossolventes, com a finalidade de tentar analisar a
correlagdo entre a polaridade do solvente e a atividade da enzima KRED-P2-D12, na
biorreducdo da cetona 12. A polaridade do solvente pode ser representada pela medida do
coeficiente de parti¢do octanol/agua (log P).

Os testes foram realizados nas seguintes condicdes: 80,9% KRED Recyle Mix P,
14,3% de isopropanol e 4,8% de cossolvente, 30 °C a 180 rpm. Os resultados encontram-se

sumariados na Tabela 8.

Tabela 8. Efeito do cossolvente na biorredugao da cetona 12 catalisada pela KRED-P2-D12.

Entrada Cossolvente LogP ¢ (%)?
1 DMF -0.63 8
2 Metanol -0.74 29
3 Acetonitrila -0.33 15
4 Etanol -0.31 48
5 THF 0.46 0
6 n-Butanol 0.88 0
7 Alcool isoamilico 1.16 0
8 Diclorometano 1.19 0
9 Cicloexano 2.67 26

10 Tolueno 2.73 15
11 Hexano 3.764 36
12 Heptano 4.66 28

4 Determinado por CG-EM;

Observou-se que na presenca dos cossolventes com log P < 0, foram obtidos
conversdes que variaram de 8%, no caso da N,N-dimetilformamida (tabela 7, entrada 1) a
48%, no caso do etanol (tabela 7, entrada 4). Por outro lado, os cossolvente com log P entre
0,46 e 1,19 (tabela 7, entrada 5-8) inativaram a enzima KRED-P2-D12. Finalmente, os
cossolventes com log P entre 2,67 e 4,66 apresentaram valores de conversao que variaram entre
15% a 36% (tabela 7, entrada 9-12). Neste caso, o etanol (c=48%, e.e.=93%) e o hexano (c=
36%, e.e.= 91%) foram os cossolventes que levaram aos maiores valores de conversdo, na

presenga da KRED-P2-D12.
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3.4.3 Efeito da temperatura na atividade enzimética

Por ultimo, estudou-se o efeito da temperatura no comportamento da KRED-P2-D12
nas seguintes condigdes: 80,9% KRED Recyle Mix P, 14,3% de isopropanol e 4,8% de etanol,
35 °C (um incremento de 5 °C em relacdo aos testes preliminares) a 180 rpm por 72 h. Apds o
término da reacdo, verificou-se uma perda da atividade enzimdatica da KRED-P2-D12, pois a
conversdo diminuiu de 48% para 23%.

Com este teste, finalizamos os estudos para a obtencao do intermedidrio chave para a
sintese do apremilast, o 4lcool (R)-14, o qual pode ser obtido via duas abordagens enzimaticas,
a primeira utilizando lipases e a segunda na presenc¢a das KREDs. Cabe ressaltar que a primeira
abordagem foi mais promissora em relagdo a segunda, visto que o referido intermedidrio quiral
foi obtido com uma conversao de 50% e na sua forma enantiopura, na presenga da lipase de
Aspergillus niger. Desta forma, focamos os nossos esforg¢os para concluir as etapas necessarias

para a obtencdo do farmaco apremilast.
3.5 Sintese da 4-acetilamino-isoindol-1,3-diona (19)
De posse do alcool quiral (R)-14, foi necessario preparar a 4-acetil-isoindol-1,3-

diona (19). O reagente de partida, comercialmente disponivel, foi o anidrido 3-nitroftalico (16),

o qual foi transformado na ftalimida 19, ap6s 3 etapas reacionais (Esquema 15).

Esquema 15. Obtengdo da 4-acetilamino-isoindol-1,3-diona (19).

0 (0]
o __NHsOH NH,4OH; NH _Ho/Pt EtOH NH A020
230 °C 50 °C 80 °C

o) 93% 96% NH, © 54%

NO,

16 17 18 O 19

Inicialmente, sintetizou-se a 4-nitro-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (17) com 93% de
rendimento, a partir do aquecimento do anidrido 16 com hidréxido de amdénio (GEORGE e
SNOW, 1995). Posteriormente, realizou-se uma ligeira modificacdo na metodologia relatada
por Zhou et al., na reducao do grupo nitro da ftalimida 17, usando Pt/C (10% Pt/C) em lugar de

Pd/C (10% Pd/C) como catalisador, com obtenc¢do da 4-aminoisoindolina-1,3-diona (18) com
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96% de rendimento (ZHOU, et al., 2016). Finalmente, o composto 18 foi submetido a uma
reacdo de acetilagdo, com a obten¢do da 4-acetilamino-isoindol-1,3-diona (19) com 54% de
rendimento (DREW e PEARMAN, 1937).

Conforme ilustrado no esquema 6, a reacdo entre a ftalimida 19 e o alcool (R)-14,

na presenga de trifenilfosfina e DIAD, deve levar a molécula alvo, o fArmaco apremilast.

3.6 Obtencao do farmaco apremilast [(S)-1]

Para esta etapa foi utilizada a reagdo de Mitsunobu, em que o alcool (R)-14 ¢
submetido ao uma inversdo de configuracdo com o ataque nucleofilico da ftalimida 19.

O primeiro protocolo avaliado na obten¢do do apremilast consistiu na formagao do
intermediario de fosfonio (formado entre a trifenilfosina e o azodicarboxilato de diisopropila,
em tolueno anidro), seguido da adi¢do do alcool (R)-14 e da ftalimida 19, em THF, a
temperatura ambiente (JINGXIA e LIANTAO, 2018). Apds 15 h de reagdo, o apremilast foi
obtido com, apenas, 14% de rendimento.

Devido ao baixo valor de rendimento, optou-se por realizar um protocolo
alternativo, em que a reacdo ¢ processada apenas em THF anidro como solvente (SHENGYIN
e QIANG, 2016). Neste caso, o alcool (R)-14 foi adicionado ao intermediario de fosfonio
(formado entre trifenilfosina e azodicarboxilato de diisopropila, em THF anidro, a -5 °C). Em
seguida, adicionou-se a ftalimida 19 e o sistema reacional foi agitado por 4 h, a -5 °C. Apos este
tempo, o sistema reacional foi agitado por mais 8 h, a temperatura ambiente. Com a execugao

deste ultimo protocolo, o apremilast [($)-1] fo1 obtido com 65% de rendimento (esquema 16).

Esquema 16. Obtencdo do apremilast.

o

0 0

O~ PPhs: DIAD; THF 0 0

o + NH 3 : > —
I 5°C —>4h N (I)I

HO ﬁ_ \H/NH o) t.a.65—; 8h $ ﬁ_
o o ° NH 0
(0] Apremilast
(R)>-14 (S)-1

e.e. >99% e.e. 51%
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Esperava-se que a reagdo de Mitsunobu entre o alcool enantiomericamente puro R-
14 (e.e. > 99%) e a ftalimida 19, proporcionasse o apremilast com inversao total da configuragao
via reagdo de substitui¢ao nucleofilica bimolecular (Sn2). Contudo, ocorreu um grau de
racemizagao no sistema reacional e o apremilast foi produzido com um excesso enantiomérico
de 51%. A perda na pureza optica do produto final, pode ter sido consequéncia da ioniza¢ao do
intermediario de fosfonio (formado na reacdo entre a trifenilfosfina e o dlcool R-14), devido ao
alcool ser benzilico e formar um carbocation estabilizado por ressonancia. Neste caso, a reagao
ocorreria via substitui¢cao nucleofilica unimolecular Sx1, formando pares i0nicos livres e pares
10nicos intimos. Neste caso, o nucleofilo (ftalimida 19) deve reagir diferentemente com os dois
tipos de pares i0nicos do meio reacional. A reagdo com os pares i06nicos livres ocorre na mesma
propor¢ao pelas duas faces do carbocation benzilico, tendo como resultado, a racemizagao
(Esquema 17, item A). Por outro lado, o ataque nucleofilico da ftalimida 19 ao par i6nico
intimo do carbocation benzilico resulta na inversdo da configuragao, ja que ocorre na pela face
contraria a saida do “leaving group” (Esquema 17, item B). Portanto o resultado final ¢ a

inversdo de configuragdo acompanhado de um grau de racemizacao.

Esquema 17. Mecanismo da obtencao do apremilast via reagdo Snl1.
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3.7 Sintese quimioenzimatica do apremilast

Apos um estudo detalhado de etapas quimicas convencionais € enzimaticas, foi
possivel desenvolver uma rota quimioenzimatica com rendimento global de 20%, para a
preparagdo do fArmaco apremilast. A etapa chave consistiu na obtencao do alcool quiral (R)-14
na forma enantiopura, via resolucdo cinética do éster rac-15, na presenca da lipase de
Aspergillus niger. No esquema 17 encontra-se representada a rota quimioenzimatica para a

obtenc¢do do apremilast, desenvolvida neste projeto.

Esquema 18. Sintese quimioenzimatica do firmaco apremilast, desenvolvida neste projeto.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentos

4.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN '*C) unidimensionais, foram obtidos em
um espectrometro Bruker, modelo Advance DRX-300, pertencente ao Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN-UFC). Os espectros foram obtidos na frequéncia do hidrogénio a 300 MHz e
na frequéncia do carbono a 75 MHz.

O solvente utilizado na dissolu¢do das amostras para obtencdo dos espectros foi
cloroformio deuterado (CDCIl3) e dimetilsulfoxido deuterado (DMSQgs). As amostras foram
analisadas em tubos de Smm (WilmadLabglass, New Jersey, EUA).

Os deslocamentos (J) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e referenciados
no caso dos espectros de RMN'H, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as moléculas
residuais nao deuteradas do solvente deuterado utilizado: cloroféormio (6 7,27) e
dimetilsulfoxido (8 2,5). Nos espectros de carbono *C, os deslocamentos quimicos (8) foram
referenciados pelos picos dos carbonos '>C do solvente: cloroformio (& 77,23) e
dimetilsulfoxido (o 39).

A multiplicidade das bandas de absor¢io dos protons nos espectros de RMN 'H foi
indicada da seguinte forma: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quarteto), dd (duplo de
dupleto), dq (duplo de quarteto) e m (multipleto).

O padrio de hidrogenagdo dos carbonos em RMN *C foi determinado através do
emprego da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by PolarizationTransfer) com angulo
de nutagdo (0) de 135°, CH e CH3 com amplitude em oposic¢ao aos CH>, e foi descrito conforme
a convenc¢ado: C (carbono nao hidrogenado), CH (carbono metinico), CH> (carbono metilénico)
e CHs (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtragao

do espectro DEPT 135° do espectro BBD/1H (Broadband Decoupled).

4.1.2 Ponto de Fusdo

Os pontos de fusao foram determinados no equipamento de Microquimica modelo
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APF-301 (LABS), a uma taxa de aquecimento de 2°C/min e ndo foram corrigidos.

4.1.3. Rotagdo optica [a]zl;)

As rotagdes Opticas especificas [a]ZDO foram obtidas em polarimetro PerkinElmer

Modelo 341, na fungdo OROT, caminho 6tico de 10 mm, lampada de sddio 582 nm pertencente
a central analitica do departamento de Quimica Organica do IQ-UNICAMP.

4.1.4 Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises das reacdes enzimaticas foram realizadas utilizando um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu de modelo LC-20AT acoplado a um
detector de UV da marca Shimadzu de modelo SPD-M20A (LABS). A coluna utilizada foi
Chiracel® OD-H (150 m x 4,6 mm D.I.) com o forno ajustado a 40 ° C. O volume de inje¢ao
da amostra foi de 20 pL. Para o seguimento dos tempos de reagdo, o fluxo foi de 1,0 mL/min
usando hexano: IPA como eluente e detector de UV a 207 nm. As condigdes de elui¢ao foram
as seguintes: gradiente de elui¢do hexano-IPA (95:5) a hexano-IPA (90:10) em 41 min. Em
seguida, hexano-IPA (97:3) em 4 min com manuten¢gdao em 10 min. Finalmente, hexano-IPA
(95:5) em 5 min com manuten¢do por mais 5 min. Os tempos de retencdo foram: (S)-acetato
(8)-15 36.69 min; (R)-acetato (R)-15 42.42 min; (S)-alcool (5)-14 33.72 min; (R)-alcool (R)-14
30.86 min.

4.1.5 Cromatdgrafo a Gas-Espectrometro de Massas (CG-EM)

As analises por CG-EM foram feitas em um cromatdgrafo a gas (CGAgilent 6890
Series/ MS- HP 5973) equipado com um amostrador de inje¢ao automatica 7863 (Agilent) (1Q-
UNICAMP). As separagdes foram realizadas em uma coluna capilar de silica fundida (DB-5MS
5%-fenil-95%-dimetil arileno siloxano (30 m x 0,25 mm de didmetro interno), 0,25 mm de
espessura de filme).

As amostras foram injetadas com fluxo constante de gas hélio 1,0 mL min™!. A
temperatura do injetor foi de 250 °C e utilizou-se 1,0 uL de amostra. O espectro de massas foi
obtido pela andlise em aparelho quadrupolo com filtro de fragmentos m/z de 50 a 550 u.m.a. A
temperatura da fonte de ions permaneceu em 250 °C e da interface a 280 °C.

A programagdo da temperatura do forno iniciou-se a partir de 60 °C e foi mantida
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durante 0,5 min. Em seguida, a temperatura foi elevada a 290 °C na taxa de 25 °C. min!' e
mantida nesta temperatura por 5 min. O tempo total de analise foi de 14,20 min. Os tempos de

retencdo dos compostos foram: cetona 12 (8,9 min) e alcool 14 (9 min).

4.2 Cromatografia liquida de adsorgéo

Para a realizag¢ao das andlises cromatograficas de adsor¢ao em colunas foi utilizada
como fase estaciondria gel de silica 60 (¢ mm 0,063 — 0,200)- VETEC®. Os comprimentos e
diametros das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem purificadas
e com as quantidades de adsorventes usados.

As andlises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram realizadas sobre
cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 F2ss- MERCK® (espessura de 0,2 mm).
As cromatofolhas foram submetidas a radiagdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de
onda (254nm - 365nm), emitidas por 1dmpada modelo UVSL — 25 da MINERAL LIGHT®.

Os solventes P.A. utilizados para eluicdo das amostras nas colunas e placas
cromatograficas foram: hexano, acetato de etila, metanol, isopropanol e cloroférmio puros ou
em misturas bindrias numa ordem crescente de polaridade.

Os sistemas reacionais ou fases organicas tratadas foram concentrados, sob pressao
reduzida, em rotoevaporador Biichi Waterbath B- 480, com sistema de refrigeragdo circulatorio,

mantendo-se a temperatura do banho em torno de 40 °C.

4.3 Solventes e reagentes

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo

listados na Tabela 9.
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Tabela 9. Reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento deste projeto

Reagente e/ou Solventes Procedéncia Pureza (%)
Acetato de etila BIO-GRADE 99
Acetona BIO-GRADE 99
Alcool metilico BIO-GRADE 99
Cloroformio BIO-GRADE 99,8
Diclorometano BIO-GRADE 99,5
Tetrahidrofurano SIGMA-ALDRICH 99
Hexano BIO-GRADE 98,5
n-butanol Dinamica 99,4
Isopropanol BIO-GRADE 99.8
Metanol BIO-GRADE 99,9
Etanol Synth 99.5
TBME SIGMA-ALDRICH 99,8
Acetonitrila Tedia 99.9
Ciclohexano SIGMA-ALDRICH 99,5
Heptano SIGMA-ALDRICH 99
Tolueno Synth 99,5
Eter de petroleo NEON -
Dimetilsulfona SIGMA-ALDRICH 98
3-etoxi-4-metoxibenzaldeido SIGMA-ALDRICH 99
3-etoxi-4-metoxibenzonitrila Ark Phharm 98
Solu¢ao de n-Butillitio 2.5 M em hexano SIGMA-ALDRICH -
Acido cloridrico Vetec -
Borohidreto de sodio SIGMA-ALDRICH 96
4-Dimetilaminopiridina ALDRICH >99,9
Anidrido acético Dinamica 99
Trietilamina SIGMA-ALDRICH 99
Anidrido 3-nitroftalico SIGMA-ALDRICH 98
Hidréxido de amodnia Dinamica -
Pt/C (10% Pt/C) Riedel-de Haén -
Trifenilfosfina SIGMA-ALDRICH 98,5

Azodicarboxilato de diisopropila

SIGMA-ALDRICH

4.3.1 Secagem dos solventes

A pré-secagem do THF foi processada mediante o tratamento com CaHa, sob

refluxo, em atmosfera inerte de N2. Posteriormente, foi realizado a adi¢do de sodio metalico na

presenga de benzofenona, sob refluxo, em atmosfera inerte de N2. O tratamento teve seu término

com o aparecimento de uma coloracao azul escura (LI, LIMBERAKIS e PFLUM, 2007)
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4.4 Enzimas

Lipases imobilizadas: A Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em
immobead 150, Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em immobead 150 sol
gel AK em pumice, Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em sol gel AK,
Lipozyme RM IM, Amano lipase PS-IM imobilizada em terra diatomécea, Thermomyces
lanuginosus imobilizada em immobead 150 e lipase de Candida antarctica do tipo B
imobilizada em resina acrilica (Novozym® 435), foram adquiridos da Sigma®.

Lipases livres: A Lipase de Candida rugosa, Amano lipase Burkholdeira cepacia,
lipase de Rhizopus niveus, Amano lipase G de Penicillium camemberti, Amano lipase M de
Mucor javanicus, lipase de Aspergillus niger, lipase de pancreas de porco (PPL) e Amano lipase
de Pseudomonas fluorescens, foram adquiridos da Sigma®.

As KREDs foram adquiridas da Codexis®, consistindo no Codex KRED Screening
Kit, contendo 24 KREDs.

4.5 Sintese da 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanona (12)

Em um balao de 25 mL, adicionou-se dimetilsulfona (926 mg, 9,85 mmol) e 7 mL
de THF seco a 0 °C. Em seguida, adicionou-se uma solugao 2,5 M de r-butil-litio em hexano
(3,8 mL, 9,45 mmol). Agitou-se a mistura resultante entre 0 e 10 °C durante 1 h. Posteriormente,
dissolveu-se a 3-etoxi-4-metoxibenzonitrila (5) (700 mg, 3,94 mmol) em 2,3 mL de THF seco
a 0 °C e adicionou-se gota a gota a mistura reacional, mantendo essa temperatura durante 1 h.
Ap0s este periodo, elevou-se a temperatura do sistema reacional até a temperatura ambiente e
agitou-se durante 12 h. A reagdo foi finalizada pela adi¢do de 6 mL de HC1 2,5 M e a mistura
foi agitada durante 1 h. Em seguida, filtrou-se o s6lido formado e recristalizou-se com éter de
petroleo/AcOEt, obtendo um solido branco identificado como 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-

(metilsulfonil)etanona (910,5 mg, 85%) com Rfhexano:AcOEt (1:1)=0,47 e p.f. 144-145 °C.

4.6 Sintese do 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol (rac-14)

Em um baldo de 20 mL, dissolveu-se (12) (300 mg, 1,1mmol) em CH>Cl, e MeOH
(1:4; 0.1M). Em seguida adicionou-se, NaBH4 (50,1 mg, 1,32 mmol), a temperatura de 0 °C. A
reacdo ocorreu por 30 min. Ao término, evaporou-se 0 MeOH a pressao reduzida. Adicionou-

se 10 mL de uma solugdo de HCI 1 M e extraiu-se o produto com AcOEt (3 x 30 mL), sendo a
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fase organica tratada com Na>SOs anidro. Apoés filtragdo, evaporou-se o AcOEt a pressao
reduzida e o produto bruto foi purificado em coluna cromatografica filtrante com gel de silica
flash usando hexano:AcOEt (1:1) como eluente, obtendo um solido branco identificado como
1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol  (rac-4) (295 mg, 98%) com Rf
hexano:AcOEt (1:1)=0,33 e p.f. 115-117 °C.

4.7 Sintese do acetato de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etila (rac-15)

Em um baldo de 10 mL, dissolveu-se DMAP (55,7 mg, 0,456 mmol) e Ac2O (259,8
uL, 2,735 mmol) em 4 mL de CH2ClL. Em seguida, adicionou-se rac-14 (250 mg, 0,912 mmol)
e EN (55 uL, 0,456 mmol). A mistura reacional foi agitada por 1 h, logo apds, adicionou-se 2
mL de uma solugdo saturada de NaHCOj e extraiu-se a fase aquosa com CH2Cl> (3 x 20 mL),
sendo a fase organica tratada com Na,;SOj4 anidro. Apoés filtragdo, evaporou-se o solvente a
pressdo reduzida e purificou-se o produto bruto em coluna cromatografica com gel de silica
flash usando hexano:AcOEt (1:1) como eluente, obtendo o produto acetato de 1-(3-etoxi-4-

metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etila (rac-15) (246 mg, 85%) como um so6lido branco com Rf

(hexano:AcOEt (1:1) = 0.43. e p.f. = 99-100 °C.

4.8 Hidrdlise de rac-15 catalisada por lipase de Aspergillus niger

Preparou-se uma suspensao de rac-15 (72,8 mg, 0,229 mmol) em 2,3 mL de tampao
fosfato pH 7 0,1 M/n-butanol (8:2) (v/v). Posteriormente, adicionou-se a lipase de Aspergillus
niger (3:1 massa/massa) e agitou-se a mistura reacional a 250 rpm no agitador orbital a 45 °C
por 6 h. Finalizou-se a reacdo com a adi¢do de 3 mL de AcOEt, seguido da centrifugacao por 5
minutos a 1000 rpm. Em seguida, tratou-se a fase organica com Na>SOj4 anidro. Apos filtragao,
evaporou-se 0 AcOEt a pressdo reduzida e purificou-se o produto bruto em coluna
cromatografica com gel de silica flash usando CH>Cl2:MeOH (9.7:0.3) como eluente, obtendo
32 mg de (R)-14 e 30,1 mg de (5)-15, com valores de e.e. > 99%.

4.9 Biorreducdo da cetona 12 catalisada pela cetorredutase KRED-P2-D12
Adicionou-se 2 mg da KRED-P2-D12 da Codexis® e 1,3 mg da cetona 12 em um

eppendorfde 2 mL. Em seguida, adicionou-se 425 pL de uma solucdo estoque de KRED Recyle
Mix P, composta por 125 mmol/L de fosfato de potassio, 1,25 mmol/L. de MgSO4, 1 mmol/L de
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NADP*, 80 mmol/L, pH 7.0 a partir de 0,15 g de Mix P disperso em 5 mL de agua mili-Q.
Posteriormente, adicionou-se 75 uL de isopropanol e agitou-se a 180 rpm no agitador orbital a
30 °C por 24 h. Finalizou-se a reagdao com a adi¢ao de 1 mL de AcOEt, seguido da centrifugacao
por 5 min a 4500 rpm. Logo ap0os, tratou-se a fase organica com Na;SO4 anidro e apos filtragao
analisou-se a amostra no CG-EM e CLAE. Apo6s a andlise, confirmou-se a formagao do (R)-1-

(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol com uma conversdo de 48% e e.e. de 93%.

4.10 Sintese da 4-nitro-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (17)

Em um baldo de 5 mL, adicionou-se anidrido 3-nitroftalico (16) (1,55 mmol; 300
mg) seguido de 540 pL hidroxido de amonia, posteriormente, adaptou-se um condensador ao
sistema (sem corrente d’dgua) e aqueceu-se o sistema reacional a temperatura de ebuli¢do até
evaporar toda a agua. Posteriormente, aumentou-se a temperatura até 180 °C e se manteve-se o
aquecimento por 2 h. Apoés este tempo, foi obtido um sélido amarelo identificado como 4-nitro-
1 H-isoindol-1,3(2H)-diona (278 mg, 93%) com Rf (hexano:AcOEt (1:1) = 0,61 e p.f. 213-
215 °C.

4.11 Sintese da 4-aminoisoindolina-1,3-diona (18)

Em um tubo schlenk, adicionou-se Pt/C (10% Pt/C) (47,0 mg, 0,2395 mmol) e 13,5
mL de etanol. Posteriormente, adicionou-se a nitroftalimida 17 (220 mg, 1,140 mmol) a mistura
reacional, sob agitacdo magnética. Manteve-se a reacdo a uma temperatura média de 55 °C e
agitacdo magnética por 24 h em atmosfera de Hz a 2 atm. Apds esse periodo, filtrou-se o meio
reacional e evaporou-se o etanol a pressdo reduzida, obtendo-se um so6lido de coloragao verde
identificado como 4-aminoisoindolina-1,3-diona (177.5 mg, 96%) com Rf (hexano:AcOEt (1:1)
=0,59 e p.f. 265-266 °C.

4.12 Sintese da 4-acetilamino-isoindol-1,3-diona (19)

Em um baldo de 5 mL, adicionou-se a aminoftalimida 18 (170 mg, 1,05 mmol),
anidrido acético (895 pL, 9.5 mmol), e posteriormente aqueceu-se a mistura a 80 °C. O sistema
reacional foi agitado por 1 h. Em seguida, evaporou-se o anidrido acético a pressao reduzida e
o solido formado foi lavado com etanol a frio, filtrado e seco a temperatura ambiente, obtendo-

se um solido branco identificado como 4-acetilamino-isoindol-1,3-diona (116,6 mg, 54%) com
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Rf (hexano:AcOEt (1:1) = 0,6 e p.f. 236-237 °C.

4.13 Sintese do apremilast [(S)-1]

Em um baldo de 10 mL, adicionou-se trifenilfosfina (45,6 mg, 0,174 mmol) e 0,7
mL de THF seco, a -5 °C. Em seguida, adicionou-se, gota a gota, azodicarboxilato de
diisopropila (27 puL, 0,139 mmol) e agitou-se até a formacao do sal. Posteriormente, dissolveu-
se (R)-14 (32 mg, 0,116 mmol) em 0,4 mL de THF seco, a -5 °C e adicionou-se a solucao
formada, gota a gota, a mistura reacional. Apds 10 min, adicionou-se a acetilaminoftalimida 19
(23,7 mg, 0,116 mmol), dissolvida em 0,3 mL de THF seco, a -5 °C, e manteve-se a agitagao
da mistura reacional por 4 h. Em seguida, elevou-se a temperatura do sistema reacional até a
temperatura ambiente e agitou-se por mais 8 h. Apos o término da reacdo, o solvente foi
evaporado a pressao reduzida e o produto bruto foi purificado em coluna cromatografica com
gel de silica flash usando CH2Cl2:MeOH (9,8:0,2) como eluente, com obten¢dao de um so6lido
branco identificado como (8)-N-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil ]-4-
acetilaminoisoindolina-1,3-diona [apremilast] (34 mg, 65%) com Rf CH2Cl2:MeOH (9.5:0.5)=
0.78 e p.f. 175-176 °C.
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5 CONCLUSOES

Em resumo, desenvolvemos uma rota quimioenzimatica concisa para a obtencao do
farmaco apremilast com rendimento global de 20%. A nitrila 5 foi o material de partida ideal,
pois proporcionou a formagao da cetona 12, utilizada na abordagem com as cetorredutases, bem
como a formagao do alcool rac-14, utilizado na forma de acetato na abordagem com as lipases,
ambos com altos valores de rendimento. A abordagem enzimadtica envolvendo o uso de lipases
demonstrou ser mais eficiente em comparagdo aquela que fez uso de cetorredutases. A lipase
de Aspergillus niger provou ser uma enzima eficaz na etapa chave da sintese quimioenzimatica
do apremilast, catalisando a resolugdo cinética do acetato rac-15 e propiciando a obtengdo do
intermediario quiral, o alcool (R)-14, com conversdo de 50%, excesso enantiomérico > 99% e
E > 200.

Vale ressaltar que a resolucdo cinética do acetato rac-15, somente, foi eficiente
quando uma quantidade ideal (tampao/cossolvente 8:2, v/v) de n-butanol foi usada como
cossolvente e quando a temperatura da reagdo foi aumentada de 30 para 40 °C ou 45 °C. E
possivel concluir que o enantidmero (R)-15 foi favorecido pela entropia, j& que ocorreu um
aumento da enantiosseletividade com o aumento da temperatura. Desta forma, consideramos
que a alta enantiosseletividade observada na resolugdo cinética de rac-15 foi uma combinagao
de fatores que incluiram o efeito do cossolvente e o efeito do aumento da temperatura para se
alcancar uma conformacao ideal no sitio ativo da lipase de Aspergillus niger para um perfeito
encaixe do acetato (R)-15. Assim sendo, parametros como temperatura e adi¢cdo de cossolvente
sdo formas de ajustar a conformacdo do sitio ativo e proporcionar um aumento na

enantiosseletividade de uma enzima.
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ANEXO A- CALCULO DO EXCESSO ENANTIOMERICO E DADOS FISICOS E
ESPECTROSCOPICOS

7.1 Céalculo do excesso enantiomérico, conversao e razao enantiomérica

A eficiéncia da resolucdo cinética foi avaliada com base na pureza Optica dos
compostos, expressa em termos de excesso enantiomérico do substrato (e.e.s) € produto (e.e.p),

usando as seguintes equagdes. (1), (2):

_A-B
ees=ayp U

_A-B
eer=yrp @

A representa o enantidmero maioritario e B representa o enantidmero minoritario
representado pelas areas dos picos cromatograficos.

A conversio (¢) é calculada usando a equagdo. (3) :

e.e.

c=——5 (3)

e.eqt+ e.ep
A enantiosseletividade foi expressa como razio enantiomérica ( E ) e calculada pela
equacgdo (4) :

B ln[l - c(l +e.e, )]
B ln[l — c(l —e.ep )]

(4)

Os resultados do e.esee.e.p sdo expressos em percentagem utilizando as

equagdes (5), (6) :

~B

e.e.g = B*lOO (5)
A5 100 (6

.E.p= *

P AT E (6)

Além disso, a conversdo (c¢) também ¢ calculada em porcentagem,

usando (5), (6) .
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7.2 Dados fisicos e espectroscopicos do 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanona

(12)

Solido branco, R, (Hexano/AcOEt, 1:1): 0,47, p.f.: \O
144-145 °C, RMN 'H (300 MHz, CDCl3): § (ppm) 7,62 (dd, J O~
=8,4, 1,9 Hz, 1H), 7,53 (d,J=1,7 Hz, 1H), 6,94 (d, /= 8,5 Hz,
1H), 4,57 (s, 2H), 4,16 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,15
(s, 3H), 1,49 (t, J= 7,0 Hz, 3H), RMN 13C (75 MHz, CDCl): o)
o (ppm) 187,5, 155,1, 148,8, 128,8, 124,9, 111,8, 110,5, 64,6, 0=S=0
61,2,56,3,41,8, 14,7.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3):
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RMN 3C (75 MHz, CDCl:):
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7.3 Dados fisicos e espectroscépicos do 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol

(rac-14)

Soélido branco, Ry (Hexano/AcOEt, 1:1): 0,33, p.f.: N
115-116 °C, RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8 (ppm) 6,82-6,90
(m, 3H), 5,25 (d, /=9,0 Hz, 1H), 4,10 (q, /= 7,0 Hz, 2H), 3,85
(s, 1H), 3,44 (dd, J=15,0 ¢ 9,0 Hz, 1H), 3,14 (d, J = 15,0 Hz,
1H), 3,03 (s, 3H), 1,46 (t, J= 7,0 Hz, 3H), RMN 3C (75 MHz, HO
CDCl): & (ppm) 149,5, 148,8, 133,7, 118,0, 111,6, 110,1, 69,2, 0=S=0
64,5, 62,6, 56,1, 42,9, 14,8.
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RMN 'H (300 MHz, CDCL)
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7.4 Dados fisicos e espectroscopicos do acetato de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etila (rac-15)

Solido branco, Ry (Hexano/AcOEt, 5:5): 0,43, p.f.:
99-100 °C, RMN 'H (300 MHz, CDCl3): § (ppm) 6,84-6,95 0
(m, 3H), 6,19 (dd, J=9,0 ¢ 6,0 Hz, 1H), 4,2 (q, /= 7,0 Hz, 2H), o~
3,86 (s, 1H), 3,63-3,71 (m, 1H), 3,33 (dd, J = 15,0, 3 Hz, 1H),
2,85 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 1,47 (t, J = 7,0 Hz, 3H), RMN 13C )J\O
(75 MHz, CDCl3): o (ppm) 169,3, 150,1, 149,9, 148,7, 129,9,
119,2, 111,7, 111,3, 70,4, 64,6, 60,1, 56,1, 42,3, 21,1, 14,8. |

RMN 'H (300 MHz, CDCl3):
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7.5 Dados fisicos e espectroscopicos do 4-nitro-1H-isoindol-1,3(2H)-diona (17)

Solido amarelo, Ry(Hexano/AcOEt, 1:1): 0,61, p.f.: o
213-215 °C, RMN 'H (300 MHz, DMSO): & (ppm) 11,75 (s,
1H), 8,25 (d, J=7.8 Hz, 1H), 8,11 (d, J=7,0 Hz, 1H), 8,03 (t, NH
J=17,7 Hz, 1H), RMN 3C (75 MHz, DMSO): 6 (ppm) 167,1, No, O
2

164,5, 144,3, 136,1, 134,6, 128,1, 126,7, 123,8.
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RMN 'H (300 MHz, DMSO):
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7.6 Dados fisicos e espectroscopicos da 4-aminoisoindolina-1,3-diona (18)

Solido verde fluorescente, Ry (Hexane/AcOEt, 1:1):
0,59, p.f.: 265-266 °C, RMN 'H (300 MHz, DMSO):  (ppm) O
10,87 (s, 1H), 7,4 (t, J =9 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
6,90 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 6,38 (s, 1H), RMN 3C (75 MHz,
DMSO): & (ppm) 171,5, 169,8, 146,9, 135,5, 133,9, 121,5, NH, O
110,8, 110,7.

NH
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7.7 Dados fisicos e espectroscépicos da 4-acetilamino-isoindol-1,3-diona (19)

Solido branco, Ry (Hexano/AcOEt, 1:1): 0,6, p.f.: 0
236-237 °C, RMN 'H (300 MHz, DMSO): & (ppm) 11,41 (s,
1H), 9,67 (s, 1H), 8,45 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,75 (t, ] = 7.8 Hz, NH

1H), 7,49 (d, J="7,3 Hz, 1H), 2,18 (s, 3H), RMN 3C (75 MHz, "
DMSO): 5 (ppm) 170,2, 169,1, 168,6, 136,4, 135,6, 132,7, \[(
125.1, 117,8, 117,6, 24.2. O
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7.8 Dados fisicos e espectroscopicos do apremilast (S)-1

Sélido branco, Ry (CH2Cl2/MeOH, 0,95:0,05) =
0,78, p.f.: 175-176 °C, RMN 'H (300 MHz, CDCl3):

(ppm) 9,46 (s, 1H), 8,76 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,65 (t, 9,0 Hz, 0

1H), 7,49 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,15 — 7,05 (m, 2H), 6,84 (d, J o~
= 8.9 Hz, 1H), 5,87 (dd, J = 10,5, 4,3 Hz, 1H), 4,56 (dd, J = 0

14,3, 10,6 Hz, 1H), 4,11 (q,J= 7,0 Hz, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,73 \

(dd, J= 14,4, 4,4 Hz, 1H), 2,88 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 1,47 (t, 0=8=0

169,3, 167,6, 149,9, 148,8, 137,7, 136,2, 131,2, 129,4, 125,1,
120,4, 118,3, 115,3, 112,6, 111,6, 64,7, 56,1, 54,6, 48,7, 41,7,
25,1, 14,8.

J=7,0 Hz, 3H), RMN 13C (75 MHz, CDCl3): 5 (ppm) 169,6, WNH o |
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7.9 Espectro de ressonancia magnética nuclear *H da 1-(4-et6xi-3-metoxifenil)pentan-1-

ona

Oleo amarelo, Ry (Hexano/AcOEt, 0,4:0,6) =
0,85, RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 8 (ppm) 7,66 (dd, J =
8,4, 1,9 Hz, 1H), 7,54 (d, /= 1,9 Hz, 1H), 6,88 (dd, J = 8,3,
4,2 Hz, 1H), 4,29 (t,J= 6,6 Hz, 2H), 4,14 (q, /= 7,0 Hz, 2H),
3,92 (s, 3H), 1,72 (m, 2H), 1,50 — 1,45 (m, 5H), 0,97 (t, J =
7.4 Hz, 3H).

O
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RMN 'H (300 MHz, CDCL):
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0
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e
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2
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1.07—
2.004
2.084

th 15011

= 13.451

3.0 2.5 2.0 0.5 0.0 -05 ~-1.0

[
—

4 3.5
f1 (ppm)

7.10 Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H do diacetato de sulfonilbis(1- (3-

etoxi-4-metoxifenil) etano-2,1-diila)

Solido branco, Ry (Hexano/AcOEt, 1:1) = 0,57, p.f.= 130-131 °C RMN 'H (300
MHz, CDCl): 6 (ppm) 6,87 — 6,82 (m, 6H), 6,17 — 6,13 (m, 2H), 4,09 (q, J = 6,9 Hz, 4H),
3,84 (m, 6H), 3,64 — 3,49 (m, 2H), 3,25 (dd, J = 14,8, 4,2 Hz, 2H), 2,07 (s, 3H), 2,05 (s, 3H),
1,46 (t, J = 6,9 Hz, 6H).
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o 0.0
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RMN 'H (300 MHz, CDCL)
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7.11

ANEXO B- CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE E CG-EM

7.12

82

Cromatograma  obtido por CLAE do  1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etanol (rac-14
C:\LabSolutions\Data\KIMNODH\ASPERGILLUS NIGERIMETODO REAL\ACETILACION\TBME 40°C 24 h.lcd
MAY 400
4 PDA Muilti 1
3001 0 2 i 0
] O~ & g O
| LA A2
200+ HO" 8_ HO” %
O
(R)-14 (S)-14
100
| - - ,L
0 T T T T T T
250 275 300 32.5 350 375 40.0
min|
1 _PDA Multi 1/207nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 207nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 31.148 13699871 211156 50.006 51.523
2 33.865 13696755 198671 49.994 48.477
Total 27396626 400827 100,000 100,000
Cromatograma obtido por CLAE do (R)-1-(3-etdxi-4-metoxifenil)-2-

(metilsulfonil)etanol ((R)-14)

C:\LabSolutions\Data\KIM\ODH\ASPERGILLUS NIGERIMETODO REAL\ACOHOL ENANTIOPURO 3.lcd

mAU
FDA Muiti 1
500+
/ \ \ (0]
HO" 3
250+ 8
(R)-14
7 s ... . S— N
—
(Z.rr.l —r—rT —TT T —rTTTT
25.0 27.5 30.0 325 35.0 375 40.0
min
1 PDA Multi 1/207nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 207nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 30.543 29570637 361208 100.000 100.000
Total 29570637 361208 100.000 100.000
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7.13 Cromatograma obtido por CLAE do acetato de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-

(metilsulfonil)etila (rac-15)

C:\LabSolutions\Data\KIMODH\ASPERGILLUS NIGERIMETODO REALACETATO RAC 1.lcd
mAUY; 000
] PDA MUl 1

— 36,321

41.955
o

750—- \O

500-: /(.30 4 :‘;' “L\, BLO"‘" ﬁ_
(s o [\

i 14 (R)}-14
250
v“’ \ \‘\\
- 33 J ~_ !
T 7T ———r7Trrr—rr—rrrrJ|rrrr | T T T T T T
250 275 30.0 325 350 375 40.0 425 450
min
1 PDA Multi 1/207nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 207nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 36.321 55368362 676448 49.535 52.686
2 41.955 56407553 607468 50.465 47314
Total 111775915 1283916 100.000 100.000

7.14 Cromatograma obtido por CLAE do acetato de (S)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etila ((S)-15)

C:\LabSolutions\Data\KIM\ODH\PDF ARTICULO\S ACETATO.lcd
mAU
PDA Muiti 1

750+ §

g 5

® 0

4 [ e
500+ [ 0

1 \ o) I

[ )\o ﬁ_

4 \ O
250 | (S)-14

] ; e )

-+-—fT—1T—r—rrTrrrr7r--Trrrorrrr T T rrr T T T

25.0 215 30.0 325 35.0 375 40.0 425 45.0

min
1 PDA Multi 1/207nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 207nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 36.368 48638038 594807 100.000 100.000
Total 48638038 594807 100.000 100.000
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7.15 Cromatograma obtido por CG-EM da  1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-

(metilsulfonil)etanona (12

[Abundance
4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

TIC: hexano_30.D\data.ms
39

.043

Time—->

L

Y DAL A A S e 2 e e 2 i e o) e
9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00 13.50 14.00
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30000
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10000

5000

m/z-—->

77.0

50 60 70 80

Scan 170 (9.060 min): hexano_30.D\data.ms
148.1

256.1

1791

105.1 119.1

1.0

: L. il ) | IL $85.9 340.9 354.9

et

T T LAY BAbAd )
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360




7.16 Cromatograma  obtido  por

(metilsulfonil)etanol (rac-14)

CG-EM do

Abundance

9.043

2000000

18000004

16000004

14000004

12000004

10000004

600000

400000

TIC: 6.D\data.ms

B
Time--> 10.00 10.50

1100 1150 1200 1250 1300

—
13.50

14.00

Abundance
400000

Scan 167 (

350000

300000

250000

133.1

150000

100000

770 890 4,

510 63.0 119.1

0.
40 50 60 70 80 90

148.

.043 min): 6.D\data.ms
1
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166.1
207.1 16.9226'9 241.1

256.1

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
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1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
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7.17 Cromatograma obtido por CG-EM da biorreducéo da cetona 12 usando a KRED-
P2-D12 e EtOH como cossolvente (Condig6es do item 3.4.2)

Ab“f'&%&f TIC: KREDs_14_EtOH.D\data.ms
8.431
220000] O
~~
O
200000 ;
% -
180000 128
160000
140000
120000
.049
100000
~~
80000 i
HO' 8_
60000 (R)-14
40000
20000
SN, . ot T
Time--> 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00 13.50 14.00
Data Path E: \Kim\OPTIMIZACION\SOLVENTELS\
Data File KREDs_14_EtOH.D
Acq On 17 Oct 2019 18:20
Operator KIM
Sample KREDs_14_EtOH
Misc
ALS Vial 2 Sample Multiplier: 1
Integration Parameters: autointl.e
Integrator: ChemStation
Method C:\msdchem\1\METHODS\DEFAULT .M
Title
Signal TIC: KREDs_14_EtOH.D\data.ms
peak R.T. first max last PK peak corr. COTL- % of
B min scan scan scan TY height area % max. total
1 8.931 142 148 164 BV 233242 6841435 100.00% 52.279%
2 9.049 164 168 229 vw 3 101385 6245022 91.28% 47.721%
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7.18 Cromatograma obtido por CLAE do (R)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etanol (R)-14 produzido a partir da biorreducéo da cetona 12 usando a
KRED-P2-D12 e EtOH como cossolvente (Condigbes do item 3.4.2)

Keds-EtOH C:\LabSolutions\Data\Data\Fabio-Anita\l 8out19\Keds-EtOH.lcd

100 (R)-14 | (S)-14
/ 2
N J ' e
1PDA Multi 1
| L ] ¥ ' | L ¥ ’ T ¥ ’ " L] | L v ' L] | b ] L
275 30.0 325 35.0 375 40.0
min
I PDAMulti I /210nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 210nm 4nm
_Peak# | Ret.Time |  Area |  Height | Area% | Height% _
1 30.804 28578702 390206 96.370 96.428
2 35.376 1076574 14456 3.630 3.572
Total 29655275 404661 100.000 100.000
7.19 Cromatograma obtido por CLAE do apremilast racémico
C:\LabSolutions\Data\KIMMAPREMILAST\APR 1 30°C.lcd
mAU 500
J PDA Muiti 1
400
] b 3 o
= 0 N g 0
4 > ) < N
. [e) [\ N T N (0]
2004 i— |\ i_
] NH [ [\ NH
] \g Apremilast [\ [\ Apremilast
100 S)-1 / \ / -1
_ B I N X (R)
] / \4/ \
e ,T,f%".“_.”; N ——
15.0 17.5 200 225 250 215 30.0 325 35.0
min
1 PDA Multi 1/220nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 220nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 21.944 16144906 273735 50.200 55.978
2 24.969 16016336 215272 49.800 44.022
Total 32161242 489007 100.000 100.000
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7.20 Cromatograma obtido por CLAE do apremilast enantiomericamente enriquecido

C:\LabSolutions\Data\KIM\TEST 11.lcd

mAU |,
150 PDA Muiti 1
P \ = 5
100 o) 3
1 bS]
] O 2 N p S
| o} N Y N~ Q
] S— | S—
50+ NH o Pl = NH 0
1 \g Apremilast / ¥ Apremilast
] (SH-1 / \\ /~\ (R)-1
——r T T T —r—r—
15.0 175 20.0 225 250 275 30.0
min
1 PDA Muiti 1/220nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 220nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 21.881 5169385 82533 75.361 77.869
2 25.317 1690085 23457 24.639 22.131
Total 6859469 105990 100.000 100.000




