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RESUMO

O apremilast, comercializado como OTZELA®, é um farmaco oral, utilizado no tratamento da
psoriase e da artrite psoriatica, atuando como um anti-inflamatério. E um farmaco recente,
que foi aprovado pela FDA (Food Drug Administration) em 2014. O referido farmaco possui
apenas um centro estereogénico e é comercializado na forma enantiomericamente pura, ja que
0 (S)-enantibmero € mais ativo que o (R)-enantidmero. Neste trabalho descrevemos os
resultados preliminares referentes a sintese quimioenzimatica de intermediarios do apremilast
na presenca de lipases, sendo a etapa chave, a obtencdo da amina (S-2)-1-(3-etoxi-4-
metoxifenil)-1-metilssulfonil-2-etilamina, (S)-36. Esse intermediario pode ser obtido através
da resolucdo cinética da amina rac-36, via reacdo de carbamatacdo, catalisada por lipases. A
amina rac-36 foi preparada, com 70% de rendimento, via duas etapas sequenciais one-pot,
que consistiu na reacdo da 3-etoxi-4-metoxibenzonitrila 38 com o (metilssulfonil)metanideo
(carbanion formado entre a dimetilssulfona e n-butil-litio), com a obtencéo da enamina 1-(3-
etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilssulfonil)etenamina 39, seguido de tratamento com NaBH,, em
acido acético glacial. O carbamato de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilssulfonil)etil)alila
rac-49 foi preparado a partir da amina rac-34 via reacdo de carbamatagdo com cloroformato
de alila, na presenca de trietilamina, com rendimento de 89%. Ambos, a amina rac-34 e 0
correspondente carbamato rac-49 foram analisados por CLAE, utilizando coluna quiral, e
condicdes adequadas para a separacdo de seus correspondentes enantibmeros. A primeira
abordagem a ser estudada foi o comportamento de lipases em diferentes solventes a 40 °C por
72 h na resolucdo cinética da amina rac-36, via reacdao de carbamatacdo. Destacaram-se 0s
solventes que apresentaram baixos valores de constante dielétrica: THF, TBME, hexano,
cicloexano e tolueno, sendo que o melhor resultado foi obtido em hexano, na presenca de
CAL-B, com conversdo de 14% e enantiosseletividade (E) >200. Além da CAL-B, a lipase de
Candida rugosa e CAL-A mostram-se promissoras na resolucdo cinética de rac-36. Em
paralelo, o anidrido comercial 3-nitroftalico 50 foi eficientemente transformado no anidrido-
3-aminoftalico 51, em rendimento quantitativo. Este ultimo, foi submetido a uma reagdo de
acetilacdo para a obtencdo do anidrido 3-acetilaminoftalico 37, um dos intermediarios do

apremilast, porém com rendimento de apenas 25%.

Palavras-chave: Carbamatagdo. Apremilast. Resolugdo cinética enzimaética. Lipases.



ABSTRACT

The apremilast, marketed as OTZELA®, is a oral drug, used in psoriases and psoriatic arthritis
psoriatic, acting as a anti-inflammatory. Is a recent drug, which was approved for FDA (Food
Drug Administration) in 2014. The drug referred have a only stereogenic center and is
commercialized in enantiomerically pure form, since what the (S)-enantiomer is more active
which the (R)-enantiomer. In this work we describe the preliminary results referred the
chemoenzymatic synthesis of apremilast intermediates in lipases presence, being the key-step,
the obtaining of amine (S-2)-1-(3-ethoxy-4-methoxyphenyl)-1-methylsulfonyl-2-ethylamine,
(S)-36. That intermediate can be obtained through kinetic resolution of amine rac-36, via
carbamation reaction using lipases. The amine rac-36 was prepared, as 70% yield, via two
sequential steps one-pot, which consisted in 3-ethoxy-4-methoxybenzonitrile, 38, reaction
with (methylsulfonyl)methanide (formed carbanion among the dimethylsulfone and n-butyl-
lithium), with  obtaining of the enamine  1-(3-ethoxy-4-methoxyphenyl)-2-
(methylsulfonyl)ethenamine 39, treatment followed with NaBH,, in glacial acetic acid. The 1-
(3-ethoxy-4-methoxyfenyl)-2-(mehtylsulfonyl)ethyl)alyl carbamate, rac-49, was prepared
starting of amine rac-34 via carbamation reaction with allyl chloroformate, in triethylamine
presence, 89% yield. Both, the amine rac-34 and the carbamate rac-49 corresponding was
analyzed by CLAE, using a chiral column, and ideal conditions for the enantiomers
separation. The first approach to be studied was the lipase behavior in several solvents in 40
°C for 72 h for kinetic resolution of amine rac-36, via carbamation reaction. Highlighted the
solvents which show low value of dielectric constant: THF, TBME, hexane, cyclohexane and
toluene, since which the best result was obtained in hexane, in CAL-B presence, as 14%
conversion and >200 enantioselectivity (E). Also of CAL-B, the Candida rugosa lipase and
CAL-A are promising in kinetic resolution of rac-36. In parallel, the commercial anhydride 3-
nitrophthalic anhydride 50, was effectively transforming in 3-aminophthalic, 51, qualitative
yield. The latter was subjected to an acetylation reaction to obtain 3-acetylaminophthalic

anhydride 37, one of apremilast's intermediates, but with a yield of only 25%.

Keywords: Carbamation. Apremilast. Enzyme kinetic resolution. Lipases.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biocatalise: 0 uso de lipases

Diante da busca de métodos alternativos que visam diminuir impactos ambientais,
0s processos sintéticos chamados de verde vém surgindo como alternativa para diversos
segmentos na industria. A biocatalise e a biotransformacéo se tornaram ferramentas bastante
atraentes para processos tecnoldgicos que empregam a sintese organica, uma vez que fazem
uso de enzimas isoladas ou células integras para promover modificagdes especificas em um
substrato (FABER, 2011).

O termo biocatélise abrange 0s processos em que um catalisador ambientalmente
compativel (enzima) é utilizado para a conversdo de um substrato (composto organico) em um
produto de interesse. Essa conversdo € realizada em condi¢fes reacionais brandas, utilizando

agua, na maioria das vezes, como solvente (SILVERMAN, 2000).

Uma das grandes vantagens de fazer o uso de enzimas em reacfes biocataliticas
refere-se as condigdes reacionais brandas, como temperaturas entre 20 e 40° C, em solugbes
com pH em torno de 5 a 8, fato que proporciona uma diminui¢cdo em problemas reacionais de
decomposicdo, racemizacdo, eliminacdo e isomerizacdo. Além disso, os biocatalisadores,
comparados com os catalisadores quimicos a base de metais, sdo mais vantajosos, porque sdo

ambientalmente aceitaveis, uma vez que sdo completamente biodegradaveis (FABER, 2004).

As lipases (CE 3.1.1.3) sdo enzimas da familia das hidrolases, amplamente
utilizadas em métodos sintéticos verdes de substancias enantiomericamente puras de interesse
na industria farmacéutica (CARVALHO et al., 2015), alimenticia e em quimica fina
(MATHPATI e BHANAGE, 2018). As vantagens no uso das lipases incluem a alta
especificidade (regio-, quimio- e enantiosseletividade) (SANFILIPPO, PATERNO e PATTI,
2018), e o fato de ndo necessitarem da adicdo de cofatores no meio reacional (FONSECA,
2020). Na industria farmacéutica, a maior aplicacdo do uso de lipases € como biocatalisador
para resolucdo cinética enzimatica de racematos visando a obtencdo de intermediarios quirais
de farmacos (MATHPATI e BHANAGE, 2018) (CARVALHO et al., 2015).

As lipases apresentam tolerancia a solventes organicos e aceitam uma ampla gama

de substratos catalisando diversos tipos de reagdes, como exemplificado no Esquema 1.
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Esquema 1- Reagbes que podem ser catalisadas por lipases.

O
o R)J\OR o
j o
transesterificagdo )J\ )J\ hidrazindlise
R/ “OR, R~ “NHNHR,
V\RZOH R2NHNH/2(
(0] H.O (0] (0]
hidrolise 2 NHj amondlise
R1)J\OH R1)J\OEnZ R»])J\NHz
complexo
H,0O, enzima-doador de acila R,NH,
) / \ (0]
peridrélise Ry~ "OOH Rq=ORj3 | RoNH; Ri™ NHRz amindlise
O

R3O)J\NHR2 carbamatacao
Fonte: Gotor-Fernandez, Brieva e Gotor (2011, com adaptacdes)

A catélise enzimatica ocorre devido a interacdo do substrato com os residuos de
aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima. No Esquema 2 é representada a interacdo
entre a enzima e substrato com a participacdo dos residuos de aminoacidos aspartato (Asp) ou
glutamato (Glu), histidina (His) e serina (Ser). Estes residuos de aminoacidos constituem a
triade catalitica responsavel pela atividade catalitica de uma lipase. Como exemplo, é possivel
citar uma resolucéo cinética de um alcool secundario, via reacdo de acilagdo (BANDEIRA et
al., 2017).
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Esquema 2. Interagdo da triade catalitica com o substrato em uma resolucdo cinética

enzimética de um &lcool secundario, via reacéo de acilag&o.

O H. N o
ASP_I<\ N Heo: % D)
© His)w 1\ /0
Ser R3 Doador de acila
©
9 T
—> SerO
Ser0” (_O
| Complexo
Rs enzima-doador de acila
Oxianion
Intermediario
Tetraédrico
H\ JOI\D CO_ g )CJ)\
0. SerO . H_+ . )\
R1\< ) \O)€OSer R O
R R R, Composto acilado
Substrato
Oxianion

Intermediario
Tetraédrico

Fonte: Faber (2011, com adaptagdes)

Inicialmente, os residuos aspartato, histidina e serina sdo ativados via ligacao
de hidrogénio, propiciando um ataque nucleofilico do residuo de amino&cido serina ao doador
de acila, com formacdo de um intermediario enzima-doador de acila. Subsequentemente,
ocorre o0 ataque nucleofilico do substrato (no caso do Esquema 2, um alcool primario, porém
pode ser uma amina primaria ou secundaria) ao complexo enzima-doador de acila, com
formacdo de um segundo intermediéario tetraédrico, o complexo enzima-substrato. Esse ultimo
libera um residuo de serina e gera como produto o substrato acilado. O residuo de serina
liberado regenera a histidina e o aspartato, permitindo a continuidade do ciclo catalitico da

enzima.

1.1.1 A utilizagdo de lipases na sintese de farmacos

Uma parte do mercado farmacéutico esta voltada para o estudo dos constituintes
farmacéuticos ativos, enantiomericamente puros, designados, em inglés, pela sigla APIs
(Active Pharmaceuticals Ingredients). Tal iniciativa se deve ao fato de que alguns
enantibmeros possuem atividades bioldgicas e toxicoldgicas distintas, pois agem de forma

diferente no sistema biologico em que € inserido. Desta forma, esses apresentam propriedades
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farmacocinéticas divergentes, tais como, absorcao, distribuicdo, biotransformacéo e excregéo
(PATEL, 2018).

Por exemplo, o anti-inflamatério (S)-ibuprofeno 1 é ativo (eutdmero), enquanto o
(R)-ibuprofeno ¢ inativo (distdmero). O (S,S)-(+)-etambutol 2 é utilizado no tratamento da

tuberculose, enquanto que o (R,R)-(-)-etambutol causa cegueira, Figura 1.

Figura 1. Férmulas estruturais do (S)-ibuprofeno (1) e do (S,S)-(+)-etambutol (2)

/\/
1 2

Fonte: Elaborada pelo autor

A maioria dos farmacos é produzida por meio de varias etapas reacionais,
variando, em média, de 5 a 15 passos (GROGER, 2018). Geralmente, a etapa-chave é a
formagdo do centro estereogénico na molécula alvo ou no intermediario com a configuragdo
desejada, objetivando produzir o farmaco na sua forma enantiomericamente pura.

A maior vantagem de empregar enzimas em uma resolucdo cinética é que, na
maioria das vezes, a enzima interage somente com um enantibmero, portanto, com alta
enantiosseletividade. Como exemplo, € possivel citar o relato de Lima e colaboradores (2017),
referente a sintese do (S)-pindolol, (S)-3, um farmaco utilizado como B-bloqueador,
empregando duas lipases na rota sintética. Na primeira etapa, realizou-se a resolucéo cinética
do acetilado rac-4, Esquema 3, na presenca da lipase de Pseudomonas fluorescens, com
obtencgéo da cloroidrina (S)-5 e do acetato remanescente (R)-6, com altos valores de excesso
enantiomérico, respectivamente 95 e 97%. Na segunda etapa, foi utilizada a lipase de Candida
rugosa para hidrolisar o acetato (R)-6, levando a cloroidrina (R)-5 com excesso enantiomérico
de 97%. Essa ultima foi submetida a uma reagdo com isopropilamina, levando a formagéo do

(S)-pindolol com rendimento quantitativo.
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Esquema 3 — Sintese quimioenzimatica do (S)-pindolol realizado por Lima et al.(2017)

c/\/\o CI/\/\O

OAc
A\ P. fluorecens
N

H tampéao de fosfato (pH 7)

THE (R)-6 (S5
rac-4 e.e.,=97%. e.e.s = 95%.
¢ =50%

tampéao de fosfato (pH 7) refluxo; 12h
(R)-6 THF, 12h (R)-5 H rendimento (S)-3
rendimento quantitativo quantitativo .
(S)-Pindolol

e.ep=97%..

o o ) o
OAc OH . . OH
N\ C. rugosa A isoprolamina A
N ~
H N N

e.e,=97%.

Outro exemplo, refere-se a sintese quimioenzimatica do luliconazol, (R)-7,
Esquema 4, um potente antifingico, cuja etapa chave da reacdo foi a resolucao cinética do
acetato rac-8, via reacdo de hidrélise, utilizando a lipase Novozym® 435. Nesse caso, foram
obtidos ambos, a cloroidrina, (S)-9, com rendimento de 44,5% e o acetato remanescente, (R)-
8, com rendimento de 46,6%, ambos os enantiomeros com valores de excesso enantiomerico
> 99%. Apds alguns passos reacionais, a cloroidrina (S)-9 foi convertida no luliconazol, (R)-7,

com excesso enantiomérico > 99%, Fonseca et al. (2018).

Esquema 4. Sintese quimioenzimética do luliconazol via resolucdo cinética do rac-8, por

meio de reago de hidrélise, na presenca da lipase Novozym® 435

Cl  OAc Cl - OAc
Cl Novozym® 435 /©/'\/ /ﬁj/\/CI
cl tampé&o de fosfato pH7  Cl
45 °C; 15 min
rac-8 250 rpm (R)-8 (S)-g
46,6% 44,5%
e.e.5>99% e.6.,>99%
¢ =50%
Cl OH
~__Cl NC /=N
N \)
Cl 6 S /
Cl - H, s
(S)-9
Cl (R)-7
Luliconazol

e.6.,>99%
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Estes mesmos autores, Fonseca et al. (2015), relataram em outro artigo, a sintese
quimioenzimatica do farmaco mesilato de rasagilina (R)-10, Esquema 5. Este farmaco é
utilizado para o tratamento, nos estagios iniciais, do mal de Parkinson. A etapa chave da
sintese foi a resolugdo cinética do alcool rac-11, em meio organico, na presenca da lipase de
Thermomyces lanuginosus. Foram produzidos o indanol (S)-11 e o acetato de indanila (R)-12,
ambos com excesso enantiomeérico > 99%. Partindo do (S)-indanol e apds alguns passos
reacionais, foi possivel obter o mesilato de rasagilina (R)-10 com excesso enantiomérico de
92%.

Esquema 5. Sintese quimioenzimatica do mesilato de rasagilina, via resolucéo cinética do

rac-11, por meio de reacdo de acetilacdo em meio organico, na presenca da lipase de T.

T. lanuginosus
> + >
hexano; AcOVin 35°C -
OAc OH

lanuginosus.

OH 15 min
250 rpm

rac-11 P (R)-12 (S)-11

e.e.;=99% e.e.s=99%
¢ =50%
CD == s
(R)-10
(S)-1 Mesilato de Rasagilina
e.e.,=92%

1.2 Resolucao cinética enzimatica de compostos nitrogenados

As aminas quirais tém alto valor na sintese de farmacos e na inddstria
agroguimica, porém, a maioria dos processos de obtencdo de aminas na forma
enantiomericamente pura depende de cristalizagdes com acidos quirais ou sintese assimétrica
utilizando catalisadores quirais metalicos (OLAH et al., 2016).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos com alcodis secundarios
intermediarios de farmacos resolvidos cineticamente, via acilacdo ou hidrolise, com o auxilio
de lipases (Grafico 1). No entanto, 0 numero de pesquisas que buscam a resolugéo cinética

enzimatica de aminas racémicas utilizando lipases é limitado. Nos ultimos anos, a maioria dos
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artigos relatam resolugdes com fluxo continuo, resolucdo cinética dinamica ou utilizando
metais na catélise, como nanoparticulas de paladio. O Grafico 1 mostra um comparativo do
numero de trabalhos publicados, de 2015 até o momento, relacionando a resolucéo cinética de

aminas e alcodis.

Grafico 1. Publicagbes com resoluces de alcoois e aminas, de 2015 até o maio/2020.

2020
2019
2018
2017
2016
2015

B Aminas
m Alcodis

Fonte: Scifinder, utilizando as palavras-chaves: “resolution”, “lipase” ¢ “alcohol” para os

alcodis. Para as aminas utilizaram-se as seguintes, “resolution”, “lipase” ¢ “amine”.

Sanfilippo, Paterno e Patti (2018) relataram a resolucdo cinética enzimatica da
feniletanamina, rac-13 (Esquema 6), com conversdo de 19% e enantiosseletividade acima de
200. Em seguida, os autores realizaram a resolucdo cinética da 4-fenilbutan-2-amina rac-15
(Esquema 7), como uma das etapas para a producdo labetalol (R,R)-17 ou (S,R)-18 , via
benzilacdo, utilizando a Candida antarctica (Novozym 435®), benzoato de metila como

doador de acila e tolueno como solvente.

Esquema 6. Resolucdo cinética enzimatica da feniletanamina rac-13, Sanfilippo, Paterno e
Patti (2018).

CHs CH; O CHs
Novozym 435; benzoato de metila H
Tolueno
45°C; 144 h
rac-13 300 rpm (R)-14 (5)-13
e.e.;= 99%

c=19%
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Esquema 7. Resolucdo cinética enzimatica de rac-15 na obtencdo do labetalol (R,R)-17 ou
(S,R)-18, por Sanfilippo, Paterno e Patti (2018).

Novozym 435; benzoato de metila Q
NH N NH
2 Tolueno H)b + ©/\/\ ?
45°C; 4 d

300 rpm
rac-15 (R)>-16 (S)>-15
6.6.,= 99% e.e.s=31%
c=24% \

HO ) HO B
H2NOC:©\;/\N : ¥ H2NOC:©\‘/\N :
OH H/\/\© OH H/\/\©
(RR)-17 (S,R)-18

Alatorre-Santamaria et al. (2008) estudaram o comportamento das lipases na
resolugdo cinética enzimética de aminas secundarias, via carbamatagdo. Foram avaliadas as
seguintes aminas: i) indolina-2-carboxilato de metila, rac-19, ii) octaidro-1H-indol-2-
carboxilato de metila, rac-20 e iii) octaidro-1H-indol-2-carboxilato de benzila, rac-21,
Esquema 8, utilizando o carbonato de 3-metoxifenilalila, 22a, e o carbonato de dialila, 22D,
como doadores de acila e como lipase a Candida antarctica do tipo A, CAL-A. Foram
obtidos os (S)-carbamatos com conversfes que variaram entre 20% e 50%, valores de

enantiosseletividade acima de 200 e tempos de reacdo que variaram entre 4 e 72 h.
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Esquema 8. Resolucdo cinética do indolina-2-carboxilato de metila, rac-19, octaidro-1H-
indol-2-carboxilato de metila, rac-20 e octaidro-1H-indol-2-carboxilato de benzila, rac-21,

em meio organico.
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CO,Me + /@\ ) mCOzMe + @---COZMG
m ~o O)J\O/\/ CAL-A N N
H
J=o

H

TBME
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e.e.,>99%
¢ =50%
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N o~ o TBME N N
30°C. 23h =0
rac-20 22b 250 rpm O (R)-20
(S)-24

\ e.es=25%
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c=20%
0 CAL-A mco B @ 1CO,B
BN+ . 2bn
mcoan ¥ \/\OJ\O/\/ TBME N N

H 30°C. 72h )Qo

250 rpm 9] (R)-21
rac-21 22b S)-25

\ (S)- e.es>99%

e.ep, =98%

c=50%

Kovacs et al. (2017) realizaram um estudo das resolugdes cinéticas enzimaticas
de derivados da tetraidro-B-carbolina, na presenca de lipases, utilizando duas aminas
secundarias, rac-26 (Esquema 9) e rac-27 (Esquema 10). A resolucdo cinética da amina rac-
26 ocorreu na presenca de YA (lipase de Candida rugosa) como biocatalisador, carbonato de
fenilalila como doador de acila, em tolueno anidro, levando a converséo de 50%, valores de
excesso enantiomeérico de 98% para o carbamato e para a amina remanescente e
enantiosseletivdade acima de 200. Cabe ressaltar que para alcangar os valores ideais, as

resolucbes ocorreram em um longo periodo reacional (72 h).



29

Esquema 9. Resolucéo cinética da amina secundaria, rac-26 em meio organico

O YA; carbonato de fenilalila 0 /O:©i>
+
~o NH Tolueno ~o NH ~o : N\n/o\/\
=0

40°C;72h
rac-26 (S)-26 (R)-28
e.e.s =99% e.e., = 98%
c=50%

Inicialmente, para a resolucdo da amina secundaria rac-27 (Esquema 10) foram
utilizados dois doadores de acila, o carbonato de fenilalila e o carbonato de 3-metoxifenilalila,
na presenca de CAL-B em TBME a 50 °C. Ao se utilizar o carbonato de fenilalila, na
presenca de trietilamina como aditivo e apds 36 h de reacdo, foram obtidos os valores ideais
em uma resolucdo cinética, conversdo de 50%, enantiosseletividade acima de 200 e excesso
enantiomérico do produto e do substrato remanescente em 98%. Ao se utilizar o carbonato de
3-metoxifenilalila, a enantiosseletividade foi alta (E>200), mas a conversao foi de apenas 4%.

Esquema 10. Resolucdo cinética da amina secundaria, rac-27, com trietilamina, em meio

organico.
o]

NH  CAL-B; carbonato de fenilalila; Et;N NH v _
\ ’ ’ 3 \ + \ -, O——\/

N “

N TBME N H
50 °C; 36 h
rac-27 (S)-27 (R)-29
e.e.s=97% e.e., = 98%
c=50%

Em um estudo posterior, Kovéacs et al. (2018) realizaram as resolucdes cinéticas
de derivados da tetraidro-B-carbolina, trés aminas secundarias, rac-27, rac-30 e rac-31,
(Esquema 11) utilizando a CAL-B como lipase, carbonato de fenilalila como doador de acila
em trietilamina e éter di-isopropilico (DIPE) como solvente organico. Os resultados foram
promissores, com obtencdo de conversdo de 50% e valores de excesso enantiomérico maior
que 99% para todos os derivados. A Unica diferenca nas resolugdes cinéticas dos derivados da
tetraidro-B-carbolina foi em relacdo ao tempo reacional. Para a resolucdo do rac-27 foi
necessario um dia, para o rac-30 foram necessarios cinco dias, enquanto para o rac-31 foram

necessarios sete dias, a 60 °C. Nesse trabalho, apesar dos resultados promissores, podem ser
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elencadas trés desvantagens em relagdo as resolucdes cinéticas: (i) longo tempo reacional, que
variam de um a sete dias; (ii) alta temperatura e (iii) a necessidade de se utilizar trietilamina

como aditivo no meio reacional.

Esquema 11. Resolugdo cinética dos derivados da tetraidro-p-carbolina, rac-27, rac-30 e rac-

31, em meio organico.

X
/\/
©\/\QNH CAL-B; carbonato de fenilalila; EtzN ©\/QH @E\QN (e}
> + ',/
N R H R ” R

H DIPE

60° C
R= Me rac-27 R= Me (S)-27 R= Me (R)-29 e.e., =97%
R= Et rac-30 R= Et (S)-30 R=Et(R)-32 e.e.,=97%
R= Pr rac-31 R= Pr (S)-31 R=Pr (R)-33 e.e., =99%

e.e.s =99% c =50%

1.3 Abordagem geral sobre o apremilast

Os farmacos produzidos para o tratamento da psoriase se apresentam com o
propdsito de atuar como sinalizador de ceélulas inflamatérias (PAPP et al., 2012). A
fosfodiesterase 4 (PDE 4) é uma enzima intracelular que age no controle dos niveis do
monofosfato ciclico de adenosina (AMPCc), degradando o AMPc e aumentando os niveis de
celulas inflamatdrias (HORVAT e VARDJAN, 2019 e BISSONNETTE et al., 2016).

O apremilast [(S)-N-{2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilssulfoniletil]-1,3-dioxo-
2,3-di-hidro-1H-isoindol-4-il}acetamida] (S)-34, Figura 2, foi relatado pela primeira vez em
2009 pela Celgene Corporation por Hon-Wah Man e colaboradores (MAN et al., 2009),
sendo aprovado pela Food & Drug Administration (FDA) no ano de 2014 (RUCHELMAN,
2015). A aprovacdo do referido farmaco foi realizada no Brasil pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2018 (ANVISA, 2018). O apremilast € comercializado
como OTZELA®, um farmaco oral, especificamente utilizado para inibir a PDE 4, uma
enzima associada ao desenvolvimento da psoriase e da artrite psoriatica, atuando como um
anti-inflamatorio (PAPP, 2012). Na literatura ja foram relatadas sinteses convencionais do
apremilast (Item 1.3.1.), utilizando reagentes convencionais ou catalisadores quirais e sinteses

utilizando cetorredutases e resolucéo cinética dindmica utilizando lipases (Item 1.3.2.).
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Figura 2. Estrutura quimica do apremilast, (S)-34

\
0
0
2 \_

N

é’\:o

\WNH 0o
o

(S)-34

Fonte: MAN et al., 2009

1.3.1 Estratégias sintéticas convencionais na sintese do apremilast

A sintese total do apremilast, Esquema 12, realizada pela Celgene Corporation, se
inicia com a reacdo entre o bis(trimetilsilil)amida de litio e o 3-etoxi-4-metoxibenzaldeido,
35, seguido da adicdo da dimetilssulfona e n-butil-litio em trifluoroboroeterato, com a
obtengédo da 2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)]-1-metilssulfonil-2-etilamina, rac-36. Em seguida,
foi realizada uma resolucgdo cinética da amina rac-36, via reacdo acido-base, utilizando um
derivado do aminoacido L-leucina, com a obtencdo da amina quiral, (S)-36, com excesso
enantiomérico de 98,4%. Finalmente, a amina (S)-36 foi submetida a uma reacdo com o
anidridro 3-acetilaminoftalico, 37, sob refluxo, para formar o apremilast, (S)-34, com excesso

enantiomérico de 99,5%.
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Esquema 12. Sintese do apremilast (S)-34, realizada pela Celgene Corporation.
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I O \
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(S)-36 37 5 (S)-34

e.e.;=99,5%

Em 2015, Ruchelman e Connolly relataram a sintese do apremilast a partir da
reacdo entre a 3-etoxi-4-metoxi benzonitrila, 38, e o intermediario (metilssulfonil)metanideo
(carbanion formado entre a dimetilssulfona e n-butil-litio), com a obtencédo da 1-(3-etoxi-4-
metoxifenil)-2-(metilsulfonil)eten-1-amina, 39, Esquema 13. Posteriormente, esta ultima foi
submetida a uma hidrogenacdo assimétrica, na presenca do (S-1)-[(Rp)-2-
(difenilfosfina)ferrocenil]etildi-t-butilfosfina, triflato de bis(1,5-ciclooctadieno)rédio(l) e
hidrogénio, seguido de tratamento com acetato de L-leucina, produzindo a substancia (S)-40.
Finalmente, (S)-40 foi submetida a uma reacdo com o anidrido 3-amidoftalico, 37, sob

refluxo, para formar o apremilast (S)-34 com excesso enantiomérico de 99,4%.
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Esquema 13. Sintese do apremilast (S)-34 realizada por Ruchelman e Connolly (2015).
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Posteriormente 0os mesmos autores (2015) relataram a sintese do apremilast, a
partir da reacdo entre nitrila 38 e o (metilssulfonil)metanideo, com a obtencdo da enamina 39,
Esquema 14. Em seguida, esta Ultima foi submetida a uma reacdo com o anidrido
trifluoroacético (TFAA), com a obtencdo do N-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)-
vinil)-2,2,2-trifluoroacetamida, acetamida 41. Este ultimo composto 41 foi submetido a uma
hidrogenacgdo assimétrica, na presenca do (S-1)-[(Rp)-2-(difenilfosfino)ferrocenil]etildi-terc-
butilfosfina, triflato de bis(1,5-ciclooctadieno)rédio(l) e hidrogénio, seguido de tratamento
com um derivado do aminoacido L-leucina, com obtencdo da amina (S)-36. Por fim, a amina
(S)-36 foi submetida a uma reacdo com o anidridro 37, sob refluxo, para formar o apremilast

(S)-34 com excesso enantiomérico de 99,4%.
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Esquema 14. Rota de sintese do apremilast (S)-34 realizada por Ruchelman et al. (2015)
utilizando a nitrila 38.
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Gao, Lv e Zhang (2017) realizaram a reducdo assimétrica do composto 42,
utilizando um catalisador metélico derivado do rddio, em isopropanol, obtendo o sulfeto 43
com excesso enantiomérico de 94%, Esquema 15.
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Esquema 15. Rota de sintese do apremilast (S)-34 realizada por Gao, Lv e Zhang (2017)
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1.3.2 Estratégias sintéticas alternativas do apremilast

Na literatura foram relatadas mais duas metodologias para sintese do apremilast,
(S)-34, porém, utilizando enzimas como catalisadoras a fim de se obter um intermediario na
forma enantiomericamente pura ou enriquecida.

Doubsky et al. (2016) tiveram como foco principal de seu trabalho a resolucéo
cinética dindmica da (S)-N-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)-etil)-2-
metoxiacetamida, (S)-44, utilizando o catalisador de Shvo’s como agente de racemizagdo e a
lipase Novozym 435®. Neste procedimento foram testados doadores de acila, porém o que
mostrou melhor resultado na resolucdo aplicada foi o0 2-metoxiacetato de metila que
contribuiu para 97% de excesso enantiomérico do produto. Ao obter a amida (S)-44, foi
realizada uma reacdo de hidrolise bésica utilizando hidroxido de sdédio e trietanolamina
(TEA), obtendo a amina (S)-36 com 0 excesso enantiomérico de 97%. Terminando com a

sintese do apremilast, (S)-34, com 97% de excesso enantiomérico, Esquema 16.
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Esquema 16. Resolugdo cinética dindmica da amina rac-36 via resolucdo cinética dindmica

desenvolvida por Doubsky et al. (2016).
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Além de serem utilizadas lipases para a realizacdo de obtencdo e centros
estereogénicos com configuragdes definidas, foram realizados testes com cetorredutases, as
quais tem a funcédo de reduzir cetonas pré-quirais para alcodis em configuracdes especificas.

A metodologia de biorreducdo de cetonas pro-quirais foi aplicada por Gazic e
Stavber (2017), que utilizaram as cetonas: 2-cloro-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)etanona, 46a, e 1-
(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanona), 46b, utilizando a levedura de péo
(Saccharomyces cerevisiae) e D-glicose, em &gua, a 30 °C por 48 h, como ilustrado no
Esquema 17.

A cetona 46a foi submetida a uma biorreducdo na presenca da Saccharomyces
cerevisiae e D-glucose, em agua, a 30 °C por 48 h, resultando no (R)-2 -cloro-1-(3-etoxi-4-
metoxifenil)etanol, (R)-47, com rendimento de 99% e excesso enantiomérico de 75%. A
cetona 46a foi transformada na cetona 46b com metanosulfonato de sédio em etanol, sob
refluxo. Em seguida, a cetona 46b também foi submetida a uma biorreducdo na presenca
Saccharomyces cerevisiae e D-glucose, em agua, a 30 °C por 48 h, com obten¢édo do (R)-1-(3-
etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etanol, (R)-48, com conversdo de 75% e excesso
enantiomérico de 85%. A partir de (R)-48, o apremilast foi obtido com excesso enantiomérico

de apenas 20%, Esquema 17.
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Esquema 17. Biorredugéo das cetonas 46a e 46b realizada por Gazic e Stavber (2017).
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Pode-se notar que nos processos alternativos (biocataliticos), o apremilast foi
obtido na forma enantiomericamente enriquecida. No processo de resolucao cinética dindmica
desenvolvido por Doubsky et al., o apremilast foi obtido com excesso enantiomérico de 98%,
Esquema 16, sendo necessario utilizar alta temperatura (105 °C). Por outro lado, a utilizacéo
de Saccharomyces cerevisiae na biorreducdo de cetonas intermediarias, levou a producao do
apremilast com excesso enantiomérico de apenas 20%, Esquema 17.

Cabe ressaltar que os relatos sobre os dois metodos alternativos descritos para a
sintese do apremilast referem-se a duas patentes. Devido a escassez de publicacdes referentes
a métodos biocataliticos aplicados na sintese do apremilast, aliado as vantagens
(biocatalisador degradavel, condigfes reacionais mais brandas e alta estereosseletividade de

enzimas) que tais métodos agregam a um processo sintético, decidimos propor e estudar uma
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rota sintética para a producdo do apremilast, cuja etapa principal consiste na resolugdo
cinética da amina rac-36, via reacdo de carbamatacdo, catalisada por uma lipase.
A proposta para obtencdo do farmaco na sua forma enantiomericamente pura

utilizando lipases, pode ser detalhada no Esquema 18.

Esquema 18. Proposta de obtencdo do apremilast (S)-34 utilizando lipases, via reacdo de

carbamatacao
~o ~o
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Inicialmente, serd realizada a sintese da amina rac-36 a partir da reacdo entre a
nitrila comercial 38, dimetilssulfona (Me,SO,) e n-butil litio em THF anidro. Em seguida,

adiciona-se boroidreto de sédio (NaBH,;) e acido acético glacial, finalizando com a
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neutralizacdo do acido com uma solugédo de hidroxido de s6dio. Com esse procedimento sera
possivel obter a amina racémica rac-36.

Subsequentemente, a amina racémica rac-36 devera ser resolvida, via reacdo de
carbamatacdo catalisada por uma lipase. Portanto, sera necessaria realizar a triagem de
lipases livres e imobilizadas com a amina rac-36, utilizando carbonato de dialila com agente
de carbamatagéo, em um solvente orgénico anidro a fim de obter o carbamato de [1-(3-etoxi-
4-metoxifenil)-2-(metilssulfonil)etil]alila. Caso a resolucdo cinética siga a regra de
Kazlauskas (1991), sera obtido o carbamato (R)-49, e a amina remanescente (S)-36.

O reagente comercial anidrido 3-nitroftalico 50 sera submetido a reducdo do
grupo nitro com hidrogenacdo catalitica em acetato de etila anidro para obtencdo do anidridro
3-aminoftalico 51. Posteriormente, o anidrido 51 serd submetido a uma reacdo de acetilacdo
com anidrido acético para obtencao do anidrido 37.

A sintese do apremilast, (S)-34, seré realizada a partir da amina quiral, (S)-36 € 0
anidrido 37, sob refluxo em &cido acético glacial.

Analisando a rota sintética proposta, sugerimos uma metodologia “verde”
utilizando catalisadores biodegradaveis, que podera resultar em uma eficiente sintese do
farmaco apremilast e seus intermediarios com promissores resultados de conversdo e excessos

enantioméricos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
e Estudar a rota sintética proposta no esquema 18 para a sintese quimioenzimatica

do farmaco apremilast na presenca de lipases, via reacdo de carbamatacao.

2.2 Objetivos especificos
e Estudar a resolucdo cinética enzimética da amina rac-36, via reacdo de
carbamatacao catalisada por lipases.
e Obter os intermediarios para a sintese do apremilast, a amina (S)-36 e o carbamato
(R)-49, respectivamente, com altos valores de excesso enantiomérico e conversao;
e Otimizar as condic¢des reacionais, tais como: tempo reacional, temperatura, meio

reacional e proporcao biocatalisador/substrato (massa/massa).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao da 2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)]-1-metilssulfonil-2-etilamina, rac-36.

Inicialmente, a sintese da amina rac-36 foi realizada conforme o Esquema 19,
mas com a tentativa de isolamento da enamina 39, Esquema 19, formada na primeira etapa.
Dessa forma, foi realizado o procedimento relatado por Ruchelman et al. (2016), como
ilustrado no Esquema 13. Conforme este procedimento, a nitrila 38 foi submetida a reacdo
com o (metilssulfonil)metanideo (carbanion formado entre a dimetilssulfona e n-butil-litio)
em THF anidro, utilizando a proporcédo nitrila:n-BuLi:Me,SO, de 1:1,8:2, por 2 h, a0 °C, e
em seguida por 18 h a temperatura ambiente. Apds esse tempo, a reacdo foi finalizada com a
adicdo de agua, levando a formacéo de um precipitado amarelo, o qual foi filtrado a vacuo. As
analises do referido sélido por RMN de *H e *C (Anexo B, p. 66), comprovaram a formacéo
da enamina 39 com rendimento de apenas 43%, menor do que o obtido pelos os autores
(83%). A agua mdae obtida na filtracdo a vacuo foi analisada por CCD e verificou-se a
presenca de duas substancias com Rf’s proximos, a enamina 39 como composto majoritario e
um subproduto.

Apbs o isolamento do referido subproduto e das analises por RMN de 'H e **C

(Anexo C, p. 68), foi possivel verificar que se tratava da cetossulfona 46b, Esquema 20.

Esquema 19. Obtengédo da enamina 39 e cetossulfona 46b

\O \O \O
O._~ 1. MeySOy; n-BuLi/ THF e}
~ O\/
2. H,0 +
. o 0

| | 0 °C; 2h A S// n_0

ta. 18h H,N > o S
38 39 46b

43%
A formacédo da cetossulfona 46b foi sugerida a partir da hidrélise da imina 52,
Esquema 20. Neste caso, ocorre um equilibrio entre a enamina 39 e a imina 52, 1-(3-etoxi-4-
methoxifenil)-2-(metilsulfonil)etan-1-imina. Esta ultima, provavelmente, sofre um ataque
nucleofico da agua, a qual foi adicionada no sistema reacional para o término da reacdo,
levando a  formacéo do intermediario 1-amino-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etanol, o amino-alcool 53, o qual se transforma na cetossulfona 46b com a

perda de uma molécula de amonia.
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Esquema 20. Proposta mecanistica para formacéo da cetossulfona 46b
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Uma busca na literatura revelou o procedimento em que a amina rac-36 poderia
ser diretamente obtida a partir da enamina 39 formada in situ no meio reacional, Saindane e
Ge (2010). Segundo estes autores, a adi¢do de borohidreto de sédio ao meio reacional leva a
formacgdo da amina rac-36, sem a necessidade de isolar a enamina 39. Portanto, decidimos
realizar o procedimento descrito por Saindane e Ge (2010) com modificacbes nos tempos
reacionais das etapas. Dessa forma, verificamos que o carbéanion da dimetilssulfona
necessitava de apenas 15 min para ser formado. Em seguida, a nitrila 38 foi adicionada ao
meio reacional para reagir com o carbanion da dimetilssulfona por 1 h, com a formacao in situ
da enamina 39. Apos este periodo, a adicdo de borohidreto de sddio, em acido acético glacial,
com agitacdo do sistema reacional por 1 h, seguido da neutralizagdo do meio com uma
solucdo de hidréxido de sodio, sob refluxo por mais 1 h, permitiu a transformacéo da enamina
39 na amina rac-36, com rendimento de 70%, Esquema 21. A amina rac-36 foi isolada e em

sequida caracterizada por RMN de *H e *C (Anexo D, p. 70).

Esquema 21. Obtengdo da amina rac-36
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38 70%



43

3.2 Obtencéo do carbamato de [1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilssulfonil)etil]alila, rac-
49

Apdbs obter a amina rac-36, voltamos a nossa atencdo para a obtencdo do
carbamato rac-49, segundo procedimento descrito por Gellerman et al. (2010). Desta forma, a
amina rac-36 foi submetida a uma reacdo com cloroformato de alila, na presenca de
trietilamina, em diclorometano anidro, por 4 h, a temperatura ambiente. Apds este periodo, foi
obtido o carbamato rac-49 com 89% de rendimento, o qual foi caracterizado por RMN de *H
e 13C (Anexo E, p. 72), Esquema 22.

Esquema 22. Obtencdo do carbamato rac-49
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3.3 Obtencdo do carbamato de [1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilssulfonil)etil]alila, 49,

via resolucdo cinética usando lipases em meio organico.

Finalmente, ao sintetizar a amina rac-36 e o correspondente carbamato de alila
rac-49, foi possivel desenvolver um método de separacdo de seus correspondentes
enantibmeros por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Item 4.1.3, utilizado a
coluna quiral AD-H. Desta forma, partiu-se para a triagem de lipases na resolucdo cinética da
amina rac-36, via carbamatacdo, em meio organico (Esquema 23). As lipases comerciais
utilizadas na triagem foram: 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, lipase de
Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead 150 (TLL), lipase de Candida
antarctica do tipo B imobilizada em resina acrilica (CAL-B), 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,
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lipase de péncreas de porco (LPP), Amano lipase de Pseudomonas fluorescens e lipase de
Candida antarctica do tipo A imobilizada em immobead 150 (CAL-A).

As reacbes de carbamatacdo da amina rac-36 foram realizadas, segundo
procedimento descrito por Alatorre-Santamaria et al. (2008), utilizando solventes organicos
anidros, carbonato de dialila como agente de carbamatacdo, agitagéo de 250 rpm, a 40 °C por
72 h. As proporcdes de substrato/lipase foram de 1:2 (massa/massa), substrato/carbonato 1:10
(mol/mol) e a quantidade de solvente para uma concentracdo de 0,1 M. Os resultados, apos
analisados por CLAE, foram calculados com as equacdes apresentadas no anexo (Anexo A, p.
65). A polarimetria das moléculas quirais ndo foi realizada devido a esses valores ndo estarem

reportados.

Esquema 23. Resolucdo cinética da amina rac-36, via reacdo de carbamatacéo, catalisada por

lipase.
~o ~o ~o0
O\/ O\/ O\/
Lipase; Carbonato de dialila +
O @) (0] (0]
1.0 A O 1.0
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HoN ~ HoN ~ \/\OJ\H\\‘ é\
rac-36 (S)-36 " (R)-49 *

*Caso a resolucao cinética de rac-36 obedeca a regra de
Kazlauskas
3.3.1 Resultados da resolucdo cinética da amina rac-36, via carbamatacdo em meio

organico.

Inicialmente, foram realizados estudos sobre o comportamento das lipases na
resolucdo cinética da amina rac-36, na presenca de varios solventes organicos, a 40 °C por 72
h. Na Tabela 1, encontram-se os resultados obtidos na resolucdo cinética de rac-36 nos
seguintes solventes: TBME, hexano, tolueno, MeCN, heptano, THF e cicloexano. Cabe
ressaltar que foram listadas somente as lipases que apresentaram valores de conversdo igual

ou maior que 1%.
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Tabela 1. Estudo da influéncia da lipase e do solvente na resolugdo cinética da amina rac-36,

via carbamatacao.

Entrada Lipase Solvente | e.e.(s) | e.e.(p) c E
(%) (%) | (%)

1 TBME 13 > 99 12 | >200
2 hexano 17 >99 14 | >200
3 tolueno 13 >99 12 | >200
4 CAL-B MeCN 10 68 13 6
5 heptano 5 36 11 2
6 THF 12 > 99 11 | >200
7 cicloexano 14 > 99 12 | >200
8 TBME 4,3 > 99 4,1 | >200
9 hexano 14 >99 12 | >200
10 Candida rugosa THF 4 38 9 2
11 cicloexano 3 >99 3 >200
12 hexano 5 > 99 5 >200
13 tolueno 6 > 99 6 >200
14 CAL-A heptano 5 41 8 2
15 cicloexano 11 >99 10 | >200
16 TBME 3,0 > 99 55 | >200
17 Lipozyme cicloexano 2 > 99 1 >200
18 TBME 6 87 6 15
19 TLL hexano 6 >99 6 >200
20 cicloexano 3 >99 3 >200
21 PSL in sol-gel ak @ tolueno 5 >99 5 | >200
22 heptano 7 74 8 7
23 PSL sol gel AK em pumice ° TBME 5,7 >99 55 | >200
24 MJL® cicloexano 1 >99 1 | >200

# Amano lipase de Pseudomonas fluorescens in sol-gel ak

® Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em immobead 150 sol gel AK em pumice

° Amano Lipase M de Mucor javanicus

Fonte: O préprio autor
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Observou-se que as lipases listadas no Item 3.3 mostraram comportamentos
diversos em diferentes solventes, porém, com a obtencdo de valores medianos de convers&o.
Os resultados que se mostraram promissores (Tabela 1) foram a da CAL-B em TBME
(Tabela 1 - Entrada 1), hexano (Tabela 1 - Entrada 2), tolueno (Tabela 1 - Entrada 3),
THF (Tabela 1 - Entrada 6) e cicloexano (Tabela 1 - Entrada 7), Candida rugosa em
hexano (Tabela 1 - Entrada 9) e CAL-A em cicloexano (Tabela 1 - Entrada 15).

Observou-se, também, que a CAL-B foi a lipase que apresentou maior atividade
em todos os solventes avaliados na resolucdo cinética enzimatica de rac-36, ndo apresentando
seletividade somente em MeCN e heptano (Tabela 1, Entradas 4 e 5).

A polaridade de um solvente pode influenciar no comportamento de uma lipase na
resolucdo cinética de um racemato (NAKAMURA, KINOSHITA e OHNO, 1995)
(FONSECA et al., 2015) (GALVAO et al., 2018). E possivel observar que a maioria das
lipases foi ativa em pelo menos um solvente organico apolar, destacando-se a CAL-B em
hexano (Tabela 1, Entrada 2), com conversao de 14% e enantiosseletividade maior que 200
(Anexo J, p. 80). A seletividade de uma lipase pode estar ligada a constante dielétrica do
solvente organico, sendo, geralmente, inversamente proporcional a enantiosseletividade de
uma enzima (FONSECA et al., 2015). Este fato decorre devido a um relaxamento na
conformacdo da enzima, fazendo com que o haja interagdo favordvel com os dois
enantibmeros simultaneamente, ocasionando baixa seletividade. A atividade enzimatica
também pode ser influenciada em solventes hidrofilicos, 0s quais removem a camada de agua
do sitio ativo (NAKAMURA, KINOSHITA e OHNO, 1995) (PUTTA, 2018). A Tabela 2
apresenta os valores das constantes dielétricas dos solventes utilizados na resolucdo cinética
de rac-36.

Tabela 2. Constantes dielétricas dos solventes utilizados na resolucéo cinética de rac-36

Solvente Constante dieletrica (¢)
TBME 2,60
hexano 1,89
tolueno 2,40
MeCN 39,00
heptano 1,90
THF 7,60
cicloexano 2,02
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Fonte: O proprio autor

Como podemos observar, de uma forma geral, as lipases apresentaram atividade e
seletividade em solventes que apresentam valores mais baixos de constante dielétrica, com
excecdo da CAL-B em THF, tabela 1, entrada 6.

Um fator que pode corroborar para uma melhor atividade enzimatica em
solventes, como o hexano, em comparagdo aos solventes de maior constante dielétrica, € a sua
hidrofobia, visto que solventes hidrofilicos podem diminuir a atividade catalitica da enzima ao
interagir com a &gua do sitio ativo, alterando a conformacdo da lipase (FONSECA, 2015).
Dessa forma, € possivel destacar os resultados de atividade e seletividade enziméatica nos
seguintes sistemas reacionais: CAL-B em hexano (Tabela 1, Entrada 2), tolueno (Tabela 1,
Entrada 3) e cicloexano (Tabela 1, Entrada 7), Candida rugosa em hexano (Tabela 1,
Entrada 9) e CAL-A em cicloexano (Tabela 1, Entrada 15).

O estudo de resolucdo cinética da amina rac-36, iniciou-se utilizando uma
temperatura de 40 °C. Portanto, decidimos avaliar a influéncia da temperatura na seletividade

e atividade das lipases que se mostraram promissoras em resolver a amina 36.

3.3.2 Estudo da influéncia da temperatura na atividade e seletividade enzimatica

A temperatura € um fator importante em uma resolucdo cinética, e, por isso
decidimos variar esse parametro para verificar a influéncia na efetividade das lipases que se
mostraram promissoras na resolucdo da amina rac-36 (3.3.1.).

Os demais parametros, tais como propor¢bes de enzima:substrato e
substrato:carbonato, tempo reacional, agitacdo e concentracdo do substrato ndo foram
alterados. Foram realizados testes nas seguintes temperaturas: 30, 35 e 50 °C. A Tabela 3

mostra o resultado das resoluc@es cinéticas de rac-36 a 50 °C em TBME.

Tabela 3. Resolucéo cinética da amina rac-36, via carbamatagédo a 50 °C

Entrada Lipase Temperatura | ee.s e.e.p c
(°C) (%) (%) | (%)
1 CAL-B 50 62 67 48

2 Candida rugosa 50 7 99 6 >200
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3 PSL sol gel AK em pumice ® 50 0 - 0 -

4 Lipozyme RM IM 50 17 99 14 | >200

% Amano lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em immobead 150 sol gel AK em pumice

Fonte: O proprio autor

Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 3, podemos verificar que com o
aumento da temperatura, a CAL-B proporcionou uma conversdo quase ideal (48%), porém
com baixa seletividade (E= 9) (Tabela 3 - Entrada 1). Ocorreu um ligeiro aumento na
conversao promovido pela lipase de Candida rugosa (Tabela 3 - Entrada 2) de 4,1% a 40°C
para 6% a 50 °C. Com a Lipozyme RM IM (Tabela 3 - Entrada 4) o aumento da temperatura
levou a um aumento de quase o triplo, de 5,5% (40 °C) para 14% (50 °C), Anexo K, p. 81,
ambas mantendo a seletividade da lipase. Entretanto a PSL sol gel AK em pumice perdeu sua
atividade com o aumento da temperatura, provavelmente, devido a desnaturacdo da lipase
(Tabela 3 - Entrada 3).

Ao analisar cada lipase utilizada na resolugcdo cinética de rac-36 a 50 °C,
verificamos que a CAL-B (Tabela 3 - Entrada 1) sofreu alteragcbes na sua atividade e
seletividade. O aumento da temperatura deve ter alterado a conformagdo da enzima,
proporcionando uma interacdo muito semelhante com os dois enantiomeros da amina rac-36,
culminando em um baixo valor de enantiosseletividade.

Como a CAL-B apresentou um resultado promissor de conversdo, foram
realizados mais dois testes na alteracdo da temperatura, um a 30 °C e outro a 35 °C. Os

resultados encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resolucéo cinética da amina rac-36, via carbamatacdo a 30 e 35 °C

Entrada Lipase Temperatura e.e. s (%) ee.p c E
(%) (%)
1 CAL-B 30°C 6 99 5 >200
2 CAL-B 35°C 15 99 13 >200

Fonte: O préprio autor

A 30 °C a conversédo foi de apenas 5% (tabela 4, entrada 1), mas a 35 °C, a
conversdo (13%) foi proxima a obtida a 40 °C (12%) (tabela 4, entrada 2 e tabela 1,

entrada 1, respectivamente), anexo L, p. 82. Ao analisar o comportamento da CAL-B nas
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diversas temperaturas, notou-se que o0s resultados mais promissores de conversdo e
seletividade foram obtidos a 35 °C ou 40 °C, na presenca de TBME como solvente orgénico.

Geralmente, as lipases sao mais efetivas a temperatura ambiente, porém néo existe
uma regra geral e a eficiéncia dependera da origem da lipase, da estrutura do substrato e do
produto, bem como da natureza quimica do solvente orgéanico utilizado.

Este trabalho apresentou resultados preliminares na resolucdo cinética da amina
rac-36, considerada etapa chave na sintese quimioenzimatica do farmaco apremilast.
Contudo, ¢é possivel vislumbrar a necessidade da realizacdo de novos experimentos com
outros solventes, além do TBME, na busca de uma resolucdo cinética ideal de 36, com
conversdo maxima de 50% e enantiosseletividade (E) > 200.

Em paralelo, foram realizados esforcos para a obtencdo do anidrido 37, utilizado

em uma das etapas de obtencdo do apremilast, a partir do anidrido comercial 50.

3.4 Obtencao do anidridro 3-aminoftalico, anidrido 51

Inicialmente, utilizou-se a metodologia relatada por Lohbeck e Miller (2016) para
sintese do anidrido 51. Neste caso, devido a uma questdo de disponibilidade, foi alterado
somente o catalisador metalico, utilizando platina/C ao inves de paladio (10% Pd/C). O
anidrido comercial 3-nitroftalico, anidrido 50, foi submetido a uma reacdo de reducdo, via
hidrogenacdo catalitica do grupo nitro, para formacao da correspondente amina, em acetato de
etila por 18 h. Nessas condicGes, foi obtido um sélido amarelo com rendimento quantitativo,
o qual foi analisado por RMN de 'H e *C e caracterizado como anidrido 3-aminoftalico,
Anexo F, p.74, 51 (Esquema 24).

Esquema 24. Obtencdo do anidridro 3-aminoftalico, anidrido 51.

0] O
H,; PYC; 2atm
(@) > O
AcOEt
NO, ©O rendimento quantitativo NH, ©
18 h

50 51
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3.5 Obtencéo do anidrido 3-acetilaminoftalico, anidrido 37.

Com a obtencdo do anidridro 3-aminoftalico, anidrido 51, partiu-se para a reacao
de acetilacdo de 51, Liu (2012). O produto foi obtido com um rendimento de 25%, analisado e
caracterizado por RMN de *H e *3C, como o anidrido 3-amidoftalico (Anexo G, p.76),
anidrido 37, Esquema 25.

Esquema 25. Obtencdo do anidrido 3-acetilaminoftalico, anidrido 37

o O
o anidrido acético o
25%
(@]

NH, ©  100°C; 3h WNH
t.a.; overnight o)

51 37

A primeira etapa de transformacdo do anidrido comercial 50 no correspondente
aminoftalico 51, foi realizada eficientemente, com rendimento quantitativo, porém a etapa de
acetilacdo de 51, resultou no anidrido de interesse 37 com um rendimento baixo de apenas
25%, que pode ser provocado por alguns fatores como pouco tempo reacional em refluxo,
influéncia da temperatura ou quantidade de anidrido acético no sistema. Portanto, essa é uma
etapa que ainda requer ajustes no protocolo, objetivando um significativo aumento no
rendimento da reacéo de acetilacéo.

Com os resultados obtidos e apresentados nesta dissertacdo fica evidente que a
sintese quimioenzimatica de um farmaco, como o apremilast, por uma metodologia alternativa
é um grande desafio e requer um periodo de investigacdo que nem sempre coincide com o
prazo limitado para a conclusdo de uma dissertacdo de mestrado. Ainda assim, foram obtidos
resultados promissores na resolucdo cinética enziméatica da amina rac-36, considerada uma
etapa chave na obtencdo do apremilast. De forma complementar, a primeira etapa de
transformacéo do anidrido comercial 50 no 51 foi realizada de forma ideal com rendimento
quantitativo, restando o desafio de ajustar o protocolo na Gltima etapa que consiste na reacao
de acetilagdo de 51 para obtencdo do anidro de interesse 37, com rendimento aceitavel
sinteticamente. Portanto, com os resultados preliminares e promissores obtidos e apresentados
nesta dissertacdo, acreditamos que a nossa proposta de sintese quimioenzimética do

apremilast explicitada no Esquema 18 tem grandes chances de se tornar exitosa.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1 Instrumentos

4.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e RMN **C unidimensionais foram obtidos em
espectrometro Bruker, modelo Avance DRX-300, pertencente ao Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN-UFC), operando na frequéncia do hidrogénio a 300 MHz, e na frequéncia do
carbono a 75 MHz, respectivamente. O solvente utilizado na dissolugdo das amostras para
obtencdo dos espectros foi o cloroférmio deuterado (CDCly).

Para os deslocamentos quimicos (8) foi utilizada a unidade “parte por milhao”
(ppm) e referenciados nos espectros de RMN 'H, através dos sinais de hidrogénios
pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas do solvente deuterado utilizado:
cloroféormio (6 7,27). Nos espectros de carbono 3¢, os deslocamentos quimicos (d) foram
referenciados pelos sinais dos carbonos **C do solvente: cloroférmio (8 77,23).

A multiplicidade dos sinais de absorcao dos prétons nos espectros de RMN *H foi
indicada seguindo a forma: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quarteto), dd (dupleto de
dupleto) e m (multipleto).

O padrdo de hidrogenacdo dos carbonos em RMN *3C foi determinado através do
emprego da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) com
angulo de nutagdo (0) de 135°, CH e CH3 com amplitude em oposic¢éo aos CHy, e foi descrito
conforme a convencao: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH; (carbono
metilénico) e CH3 (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados
pela subtracéo do espectro DEPT 135° do espectro BBD/*H (Broad Band Decoupled).

4.1.2 Ponto de Fusao

Os valores de ponto de fusdo dos intermediarios do apremilat (S)-34 foram
determinados no equipamento de Microquimica modelo APF-301, a uma taxa de aquecimento
de 2 °C/min e ndo foram corrigidos.
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4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As anélises dos enantibmeros da amina rac-36 e do carbamato rac-49 foram
realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em equipamento constituido
de diferentes mddulos integrados. Uma bomba ternaria Shimadzu LC-20AD, um detector
Uv/vis Shimadzu SPD-20A e um forno CTO-20A. Foi utilizada uma coluna quiral de fase
normal Chiralcel® AD-H (4,6 x 150 mm, 5pm). A fase mével empregada de modo isocratico
foi hexano:IPA:dietilamina (95:5,0:0,1) com grau de pureza UV-HPLC, no total de 78 min
em um fluxo de 1,0 mL/ min, a cada injecdo de 20 uL. de amostra. A temperatura do forno foi
mantida em 30 °C, utilizando o comprimento de 232 nm para a analise das amostras. Os
solventes foram filtrados através de membranas de nylon com poros de 0,45um
(Phenomenex). Além disso, as amostras foram filtradas num sistema manual através de
membranas de teflon com poros de 0,45um (Waters). Os tempos de retencdo foram:
enantidbmero 1-amina-36 30.33 min; enantidbmero 2-amina-36 36.35 min (anexo H. p.78);
enantiomero 1-carbamato-49 48. 83 min; enantibmero 2-carbamato-49 62.73 min. (anexo
l. p.79).

4.2 Cromatografia liquida de adsorcéo

Para realizar as andlises cromatograficas de adsorcdo em colunas foi utilizada
como fase estacionaria gel de silica 60 (¢ mm 0,063-0,200)- BIO-GRADE®. 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 F254- MERCK® (espessura de 0,2
mm). As cromatofolhas foram submetidas a radiacdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos
de onda (254nm - 365nm), emitidas por lampada modelo UVSL — 25 da MINERAL
LIGHT®.

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

Os extratos e as fragdes obtidas foram concentrados sob pressdo reduzida em
rotoevaporador Buchi Waterbath B- 480 com sistema de refrigeracéo circulatério, mantendo-

se a temperatura do banho em torno de 50 °C.



4.3 Solventes e reagentes

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento deste trabalho estéo

listados na Tabela 5:

Tabela 5. Reagentes e solventes utilizados, com sua marca e grau de pureza

Reagente / Solvente Marca Pureza
THF CLAE Fisher Chemical 99%
Hexano BIO-GRADE 99%
Acetato de etila BIO-GRADE >99%
Diclorometano BIO-GRADE 99,9%
Isopropanol CLAE TEDIA 99,8%
Dietilamina SIGMA-ALDRICH 99,5%
terc-butilmetil éter SIGMA-ALDRICH 99,8%
Hidreto de Célcio SIGMA-ALDRICH 95%
Benzofenona SIGMA-ALDRICH 99%
Dimetilssulfona SIGMA-ALDRICH 98%
3-etoxi-4-metoxibenzonitrila Ark Pharm 98%
Cloroformato de alila SIGMA-ALDRICH 97%
Carbonato de dialila SIGMA-ALDRICH 99%
n- Butil-Litio 2.5 M em hexano SIGMA-ALDRICH -
Acido Acético Neon 99,8%
Boroidreto de Sodio SIGMA-ALDRICH 96%
Hidroéxido de Sodio Synth 99%
Acido cloridrico Dinamica 37%
Trietilamina SIGMA-ALDRICH >99%
Acetonitrila Tedia 99,9%
Ciclo-hexano SIGMA-ALDRICH 99,5%
Heptano SIGMA-ALDRICH 99%
Tolueno Synth 99,5%
Anidrido aceético Dinamica 99%
Anidrido 3-nitroftélico SIGMA-ALDRICH 98%
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Pt/C (10% Pt/C) Riedel-de Haén -

Fonte: O préprio autor

4.3.1 Secagem dos solventes

Os solventes utilizados nos processos biocataliticos foram tratados com a adicdo
de hidreto de calcio, em refluxo, empregando nitrogénio como gés de purga (ARMAREGO,
2000). O THF foi pré-tratado com hidreto de calcio, em refluxo, seguido de adi¢do de sddio
metalico, na presenca de benzofenona, sob refluxo, utilizando nitrogénio como gas de purga.
O tratamento teve seu término com o aparecimento de uma coloracdo azul escura
(ARMAREGO, 2000).

4.4 Biocatalisadores

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, lipase de Candida antarctica do
tipo B imobilizada em resina acrilica (Novozym® 435) e Candida antarctica do tipo A
imobilizada em Immobead 150 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®.

4.5 Sintese da 2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)]-1-metilssulfonil-2-etilamina, rac-36.

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados 115 mg (1,22 mmol) de dimetilssulfona e 0,720 mL de THF anidro. Em seguida,
0 sistema foi agitado e resfriado a uma temperatura entre 0° a 5 °C. Apds o resfriamento da
solucgéo, foram adicionados, sob agitacdo, 0,200 mL (1,08 mmol) de n-butil-litio e e apds 15

minutos foi inserida no meio reacional 124 mg de nitrila 38 (0,67 mmol) em 0,310 mL de
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THF anidro. A mistura reacional permaneceu em agitacdo durante 1 h, a uma faixa de
temperatura que variou entre 0° e 5 °C. Posteriormente, retirou-se o banho de gelo e a mistura
reacional foi agitada, a temperatura ambiente, por 1 h. Apos este tempo, 0 sistema reacional
foi resfriado a uma faixa de temperatura que variou entre 0° e 10 °C, sequido da adicdo de 46
mg (1,20 mmol) de NaBH,, 0,100 mL de THF anidro e 0,530 mL de &cido acético glacial. O
sistema reacional permaneceu sob agitacdo durante 1 h e, subsequentemente, utilizando um
funil de adicdo equalizado, foram adicionados, gota a gota, 4 mL de uma solucdo de hidroxido
de sédio 5 M. A mistura reacional foi agitada por 45 min, a uma faixa de temperatura que
variou entre a 0° e 10 °C. Apos este periodo, o sistema foi aquecido a 60 °C e permaneceu sob
agitacdo durante 1 h. Em seguida, foram adicionados 5 mL de acido cloridrico 10%, seguido
de extracdo com 20 mL de acetato de etila. Subsequentemente, foram adicionados 8 mL de
hidroxido de sodio 5 M na fase aquosa, elevando o pH para 12, e 20 mL de uma solucéo
saturada de NaCl. Na sequéncia, foi realizada uma extracdo com acetato de etila (3x30mL). A
fase organica foi tratada com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida, com
a obtencdo de 128 mg (70% de rendimento) de um solido branco, o qual foi caracterizado por
RMN de *H e 3C como a amina rac-36, p.f. = 113 °C; R (IPA/AcOEt 50%) = 0.5.

4.6 Sintese do carbamato de [1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilssulfonil)etil]alila, rac-49.

Em um baldo de fundo redondo de 15mL foram adicionados 50 mg (0,18 mmol)
da amina rac-36 e 0,02 mL (0,20 mmol) de trietilamina. Posteriormente, o sistema foi
resfriado a 0 °C e, sob atmosfera de nitrogénio, foram adicionados 0,977 mL de
diclorometano. Subsequentemente, foram adicionados, gota a gota, 0,017 mL (0,13 mmol) de
cloroformato de alila em 0,203 mL de diclorometano anidro. Em seguida, a mistura reacional
foi agitada, a temperatura ambiente, por 4 h. Apos este tempo de reacdo, adicionou-se 6 mL
de &cido cloridrico 1 M, seguido de extracdo com acetato de etila (3 x 20 mL). A fase
organica foi tratada com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida.
Finalmente, foram obtidos 57 mg (89% de rendimento) de um sdélido branco, o qual foi
analisado por RMN de *H e **C e caracterizado como sendo o carbamato rac-49, p.f. = 108
°C; R¢ (hexano/AcOEt 50%) = 0,4.
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4.7 Procedimento geral para a resolucéo cinética enzimatica da amina rac-36, via

carbamatacéo.

Em um vial foram adicionados 10 mg (0,03 mmol) da amina rac-36 e 0,366 mL
de solvente anidro, 20 mg de lipase e 0,043 mL de carbonato de dialila (lipase/rac-
36/carbonato de dialila 2:1:10; m:m:m). O vial foi submetido a agitacdo orbital a variacGes de
temperatura de 30 °C a 50 °C durante 72 h a 250 rpm. Ap0s este tempo, o sistema reacional
foi analisado por CCD e para 0s casos em que ocorreram a formacédo do carbamato 49, foram
realizadas extragcdes com AcOEt (3 x 0,5 mL). Em seguida, os solventes foram evaporados a
pressdo reduzida e cada amostra foi analisada via CLAE para obtenc¢éo da converséo (c), dos
valores de excesso enantiomérico do substrato remanescente (e.e.s) e do produto (e.e.p), bem

como da razdo enantiomérica (E).

4.8 Sintese do anidridro 3-aminoftalico, anidrido 51

Adicionou-se 60,0 mg (0,30 mmol) de Pt/C (10% Pt/C) em um tubo schlenk, e
10,0 mL de acetado de etila. Logo apds, 150 mg de anidrido 3-nitroftalico, anidrido 50, (0,77
mmol) foram adicionados a mistura reacional, sob agitacdo magnética. Inicialmente, manteve-
se a reacdo a uma temperatura média de 80 °C e agitacdo magnética por 15 h. Apos esse
periodo, a temperatura foi elevada para 100 °C durante 3 h em atmosfera de H, a 2 atm. Ap6s
esse periodo, filtrou-se 0 meio reacional e evaporou-se o acetado de etila a pressdo reduzida,
obtendo-se um solido de coloracdo amarelo, identificado como anidrido 3-aminoftalico 51
(125,5 mg, rendimento quantitativo) com R (hexano:AcOEt (1:1) = 0,60 e p.f. 185-187 °C.

4.9 Sintese do anidridro 3-acetilaminoftalico, anidrido 37

Adicionou-se 232 mg (1,42 mmol) de anidrido 3-aminoftalico, anidrido 51, em
um baldo de 5 mL e 1,3 mL (13,5 mmol) de anidrido acético. Posteriormente, a mistura foi
aquecida a 140 °C. O sistema reacional foi agitado por 3 h e logo apds permaneceu a
temperatura ambiente overnight (12 h), seqguido de 3 h entre 0 °C a 10 °C. Em seguida,
evaporou-se o anidrido acético a pressdo reduzida e o solido formado foi lavado com TBME a

frio, filtrado e seco a temperatura ambiente. A realizagdo deste protocolo levou a obtencdo de
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um so6lido cinza identificado como anidrido 3-acetilaminoftalico 37 (73 mg, 25%) com Rf
(hexano:AcOEt (1:1) = 0,70 e p.f. 180-182 °C.
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5 CONCLUSOES

A primeira etapa da proposta sintética para a sintese quimioenzimatica do
apremilast é referente a obtencdo da amina rac-36. Apds um detalhado estudo, concluimos
que a referida amina pode ser obtida one-pot via a formacgéo in situ da enamina 39, como
intermediério, a qual ndo teve que ser isolada. Este protocolo proporcionou a obtencdo da
amina rac-36 com um rendimento de 70%. A etapa chave da sintese quimioenzimatica do
apremilast, proposta neste trabalho, consiste na resolucéo cinética da amina rac-36, via reacdo
de carbamatacdo, na presenca de lipases. Nesta etapa, algumas lipases como a CAL-B,
Candida rugosa e CAL-A se mostraram promissoras, levando ao carbamato quiral 49 com
excesso enantiomerico > 99%, porém com valores maximos de conversdo na faixa entre 11 e
14%. Essa etapa requer um estudo mais detalhado para encontrar um solvente organico
adequado que ndo interfira na atividade da lipase e que, a0 mesmo tempo, garanta uma boa
seletividade no processo de resolucdo dos enantidmeros da amina 36. Ainda assim, foi
possivel verificar que os solventes TBME, hexano, tolueno e cicloexano, de uma forma geral,
foram promissores como meio reacional da resolucdo da amina 36. A temperatura foi um dos
parametros avaliados e podemos concluir que valores acima de 40 °C, levaram a lipase mais
promissora, CAL-B, na resolucdo de rac-36 a perder sua atividade, por um processo de
desnaturacdo, ou diminuicdo na seletividade, por um processo de flexibilizacdo da
conformacdo enzimatica no sitio ativo.

Uma das etapas desenvolvidas em paralelo foi a obtencdo do anidrido-3-
amidoftalico 37 a partir do anidrido comercial 3-nitroftalico 50. Nessa etapa, desenvolvemos
um protocolo eficiente para a transformacdo de 50 no correspondente anidro-3-aminoftalico
51, obtido com rendimento quantitativo. Essa etapa foi otimizada com a utilizacdo do
catalisador Pt/C ao invés de Pd/C, constante no relato do protocolo original, em atmosfera de
hidrogénio a 2 atm.

A execucdo deste projeto culminou na obtencdo de alguns intermediarios
importantes para a obtencdo do apremilast, como a amina rac-36, a sua forma quiral [(S)-36,
caso a resolucéo tenha seguido a regra de Kazlauskas] e o carbamato quiral 49 [(R)-49, caso a
resolucéo tenha seguido a regra de Kazlauskas], bem como o anidrido 3-acetilaminoftalico 37.
Ainda assim, este &€ um projeto que necessita de estudos adicionais que permitam aumentar a

conversdo na resolucdo cinética da amina 36, bem como um aumento no rendimento do
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anidrido 37. Desta forma, a etapa que envolve a reacdo entre a amina (S)-36 com o anidrido

37 deverd levar ao apremilast com altos valores de excesso enantiomérico e rendimento.
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ANEXO A - CALCULO DO EXCESSO ENANTIOMERICO, CONVERSAO E
ENANTIOSSELETIVIDADE

A quantificacdo da eficiéncia na resolucdo cinética enzimatica foi avaliada
utilizando as areas dos picos de acordo com o tempo de retengdo de cada enantiomero. Sendo
expressa em excesso enantiomérico do substrato (e.e.s - 1) e produto (e.e;, - 2), nas seguintes

equacoes:

e.es=22x100 ()
A+B

e..p="x100

No qual A representa o enantidmero majoritario e B representa o enantibmero
minoritario representado pelas areas dos picos cromatograficos.

A conversdo (c) é calculada com a seguinte equacao (3):

c= —=2 %100 (3)

eesxe.ep

A enantiosseletividade (E) € expressa na seguinte equacao (4):

E- In[1-c(1+e.e.p)]
" In [1—c(1—e.e.p)]

(4)
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ANEXO B. DADOS ESPECTROSCOPICOS DA 1-(3-ETOXI-4-METOXIFENIL)-2-
(METILSSULFONIL)ETENAMINA, ENAMINA 39

Solido amarelo, Rf (hexane/AcOEt 1:1): 0,50, p.f.: 127 ~

— 128 °C. RMN 'H (CDCl3, 300MHz): & (ppm) 1,41- i o
1,46 (t, J= 9 Hz, 3H); 2,99 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 4,04-
4,11 (g, J= 6 Hz, 2H); 4,98 (s, 1H); 6,83-6,86 (d, J= 6 o)
Hz, 1H); 6,95 (s, 1H); 7,04 (d, J= 6 Hz,1H). RMN X g’/\o
3C-BB (CDCls, 75 MHz): & (ppm) 14,90; 44,94; H2N
56,23; 64,84; 90,47; 110,94; 111,55; 119,23; 129,83;
148,73; 151,78; 157,08.
RMN 1H (CDCls, 300MH?z)
ETE T 52
.lh |
1" — ,“‘ _J\ “ o8 | = -
%8 : N & g i
7.0 6.5 6;0 55 StO 45 4.0 f (D%‘Sn) 30 25 2.0 l.; 1.0 05 0.0




RMN *C-BB (CDCls, 75 MHz)

67

8RR RA B ~ @ T m
saz & zzz ¢ fHE§§ % :
7\ (N Y T P T T 70 x
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110"(100)% 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
Ppm,
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ANEXO C - DADOS ESPECTROSCOPICOS DA 1-(3-ETOXI-4-METOXI-FENIL)-2-

(METILSSULFONIL)-ETANONA, CETOSSULFONA-46B

Soélido branco, Rf (hexano/AcOEt, 1:1): 0,47, p.f.: ~N
144-145 °C, RMN *H (CDCls, 300MHz): & (ppm)

1,47-1,53 (t, J= 6 Hz, 3H); 3,15 (s, 3H); 3,96 (s,

3H); 4,13-4,20 (q, J= 6 Hz, 2H); 4,57 (s, 1H); 6,93-

6,95 (d, J= 6 Hz, 3H); 7,53-7,63 (m, 3H). RMN 9,/0
3C-BB (CDCl;, 75 MHz): & (ppm) 14,71; 41,85; S
56,35; 61,23; 64,62; 110,52; 111,96; 124,99;
128,88 (Cc); 149,83; 155,19, 187,53

O

RMN *H (CDCl;, 300MH?z)

4

o)

B
\3.96
“
47

8.0 2.5 7.0 6.5 60 55 50 a5 4.0 3.5 30 2.5 2.0 1.5 10 05 00
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RMN *C-BB (CDCls, 75 MHz):

P
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ANEXO D - DADOS ESPECTROSCOPICOS DA 2-[1-(3-ETOXI-4-METOXIFENIL)]-
1-METANOSULFONIL-2-ETILAMINA, AMINA RAC-36

Solido branco, Rf (IPA/AcOEt 1:1): 0,50, p.f: 113,8 -
114 °C, RMN 'H (CDCl;, 300MHz): & (ppm) 4,59- ~
4,63 (dd, J= 12 Hz e J= 6 Hz, 1H); 6,83-6,93 (M, 3H);

_ : . : OM
4,07-4,14 (g, J= 3 Hz, 2H); 3,86 (s, 3H); 2,90 (s, 3H);
1,44-1,49 (t, J= 6 Hz, 3H); 3,22-3,27 (dd, J=12 Hz e J=
6 Hz,1H); 3,36-3,37 (g, J= 3 Hz, 1H). RMN **C-BB (.? _0
(CDCls, 75 MH2): § (ppm) 14,96; 42,60; 56.21; 64.67;  H,N ~
63,10; 148,96; 149,96; 51,10; 110,98; 111,91; 118, 52;
135,42.

RMN *H (CDCls, 300MHz):

RERE BUIRZUBTE RRAZRIR 53
< ~;~ v b Y yv¥ewye 'Q - l'\ m r:\ L r - -

N N - e

} f | | \ L\ )

‘ [
J |'-,. j ".,./‘.,‘ ‘ f . S

a & 2 8 88 8 s

s =] ™ - " ”
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RMN **C-BB (CDCl3, 75 MHz):

o =3 il =
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ANEXO E - DADOS ESPECTROSCOPICOS DO CARBAMATO DE [1-(3-ETOXI-4-
METOXIFENIL)-2-(METILSSULFONIL)ETIL]JALILA, RAC-49

Solido branco, Rf (hexano/AcOEt 1:1): 0,4, p.f.
107 — 108 °C, RMN *H (CDCl;, 300MHz): &
(ppm) 5,19-5,32 (m, 3H); 3,40 — 3,47 (dd, J= 15

Hz, J= 6 Hz,1H); 3,63-3,68 (q, J= 6 Hz,1H); 0
5,83-5,86 (m, 3H); 4,56-4,58 (d, J= 6 Hz, 2H); O
2,63 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 4,06-4,13 (q, J= 6 Hz,
2H); 1,44-1,49 (t, J= 6 Hz, 3H); 6,85-6,91 (m, 9 9

1 . g 120
3H). RMN C-BB (CDCl3, 75 MHz): § (ppm) \/\o N S
155,59; 64,79; 132,62; 118,08; 51,10; 66,21; H

42,86; 137,36; 118,74, 112,00; 149,04; 149,64 ,
111,43; 56,10, 60,06; 14,92.

RMN 'H (CDCls;, 300MHz)

[} I
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RMN *C-BB (CDCls, 75 MHz)
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ANEXO F — DADOS ESPECTROSCOPICOS DO ANIDRIDRO 3-AMINOFTALICO,

ANIDRIDO 51

Solido amarelo, Rf (hexano/AcOEt 1:1): 0,6 p.f.
185 — 187 °C, RMN 'H (DMSO, 300MHz): &
(ppm) 7,55-7,60 (m, 1H); 7,07-7,12 (dd, J= 9 Hz
e J= 6 Hz, 1H); 6,26 (s, 1H). RMN **C-BB
(DMSO, 75 MHz): & (ppm) 108,44; 113,09;
122,65; 131,83; 137,59; 148,73; 164,27; 164,38.

RMN *H (DMSO, 300MHz):
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RMN **C-BB (DMSO, 75 MHz):
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ANEXO G - DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 3-ACETILAMINOFTALICO,
ANIDRIDO 37

Solido cinza, Rf (hexano/AcOEt 1:1): 0,7 p.f.

180 — 182 °C, RMN 'H (DMSO, 300MHz): & o)
(ppm) 2,20 (s, 3H); 7,74-7,77 (d, J= 9 Hz,1H);
7,91-7,96 (t, J= 6 Hz,1H), 8,39-8,42 (d, J= 6 Hz, )
1H), 9,83 (s, 1H). RMN **C-BB (DMSO, 75
MHz): & (ppm) 23,96; 118,48;120,28; 127,90; NH O
131,59; 137,33; 137,45; 162,47; 162,72; 169,28. \H/

O

RMN H (DMSO, 300MHz):
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3C-BB (DMSO, 75 MHz):
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ANEXO H - CROMATROGRAMA OBTIDO POR CLAE DA 2-[1-(3-ETOXI-4-
METOXIFENIL)]-1-METANOSULFONIL-2-ETILAMINA, AMINA RAC-36

PDA Multi 1

mAL

Cl\LabSolutions\Datal\ARTUR OLIVEIRAVAWMINA-CARBAMATOVWAD-H\amina rac padréo.lcd

100+ |

504
] | ‘

_,-"')35.3 51

min

1 PDA Multi 1/232nm 4nm

PDA Chl 232nm 4nm
Peale Ret. Time

1 30337

2 36.351

Total

PeakTable

Height
175190

157015
332205

Area %
49.905

50.095
100.000

Area
19821037

19896267
39717304

Height %

52.735
47.265
100.000




ANEXO | - CROMATROGRAMA OBTIDO POR CLAE DO CARBAMATO DE [1-(3-
ETOXI-4-METOXIFENIL)-2-(METILSSULFONIL)ETIL]ALILA, RAC-49

79

CiLabSolutions\Data\ARTUR OLIVEIRAMAMINA-CARBAMATOVAD-H\carbamato rac padréo.lcd
mAU
& = PDA Multi 1
] f/‘xg 5
200+ [ -
1 !f' I| .-/’\"
F / \
1 / \ [
1501 [ [
f'l |II I|I.' \
] / '. / \
100+ f | |
i i \ \
- I.lll II\\ \
50 /
i / f
/ /
—— -\-‘-‘"—H__\_\_
—— L —
o]/ T —
I 1 1 " 1 ' 1 ' " 1
45 50 65 60 65 70 75
min
1 PDA Multi 1/232nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 2320m 4nm
Peal# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 48.825 42744791 | 220590 51.266 | 52.573
2 62.737 40633111 199002 48.734 47427
Total 83377902 419592 100.000 100.000




ANEXO J - CROMATROGRAMA OBTIDO POR CLAE DA RESOLUCAO
CINETICA DA 2-[1-(3-ETOXI-4-METOXIFENIL)]-1-METANOSULFONIL-2-
ETILAMINA, AMINA RAC-36, EM HEXANO A 40°C POR 72 H

CANARTUR OLIVEIRAWWMINA-CARBAMATOVAD-H\Carbamatac&o\ Triagem Hexano\CALB - HEX - 72 HRS- 40°%c.lcd
PDA Multi 1

mAU

150+ .'f ‘ﬁ
| ',I p

100+

80

504 | .
\ |
] \ | \‘
1 | \ |I o
4 | | E;
0 I|I I.ll =
] fz.' _______>+L —_— T ) S L
| T ]
— T T — — 7777
30 35 40 45 50 55 60
min
1 PDA Multi 1/232nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 232nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 32328 20718597 181610 49477 52.539
2| 38520 18360319 145140 43.845| 41.988
3 49.782] 2796234 18917 6.678 5473
Total 41875151 345667 100.000 100.000




ANEXO K - CROMATROGRAMA OBTIDO POR CLAE DA RESOLUCAO
CINETICA DA 2-[1-(3-ETOXI-4-METOXIFENIL)]-1-METANOSULFONIL-2-
ETILAMINA, AMINA RAC-36, EM TBME A50°C POR 72 H

CA_MARTUR OLIVEIRAVAMINA-CARBAMATO\AD-H\Carbamatacg3o\Triagem TBME\S0°C\ENZIMA 5 - 72 HRS - 50° C.lcd
mAU

1004 & PDA Mult 1
] fles
] I| | 2
1 |
754 | @
- |1 n «
R
504 | | I o
i \ A P
| ]
| \ II \ b
] \ \ Is
254 |\ | \ A
|| 'II &-L/\ IJI L
o S
- - T T -1 1 T 1 — 1
30 40 50 60 70 80
min
1 PDA Multi 1/232nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 232nm 4nm
Peal# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 33.294 10102373 98438 46.556 51.462
2 39385 7194274 62941 33.154 32.905
3 51.052 4402807 29904 20.250 15.633
Total 21699454 191283 100.000 100.000
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ANEXO L - CROMATROGRAMA OBTIDO POR CLAE DA RESOLUCAO
CINETICA DA 2-[1-(3-ETOXI-4-METOXIFENIL)]-1-METANOSULFONIL-2-
ETILAMINA, AMINA RAC-36, EM TBME A 35°C POR 72 H

C:\\Data\ARTUR OLIVEIRA\VAMINA-CARBAMATOVAD-H\Carbamatacdo\Triagem TBMEVCALB - 35 GRAUS - 72 HRS.Icd
mAU

150 I_E PDA Multi 1
|
|
| ]
1 | |I g
100+ | I A
1 | M
a '
| |1
] | \ I 2
so | | [ &
111 I S
\ \
]| \ || | e'/\-
] \ |
I [ [\
ol | I|
1] | /
] — f“-\-..H 1 — _
—  r - 1 - - 1 - r T 1T T 7 — 1 T T 1
30 40 50 60 70 80
min
1 PDA Multi 1/232nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 232nm 4nm
Peak# | Ret Time | Area | Height | Area % | Height %
1 31.028 19014348 172339 45.389 49.764
2 37.158 13970410 116195 33.349 33.552
3 47960 8907001 | 57779 21.262] 16.684
Total 41891759 346313 100.000 100.000




