UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Filipe Cardozo

Estudos Das Reac¢des De Desprotecio De Pro-Farmacos
Derivados Da 5-Fluorouracila Catalisadas Por Paladio

Florianopolis
2023



Filipe Cardozo

Estudos Das Reac¢oes De Desprotecao De Pro-Farmacos
Derivados Da 5-Fluorouracila Catalisadas Por Paladio

Dissertacdo submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina como requisito parcial
para a obtengao do titulo de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Josiel Barbosa Domingos

Floriandpolis
2023



Cardozo, Filipe

Estudos Das Reacdes De Desprotecdo De Pré-Farmacos Derivados
Da 5-Fluorocuracila Catalisadas Por Palddio /Filipe Cardozo ;
orientador, Josie Barbosa Domingos, 2823.

86 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e Matemdticas, Programa de
Pés-Graduacdo em Quimica, Floriandpolis, 2023.

Inclui referéncias.

1. Quimica. 2. Quimica . 3. Quimica Bio-ortogonal. I. Barbosa
Domingos, Josie. II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. III. Titulo.




Filipe Cardozo

Estudos Das Reac¢des De Desprotecio De Pro-Farmacos
Derivados Da 5-Fluorouracila Catalisadas Por Paladio

O presente trabalho em nivel de Mestrado foi avaliado e aprovado, em
02 de agosto de 2023, pela banca examinadora composta pelos
seguintes membros:

Prof. Dr. Tiago Frizon
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.(a) Dr.(a) Adriana Passarela Gerola
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. Vanderlei Gageiro
Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de
conclusdo que foi julgado adequado para obtencdo do titulo de Mestre
em Quimica pelo Programa de P6s-Graduagao em Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Documento assinado digitalmente

Daniel Lazaro Gallindo Borges

Data: 23/11/2023 13:50:14-0300

CPF: ***.794.969-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documente assinado digitalmente
Josiel Barbosa Domingos

Data: 23/11/2023 17:34:26-0300
CPF: ***.404.520-**

Prof. Dr. Josiel Barbosa Domingos
Orientador

Florianépolis, 2023.



AGRADECIMENTOS

Agradegco em primeiro lugar meus pais € meu irmao pelo
amor e apoio incondicional durante toda minha vida. Agradeco
minha companheira Giulia sem a qual este trabalho ndo teria sido
possivel.

A Universidade Federal de Santa Catarina e aos professores
que colaboraram para o meu crescimento. Ao oOrgdo de
financiamento CNPq, pela bolsa de pesquisa de mestrado.

Por fim agradego o Professor Josiel pela oportunidade e
ensinamentos desde a elabora¢do do projeto até sua execugdo. Aos
colegas do LacBio e a todos os colegas que de alguma forma
contribuiram com meu amadurecimento intelectual e pessoal
durante essa caminhada






RESUMO

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar novos
pro-farmacos  propargilados  derivados do  antitumoral
5-Fluorouracila (5FU), e acompanhar suas reacdes de
despropargilagdo mediadas por paladio. Ao todo, foram
sintetizados e caracterizados seis pro-farmacos, sendo trés
compostos ja descritos e usados como padrdes. Os trés novos pro-
farmacos propargilados diferem dos padrdes pela presenca de um
grupo auto-imolativo, que pode alterar tanto a toxicidade, taxa de
liberacao do farmaco ¢ também a reatividade frente ao metal. As
reagoes foram avaliadas em condigdes fisiologicamente relevantes
na presenca de catalisadores homogéneos e heterogéneos de
paladio (0) e palddio (II). O acompanhamento das reacdes foi
realizado pelas técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
e por ressondncia magnética nuclear de flaor. Os resultados
mostraram que os novos pro-farmacos geraram a 5-FU, entretanto
em baixo rendimento. Dados de citotoxicidade em cultura celular
em linhagem de cancer de mama demostraram que os pro-farmacos
sdo estaveis e apresentam baixa toxicidade em relagdo ao farmaco.
Nesse sentido, como perspectiva do trabalho, evidencia-se
potencial para o desenvolvimento de novos catalisadores de paladio
com suas atividades otimizadas frente a rea¢do de despropargilacdo

Palavras-chave: Catélise bio-ortogonal. Catalise heterogénea.
Catalise homogénea. S5-Fluorouracila. Catalise mediada por
palédio.






ABSTRACT

The aim of this work was to sinthesize and characterize
novel 5-fluorouracil propargyl-masked prodrug and to follow their
Pd-mediated depropargylation reactions. Six prodrugs were
synthesized and characterized, with three of the compounds already
described and used as standards. Furthermore, the three new
propargylated prodrugs differ from the standards by the presence
of a self-immolative linker which can alter toxicity, drug release
rate and reactivity towards the metal. The reactions were evaluated
under physiologically relevant conditions in the presence of
homogeneous and heterogeneous palladium (0) and palladium (II)
catalysts. The reactions were monitored by high performance liquid
chromatography and fluorine nuclear magnetic resonance
techniques. The results showed that all three new prodrugs
generated SFU, albeit in low yields. Cytotoxicity data in cell culture
of breast cancer cell lines showed that the prodrugs are stable and
have low toxicity in relation to the drug. Thus, as a perspective of
the work, there is evidence of potential for the development of new
palladium catalysts with their activities optimized against the
depropargylation reaction.

Keywords: Bioorthogonal catalysis. Heterogeneous catalysis.
Homogeneous catalysis. 5-fluorouracil. Pd-mediated catalysis
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6 CONCLUSAO




1INTRODUCAO

A atuagd@o do quimico organico tem impacto em varias areas
da ciéncia e da industria. Do refinamento do petréleo, industrias
alimenticia e téxtil, a areas tecnologicas e da saude. Desta, talvez a
sintese de farmacos seja um dos ramos mais desafiantes e
interessantes da quimica. A habilidade de obter e transformar
compostos em substancias com atividade bioldgica ¢ uma virtude
imprescindivel. Nao obstante, simplificar e alterar a fung@o dessas
moléculas apresenta a mesma complexidade e significancia.

No que diz respeito a satde, o cancer ¢ um problema global
que afeta milhdes de pessoas e impde desafios enormes para os
sistemas de saude ao redor do mundo. E uma doenca caracterizada
pelo crescimento descontrolado e acelerado de células anormais.
Estimativas da Organizagdo Mundial da Satde apontam o céncer
como primeira ou segunda causa de morte antes dos 70 anos em
112 de 183 paises.! No Brasil, cancer de prostata, pulmio e mama
estdo entre as dez principais causas de morte entre homens e
mulheres.! Para mulheres na faixa dos 35 e 39 anos, o cancer de
mama € a principal causa de morte seguida pelo cancer do colo do
utero, com 73.610 e 17.010 novos casos estimados para o ano de
2023, respectivamente.? Ja para os homens, a maior incidéncia da
doencga esta ligada ao cancer de pulmao, prostata e estbmago. A
projecdo de novos casos de cancer de prostata para o triénio 2023-
2025 nas regides sul e sudeste ¢ de 15.870 e 63.531,
respectivamente.’

A quimioterapia ¢ uma das principais ferramentas no
tratamento e combate ao cancer. Porém, essa abordagem ¢ limitada
e apresenta desvantagens. A baixa absor¢do dos farmacos requer
administracdo frequente e em grandes doses para manter uma
concentragdo efetiva dos quimioterapicos no tumor. Esta alta
dosagem pode provocar o desenvolvimento a resisténcia ao
tratamento. Além disso, a falta de seletividade resulta em uma
grave toxicidade sistémica, e com isso o surgimento de muitos
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efeitos adversos como cansago, perda de apetite, ndusea, queda de
cabelo e problemas de pele. Juntas, essas limitagdes diminuem
significativamente a taxa de sucesso do tratamento quimioterapico.
Assim, a racionalizacdo de novas estratégias que mitiguem ou
acabem com esses problemas torna-se ndo sé desejaveis como
necessarias.

Nesse contexto, a quimica bio-ortogonal surge como
excelente opcdo no desenvolvimento de alternativas que podem
superar as limitagdes dos protocolos quimioterapicos tradicionais.
Através do emprego da quimica bio-ortogonal, pode-se aumentar a
especificidade, eficacia e, por consequéncia, a seguranga de
agentes antitumorais estabelecidos, pela reativagdao controlada de
pro-farmacos e com isso, impactar profundamente as expectativas
dos resultados oferecidos pela quimioterapia.

Nos ultimos anos, as reagdes de desprote¢ao mediadas por
paladio tém recebido consideravel atencdo, devido especialmente
as suas propriedades cataliticas amplamente reconhecidas. Essas
propriedades tornam o palddio um metal de interesse promissor
para aplicagdes na quimica bio-ortogonal. Neste sentido, este
trabalho busca desenvolver novos pro-farmacos derivados do
quimioterapico 5-fluoruracila (5-FU) e estudar a suas ativagdes por
catalisadores de paladio
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 5-FLUOROURACILA

Cancer ¢ uma doenga devastadora que atinge milhdes de
pessoas em todo o mundo, afeta os sistemas publicos de saude e a
sociedade como um todo. Ao longo dos anos, progressos
substanciais no campo da pesquisa do cancer levaram ao
desenvolvimento de varias abordagens terapéuticas. Entre elas, a 5-
fluorouracila (SFU) (Fig. 1) ainda ¢ utilizada de forma ampla na
quimioterapia do cancer. Tem papel preponderante no tratamento
do cancer colorretal, mama, vias aéreas e trato digestivo.

Figura 1: Uracila (U) e 5-Fluorouracila (5FU)

O (e}
F
HN)j 3 HN"4 |5
2
o)\N O)\N 6
H H
1
Uracila (U) 5-Fluorouracila (5FU)

Fonte 1: o autor (2023).

A 5FU ¢ um composto heterociclico aromatico com
estrutura semelhante as moléculas de pirimidina do DNA e do
RNA. E um anélogo da uracila com um atomo de flior na posigio
C-5 (Fig. 1). Foi sintetizada pela primeira vez na década de 1950
como um potencial agente antitumoral.* Seu desenvolvimento
inicial foi baseado em observacdes de que certos antimetabdlitos
inibiam a sintese de DNA e RNA. Os antimetabdlitos sdo farmacos
quimioterapicos com estruturas quimicas proximas a dos
metabolitos e que podem ser incorporadas ao DNA ou RNA
alterando o metabolismo normal das células que por consequéncia
impendem-nas de se replicarem.

Ao longo das ultimas décadas, estudos sobre o mecanismo
de agdo da SFU contribuiram com desenvolvimento de estratégias

18



que pudessem aumentar sua atividade antitumoral. Além de sua
incorporacdo ao DNA e RNA, a citotoxicidade da 5FU ¢ atribuida
a sua inibi¢do da enzima timidilato sintetase (TS), responsavel pela
conversdo da uracila em timina, necessaria no reparo e replicacao
do DNA. Contudo, os efeitos adversos causados pela
administracdo da 5FU, resultado da baixa seletividade, limitam sua
dosagem e podem impedir um tratamento quimioterapico ideal. A
racionalizagdo quimica no design de pro-farmacos pode oferecer
maneiras de controlar e minimizar os efeitos indesejados da
quimioterapia.® Os pro-farmacos sdo compostos quimicamente
modificados, com pouca ou nenhuma atividade farmacolégica, que
sdao convertidos, in situ, nas espécies farmacologicamente ativas.
A regeneracdo da atividade pode ser atingida por varios
mecanismos, entre 0S mais comuns estao processos quimicos como
reacdes de oxido-reducdo e reacdes enzimaticas.” Além disso, a
SFU tem baixa biodisponibilidade devido sua rapida degradacao a
diidrofluorouracila (DHFU) pela enzima diidropirimidina
desidrogenase (DPD)®’ (Esq. 1). Uma estratégia para contornar
esse problema € a saturacdo da enzima DPD pela administragdo de
seu substrato natural, uracila, em combinagdao com um pré-farmaco
da 5FU.'° A 5FU pode ser transformada em um pro-farmaco pela
funcionalizacao isolada ou conjunta das posi¢des N1, N3, C2 e C4
(Fig. 1). Outra alternativa se dd pelo bloqueio do sitio de
glicolisagdo da S5FU evitando assim seu reconhecimento pela
DPD.!! Esta tiltima baseia-se na ativa¢io bio-ortogonal de um pro-
farmaco derivado da SFU pela reagdo com paladio.

Esquema 1: Conversdo da SFU em DHFU

e F  DPD N F
O)\N o)\N
H A
5FU DHFU

Fonte 2: 0 autor (2023).
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2.2 QUIMICA BIO-ORTOGONAL

Ortogonalidade ¢ um conceito fundamental em quimica e
se refere a capacidade de diferentes processos ou reagdes quimicas
ocorrerem simultaneamente, de maneira seletiva, ¢ sem que
interfiram uma com as outras. As reacdes ortogonais desempenham
um papel crucial na quimica sintética, permitindo aos quimicos a
constru¢do de moléculas e materiais complexos de modo
controlado e preciso, modificando grupos funcionais especificos e
evitando reacdes secundarias indesejadas.'>!* Recentemente,
avangos na area levaram ao desenvolvimento de novos conceitos e
metodologias integrando as reagdes ortogonais com a quimica
supramolecular, catilise e quimica bio-ortogonal '*!®

A quimica bio-ortogonal, um campo em rapida evolugdo na
interface da quimica e da biologia, desenvolve e aplica reagdes
quimicas que podem ser realizadas em organismos vivos sem
interferir com seus processos naturais. A descoberta dessas reacgoes,
que sdo ortogonais aos sistemas biologicos, revolucionou nossa
capacidade de estudar e manipular sistemas biologicos com
precisdo sem precedentes. Essas reagdes podem ocorrer
seletivamente na presenga de moléculas biologicas e grupos
funcionais, permitindo modifica-las sem interromper os processos
celulares. Suas aplicagdes impactam areas como o imageamento
celular, administracdo de farmacos e terapia-alvo, permitindo o
estudo e controle de sistemas biologicos a nivel molecular.!6"°

2.2.1 Perspectiva Historica

A Dbiologia quimica utiliza reagdes bio-ortogonais e
quimiosseletivas para alterar espécies bioquimicas transformando-
as em poderosas ferramentas que auxiliam no estudo de
mecanismos biologicos e no desenvolvimento de novos farmacos.
A reacao de Staudinger talvez seja a pioneira desse ramo tao rico
(Fig. 2). Em 1919, Meyer e Staudinger?® descreveram a reagio
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entre azidas e fosfinas na formacao de aminas primarias (Esq. 2).
Mais de oito décadas depois, em 2000, Bertozzi e Saxon?!, através
de modificagdes na reagdo de Staudinger propuseram uma
metodologia seletiva para modificagcdes quimicas de superficies
celulares. J4 em 2003, Bertozzi*? usou o termo bio-ortogonal pela
primeira vez, propondo azidas como “algas” bio-ortogonais na

modificacdo seletiva de glicoproteinas.

Figura 2: Linha do tempo da evolucdo da Quimica Bio-ortogonal.

2004 2018
Strain-Promoted Click to Release™®
Click Chemistry

2012 2016

2000 2003 2008 Genetic Encoding by || In-situ Drug 2021
Staudinger Ligation || ABPP Tetrazine || Tetrazine Ligation Assembly Microneedles
J Ligation
— v[ & 2 4 0 +—— .
1998 2003 2008 2013 2018 2023
2002 [
Copper Click || 2004 2006 imfn tof éof D 2021
Chemistry || In-vivo Cell BONCAT C‘ITSK ETI o Ta ‘i_ YE | | Clickto Release**
Surface Glycan _ Click to Release | argeting

2010

Imaging FUNCAT

Fonte 3: Referéncia 16
Esquema 2: A) rea¢do classica de Staudinger entre uma fosfina e

uma azida; B) Modificagcdo da reagdo de Staudinger que produz um
aduto covalente estavel.

A -N, ©0© B 0 Electrophilic trap o
RsP: +N3—R —» R3P-N—R' OCH, . N .
—Ngz
Phosphine Azide Aza-ylide R Op: N;—R' ® 0 3
Ph‘\ i R ph\\“‘ —N—R'
Ph F"h Aza-ylide
H,O o)
Amide bond l— CH30
r H,0 o
N-—R - /
RsP=0 t H;N-R' . H N-R
Phosphine oxide  Amine Ph“‘“T_O R \\\\\P\@
Ph Ph Ph

Fonte 4: Referéncia 21
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Desde seu surgimento até os dias atuais, o escopo da
quimica bio-ortogonal cresceu exponencialmente (Fig. 2). O limite
de suas aplicagdes ainda ¢ desconhecido, contudo, os maiores
avancos estdo relacionados a marcacdo e imageamento de
biomoléculas!®!®!” e a observagio de seus processos bioldgicos e
comportamento quimico. Além do que, o desenvolvimento de
terapias-alvo®>*, que confere seletividade em tratamentos como a
quimioterapia, aumentando sua efetividade e reduzindo seus
efeitos adversos. Nesta, podemos destacar a ativacao e liberagao de
biomoléculas e pequenas moléculas com atividade farmacolédgica
(Esq. 3).%°

Esquema 3: Exemplos de reagdes bio-ortogonais de ligacdo e
dissociagdo.

A) Ligation B) Dissociation

s + O — @0 Ox:vQ — 920 — 0

labile ligation adduct free
stable ligation adduct product

example: HN—O 9
o~ -

example:

Fonte 5: Adaptada referéncia 25
2.3 CATALISE BIO-ORTOGONAL

Além de serem estdveis e compativeis com as condic¢des
fisiologicas, as reacOes bio-ortogonais devem  ocorrer
seletivamente e com altos rendimentos. Devem envolver grupos
funcionais que ndo ocorrem naturalmente em sistemas bioldgicos,
formar produtos estaveis e acontecerem rapidamente, mesmo em
concentragdes baixas dos reagentes. Em geral, as transformagdes
bio-ortogonais devem ter constantes de velocidade de segunda
ordem (k2) maiores que 1 M! s1.'® O uso de catalisadores
proporciona ndo s6 a possibilidade de se obter constantes de
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velocidade maiores, como também aumenta o escopo de substratos
que podem participar de tais transformacdes. Nesse trabalho serdao
tratadas somente as reagdes bio-ortogonais catalisadas por metais
de transi¢do, com énfase por aquelas catalisadas por paladio.

2.3.1 Reacoes Bio-ortogonais de Ligacao

2.3.1.1 Reagoes de cicloadicao azida-alcino catalisada por cobre
(CuAACQ)

Tradicionalmente, destacaram-se as reacdes bio-ortogonais
de liga¢do entre moléculas com sitios ativos formando novas
ligagdes C-C ou C-N.?6?7 Essas reagdes tém sido amplamente
usadas na marca¢do de pequenas moléculas, proteinas, lipideos,
polissacarideos e dcidos nucleicos (Esq. 4).2%32

Esquema 4: Estratégia para modificagdo de oligossacarideos usando
alcenos terminais como grupos quimicos reportadores.
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e ] er-!\:w\ — X
@ G20 N\ OAc e ho = Q:rabe)—l spacer
7 HO OH %
ookl il .
1IN
. Nz
i g
\&)

Fonte 6: Referéncia 31

Em 2002, foi reportada pela primeira vez a reacao click de
cicloadi¢do azida-alcino catalisada por cobre (CuAAC) (Esq. 5).
Desde entao, tem sido uma das reacoes click mais utilizadas devido
ao seu tempo curto e grandes rendimentos em condi¢des
fisiologicas.**** As reagdes click referem-se a ligacdes quimicas
altamente eficientes, especificas e que ocorrem em condig¢des
brandas. Sao essenciais em varios ramos da quimica, como ciéncias
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dos materiais e medicina quimica. Tem grande valor na sintese de
moléculas complexas e desenvolvimento de fArmacos.3>*

Esquema 5: Reagdo click CuAAC.

CuAAC Cu
o ® orRoty NN N=N
R-N-N=N + =— g 2R \)—R‘ '\8

Fonte 7: Referéncia 36

Em 2019, Qu e coloraboradores®’ desenvolveram um
catalisador heterogéneo de cobre em um framework metal-
organico, que se acumula preferencialmente na mitocondria das
células, para sintese in vivo de um farmaco através de uma reagao
CuAAC (Esq. 6). Os testes em modelos animais demonstraram que
o farmaco sintetizado in vivo apresentava aumento da eficiéncia
terapéutica e diminui¢ao dos efeitos adversos quando comparados
com a administragdo convencional do farmaco. Contudo, as
aplicacdoes biomédicas das reagdes CuAAC exibem limitagdes
associadas a citotoxicidade do cobre e sensibilidade a oxidagao dos
ions Cu'. 3

2.3.1.2 Reagdes de acoplamento catalisadas por Paladio

A descoberta das reagdes de acoplamento C-C como
Suzuki-Miyaura, Mizoro-Heck e Sonogashira adicionaram
ferramentas versateis aos métodos sintéticos organicos modernos e
tém sido usadas na funcionalizagdo de biomoléculas in vitro ¢ in
vivo. Inicialmente, as reagdes exibiam pouca eficiéncia e
biocompatibilidade, sendo necessario o uso de grandes quantidades
de catalisador, altas temperaturas e a presenca de um co-solvente
organico.***? Desenvolvimentos posteriores levaram a descoberta
de aditivos e sistemas cataliticos que permitiram as reagdes de
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acoplamento C-C com amplo escopo de substratos e utilidade em
sistemas bioldgicos.***

Esquema 6: Sintese de farmaco in vivo através de reagcdo CuAAC.

Fonte 8: Referéncia 37.

2.3.1.2.1 Suzuki-Miyaura cross-coupling

A reacdo de acoplamento Suzuki-Miyaura, entre haletos de
arila e acidos bordnicos, tem sido o processo de acoplamento mais
estudado nas tultimas décadas, pois funciona em meio aquoso e
condi¢des brandas, tolera varios grupos funcionais, além da
disponibilidade e baixo custo dos reagentes.*> Assim, em 2009
Davis e colaboradores*® conduziram essa reacdo em condicdes
fisiologicas, demonstrando uma maneira eficiente de alcancar o
acoplamento C-C em um substrato proteico em agua (Esq. 7).

Esquema 7: Acoplamento Suzuki-Miyaura em meio aquoso.

i NaQ
ArX + PhB(OH), [Pd] Ar—Ph : [pd] = _N/%NH . Pd(OA
H,0, KzHPO,, HCO,H 5 \ o 2 (OAc),
37 °C, open air ' Nag )

Fonte 9: Referéncia 46.

Ja em 2011, Bradley, Unciti-Broceta e colaboradores,
reportaram um acoplamento Suzuki-Miyaura intracelular usarando
nanoparticulas de paladio confinadas em microesferas de
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poliestireno (Esq. 8). Além do que, demonstraram ser possivel
conduzir a reagao em diferentes meios como em PBS, extratos
celulares ou DMF.#

Esquema 8: Acoplamento Suzuki-Miyaura intracelular.
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Fonte 10: Referéncia 47.

2.3.1.2.2 Reagoes de Acoplamento tipo Sonogashira

As reagdes de Sonogashira consistem em um acoplamento
de uma alcino terminal com um haleto de arila na presenca de sais
de Cu' e um catalisador de paladio. A primeira aplicacdo dessa
reagdo na modificacdo de proteinas foi reportada por Tachibana e
colaboradores*!, contudo, as condi¢gdes ndo eram biocompativeis
dada a presenc¢a de um sal de cobre (I), ascorbato de sodio e grande
quantidade de paladio. Li e colaboradores*® usaram um catalisador
modificado e realizaram uma reacdo de acoplamento Sonogashira,
livre de cobre, de um residuo proteico contendo um alcino terminal,
com uma variedade de iodetos de arila com bons rendimento (Esq.
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9). Ademais, em 2014 Li demonstrou ser possivel realizar a reagao
de acoplamento em superficies de células vivas de mamiferos.*

Esquema 9: A) Acoplamento de Sonogashira bioconjugacgio
proteica, e B) marcagdo seletiva de um residuo proteico utilizando
acoplamento de Sonogashira livre de cobre.

A) Protein bioconjugation

Pd(OAc), (2 equiv.)
< TPPTS (10 equiv.)

CuOTf (0.8 equiv) P

(1 mM) NaAsc < LN
. Tris-HCI, pH 7.9 =
- Bietin Mg(OAc),
= H 23°C,1h 15% H’N‘Biotin
(8 mM)
NaQ
N
B) Labeling of HPG-Ub {’: - NMe- PA(OAC),
=N

Ar

,; NaO -
;ql_/\/ (Pd-5, 50 equiv.) Z
o + Al -
b e Na,HPO, N
NaAsc, 37 fC 55.93%

HPG-Ub 30 - 240 min

s-1opm (50ea)

Fonte 11: Referéncia 50
2.3.2 Reacoes Bio-ortogonais de Clivagem

Outra categoria de reacdes bio-ortogonais consiste da
quebra de ligacdes catalisadas por metais de transi¢io® (Esq. 10)
ou baseadas na estratégia click-to-release, sem o uso de metais
como catalisadores®'

Entre o repertdrio da quimica bio-ortogonal, as ra¢des de
clivagem sdo mecanisticamente distintas das reagdes de
acoplamento (Esq. 11). Valem-se de que, pequenas moléculas ou
biomoléculas modificadas com grupos insaturados (duplas ou
triplas), podem ser reativadas na presenca de um metal de
transi¢do.>?
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Esquema 10: Clivagem catalisada por metal de transigéo.

Rho-alloc

Fonte 12: Adaptada referéncia 50.

Quando comparadas com os métodos tradicionais de
clivagem, ativadas por radiagdo luminosa ou por pequenas
moléculas, a clivagem catalisada por metais de transicdo como
ruténio (Ru), paladdio (Pd), cobre (Cu) ou platina (Pt) apresentam
maior seletividade e melhor penetragio de células e tecidos.>

Esquema 11: Visdo ampla da Quimica Bio-ortogonal
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Fonte 13: Referéncia 54
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Apesar da habilidade de compostos organometalicos em
catalisar a liberagdo de pro-farmacos in vivo, sua aplicagdao
apresenta desafios. A presenca de dgua, ar e uma infinidade de
substidncia como os tidis e aminas, envenenam os catalisadores
metalicos, especialmente em ambientes proticos e aerdbicos.>>

Em 2006, Streu e Meggers reportaram a primeira reagao de
clivagem catalisada por ruténio de uma amina protegida pelo
grupoaliloxicarbonil (Alloc) dentro de uma célula viva (Esq. 12).%
Posteriormente, Mascarefias e colaboradores demonstraram ser
possivel ativar intercaladores de DNA, pela clivagem bio-
ortogonal do mesmo grupo protetor (Alloc), usando um complexo
de ruténio dentro de células de mamiferos.’”” Contudo, em um
trabalho publicado por Waymouth e Wender, duvidas sobre as
reacoes de dealilacido ocorrem intracelularmente foram
levantadas.®® Porém, estudos posteriores confirmaram que
complexos de ruténio devidamente planejados sdo capazes de
realizar reacdes de dealilagdo em meio aquosos biologicamente
relevantes e intracelularmente.’*>

Esquema 12: Reacdo intracelular de clivagem bio-ortogonal
catalisada por ruténio.

Ffz [Cp*Ru(cod)Cl] (1; 10 mol%) R?
N o = [
RUY N PhsH (5equiv) R4
MeOH / H,0 (95:5) !

RT, overnight

Fonte 14: Referéncia 56

2.3.2.1 Paladio nas reacdes de clivagem bio-ortogonal

Os grupos protetores alil e propargil sio amplamente
usados na sintese de peptideos e podem ser clivados por
catalisadores metalicos, notavelmente os de paladio (Pd).®® Ambos
grupos sao demonstravelmente “handles” bio-ortogonais em
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reagOes bio-ortogonais de ligacdo, além disso, espécies de Pd nao
participam de nenhuma reagio bioldgica conhecida.®! Essas
caracteristicas tornam o Pd um excelente candidato para promover
reacoes de dealilacio e despropargilacdio in vivo. A
despropargilacdo talvez seja a reacdo mais usada na desprotecao
mediada por Pd. Unciti-Broceta e colaboradores reportaram uma
sériec de reacdes de despropargilagdo de pro-farmacos
quimioterapicos, intra e extracelular, na presenca de Pd (Esq.
13).5262-%4 A5 reacdes foram mediadas por resinas bio-compativeis
funcionalizadas com Pd(0) e resultaram na liberacdo do farmaco e
reativacao de suas atividades antitumorais. De modo similar, em
2018 foi reportado a ativacdo de um pro-farmaco derivado da
doxorrubicina (Dox), onde um catalisador de Pd foi guiado com
auxilio de ultrassom possibilitando a ativacao localizada no tumor,
minimizando efeitos adversos associados a administracao da Dox.

Esquema 13: Modelos de pro-farmacos ativados pela reacdo com Pd.
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Fonte 15: Referéncia 65.
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Em 2014, Chen e colaboradores, publicaram um trabalho
relatando o uso de catalisadores discretos de Pd na
despropargilacdo e dealilagdo na ativacdo de proteinas in vivo.%® A
efetividade das reagdes foi monitorada pela desprotecdo de um
fluoréforo protegido pelo grupo propargil ou alil, que recuperava
sua fluorescéncia ao reagir com Pd (Esq. 14). Entre os catalisadores
estudados, Pd(allyl)>Cl, e Pd(dba), resultaram na desprotecdo
mais efetiva para os dois grupos quando em quantidades
equimolares de Pd e substrato (10 umol/L) e em 5% DMSO/H;0.
Resultados similares foram obtidos para o grupo propargil em
tampao PBS a 37 °C e 10 mol % de Pd, com redu¢do drastica na
conversao para o grupo alil. O trabalho de Chen representou um
importante passo na direcdo da aplicabilidade de catalisadores de
Pd no controle da atividade bioldgica de proteinas in vivo.
Demonstrou também que entre as espécies de Pd, Pd(0) mostrou-
se mais biocompativel que suas formas idnicas*’*%, e com maior
reatividade com o grupo propargil quando comparada ao grupo
alil.®?

Esquema 14: Reativacdo de fluor6foro mediada por Pd.

R110(7)
(E, = 485 nm, E,, = 520 nm)

Aloc-R110 (6)

Fonte 16: Referéncia 66
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Contudo, resultados do nosso grupo de pesquisa mostram
que a reacdo de desprotecdo de substratos propargilicos ocorrem
cerca de 15 vezes mais rapidamente na presenca de Pd(Il) do que
com Pd(0).” De fato, é possivel observar que a reagio possui uma
fase rapida e outra fase lenta, uma vez que complexos de Pd(II) sdo
conhecidos por formarem clusters e nanoparticulas de Pd(0).%%-7

2.3.2.2 Paladio: Catélise Homogénea vs. Catéalise Heterogénea

Apesar do potencial inerente do palddio na quimica bio-
ortogonal, existe espaco para otimizagdo e melhora nas suas
aplicagdes in vivo. Em geral, para as reagoes in vitro paladio pode
ser usado em quantidades cataliticas, enquanto que em células ou
outros meios biolodgicos complexos, € necessario o uso equimolar
ou excesso do mesmo, ja que reagdes paralelas com biomoléculas
podem desativar sua capacidade catalitica. A descoberta e
desenvolvimento de novos ligantes, ou o uso de sistemas pré-
cataliticos, os quais sdo prontamente ativados nas condigdes
reacionais, desempenhardo um papel crucial na quimica do paladio
in vivo. Além disso, catalisadores heterogéneos de paladio podem
potencialmente evitar a desativagdo por reagdes com biomoléculas.
A escolha de protocolo depende do objetivo. A abordagem da
catdlise homogénea ¢ mais conveniente na marcagdo de
biomoléculas, ja a catalise heterogénea ¢ mais apropriada para
ativacdo de farmacos quando a administragdo controlada ¢
desejada. Todos esses aspectos devem ser confrontados na
transicdo entre bancada e os estudos pré-clinicos, € o sucesso desse
caminho dependera da nossa capacidade em desenvolver métodos
e estratégias para supera-los.”!
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo contribuir para o
desenvolvimento das reac¢des de clivagem bio-ortogonais mediadas
por paladio. Para isso, busca-se sintetizar e caracterizar pro-
farmacos derivados do quimioterdpico 5-Fluorouracila, assim
como avaliar suas reatividades na presenca de catalisadores de
palddio, visando criar estratégias mais eficientes para ativar pro-
farmacos em células cancerosas.

3.1.1 Objetivos Especificos

¢ Sintetizar seis pro-farmacos derivados da SFU, dos quais
trés ja sao descritos e trés sao inéditos;

e Caracteriza por espectroscopia de ressondncia nuclear
magnética e espectrometria de massas de alta resolugao;

e Testar e avaliar suas reatividades em condicoes
fisioldgicas na presenca de diferentes catalisadores de
paladio.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS

A 5-Fluorouracila (5FU) utilizada na sintese dos pro-
farmacos foi adquirida da Oakwood Chemical. O alcool 4-
Hidroxibenzilico, Brometo de Propargila, DBU (1,8-
Diazabiciclo(5.4.0)undec-7-ene), NaH, Bicarbonato di-terc-
butilico, Na,PdCls4, Pd(dba),, Pd/C, DMSO-ds ¢ Cloroféormio-d
foram comprados da Sigma-Aldrich e utilizados sem purificacdo
prévia. O Carbonato de Potédssio, Sulfato de Sdédio Anidro,
Acetonitrila foram comprados da Neon e usados sem purificagao
prévia. DMSO e DMF foram comprados da Vetec e usados sem
purificacdao. Hexano, Acetato de Etila e Cloreto de Metileno foram
comprados da Rauter, e o0 Hexano foi previamente destilado. Silica
Gel (230-400 Mesh) foi comprada da Macherey-Nagel. As
solugdes aquosas de Tampao Fosfato Salino (PBS) foram feitas
com 4gua ultrapura e pastilhas da Sigma-Aldrich. A 4dgua utilizada
em reacdes e demais experimentos foi deionizada através de um
sistema de troca i6nica pelo equipamento TKA Smart2Pure.

4.2 METODOS E INSTRUMENTACAO

4.2.1 Espectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio, Carbono e Fliior - RMN de 'H, °C,°F

Os espectros de RMN de 'H, *C e '"F dos substratos
sintetizados e produtos da rea¢ao de desprote¢ao foram obtidos em
um espectrometro VARIAN-FT-RMN 400 MHz ¢ VARIAN-FT-
RMN 200 MHz na central de analises do Departamento de Quimica
da UFSC. Os deslocamentos de hidrogénio e carbono foram
registrados em ppm e tetrametilsilano (TMS, 6 = 0 ppm) como
padrdo interno. Para os espectros de fllior, usou-se como padrdo
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interno o 4-Fluorofenol (8 = -125 ppm). Os solventes usados foram
d6-DMSO, D;0 ou uma mistura dos dois.

4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Performance - HPLC

As reagdes de desprotegdo foram monitoradas em um
cromatografo Shimatzu LCMS-2020, dual pump e detector de
arranjo de diodos (DAD) na central de andlises do Departamento
de Quimica da UFSC. A coluna usada foi uma VARIAN C18 250
mm X 4.6 mm. A fase mével foi composta de acetonitrila (HPLC),
agua ultrapura e &cido trifluoroacético 99% (TFA).
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4.3 SINTESE DOS PRO-FAMRACOS DERIVADOS DA 5-FU

4.3.1 Sintese dos pro-farmacos S-fluoro-3-propargiluracila (2) (1-Pro-
SFU) e 1,3-dipropargil-5-fluorouracil (3) (1,3-diProp-5FU)

Em baldao de fundo redondo a uma solu¢do de 5-
Fluorouracila (0,611 g, 4,69 mmol, 1 equiv.) em DMF (10 mL), foi
adicionado DBU (13,3 mmol, 2,83 equiv.). A solugdo foi resfriada
em banho de gelo (0 °C) e, sob atmosfera inerte, brometo de
propargila (9,28 mmol, 1,98 equiv.) foi adicionado lentamente com
auxilio de uma seringa sob agita¢do constante. A reacao foi retirada
o banho de gelo e a temperatura ambiente a reagdo continuou
overnight. Apds aproximadamente 16 horas, a reagdo foi
concentrada sob pressao reduzida e purificada com silica-gel em
coluna cromatogréfica (eluente: 3% MeOH/DCM). Rendimento: 1-
Pro-5FU 2 (0,161 g, 0,96 mmol, 20,5%, Rf = 0,15 — 3%
MeOH/DCM), produto foi isolado como um solido branco. 'H
RMN (200 MHz, DMSO) 6 11.92 (s, 1H), 8.13 (d,J=6.7 Hz, 1H),
4.45 (d, J = 2.5 Hz, 3H), 3.45 (t, J = 2.5 Hz, 1H). '3C RMN (50
MHz, DMSO) & 157.76 (d, J = 25.82), 149.47, 140.22 (d, J =
229.32 Hz), 129.34 (d, J = 34.13 Hz), 78.55, 76.55, 37.42. F
RMN (376 MHz, DMSO) (s, 6 -167,06, 1F). 1,3-diPro-5FU 3
(0,263 g, 1,27 mmol, 27,2%, Rf = 0,70 — 3% MeOH/DCM),
produto foi isolado como um solido branco. "H RMN (200 MHz,
DMSO) 6 8.28 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 4.55 (t, J = 2.1 Hz, 7H), 3.49 (t,
J =25 Hz, 1H), 3.19 (t, ] = 2.5 Hz, 1H). 3C RMN (50 MHz,
DMSO) 6 156.28 (d, J = 26.1 Hz,), 148.89, 139.57 (d, J = 229.07
Hz,), 128.73 (d, J = 34.1 Hz), 78.75, 78.26 (CH), 76.97, 73.99
(CH), 38.67 (CH2), 31.14 (CH2). "’F RMN (376 MHz, DMSO) §
-164,96, 1F.
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Esquema 15: Sintese dos pro-farmacos 1-Pro-5FU 2 e 1,3-diPro-5FU
3
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4.3.2 Sintese do [4-(prop-2-in-1-iloxi)fenil| metanol (4)"

Em um baldo de fundo redondo alcool 4-hidroxibenzilico
(0,745 g, 6,0 mmol, 1,0 equiv.) e K»CO3 (0,954 g, 6,9 mmol, 1,15
equiv.) foram dissolvidos em MeCN (25 mL). A reacdo foi agitada
por 1 hora sob atmosfera inerte a temperatura ambiente. Brometo
de propargila (7,2 mmol, 1,2 equiv.) foi dissolvido em MeCN (3
mL) e adicionado ao baldo com auxilio de uma seringa. A reagao
foi agitada por 20 horas a 70 °C. Apds, a reacdo foi retirada do
aquecimento até atingir a temperatura ambiente. A reacao foi
filtrada em cama de celite e o filtrado concentrado sob pressdo
reduzida. O produto foi purificado com silica-gel em coluna
cromatografica (eluente: 0-50% EtOAc/Hex) Rendimento: (0,590
g, 2,62 mmol, 43,7%, Rf = 0,57 — 50:50 EtAOc/Hex) O produto foi
isolado como um 6leo amarelado.

Esquema 16: Sintese do intermediario propargilico 4.

OH/\©\ /\ MeCN’ KZCOS OH
+
P Br _—
/
OH N

Ar, 70 °C,
20 hrs 4

4.3.3 Sintese do 1(bromometil)-4-(prop-ino-1-iloxi)benzeno (5)”

Em um baldo de fundo redondo o alcool benzilico
intermediario 4 (1,0 g, 6,16 mmol, 1,0 equic.) foi dissolvido em
DCM (35 mL) seco em peneira molecular (SA). A solugdo foi
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resfriada em banho de gelo por 10 minutos. A solugio resfriada foi
adicionado lentamente PBr3 (12,33 mmol, 2,0 equiv.) sob agitacdo
vigorosa. A reagao foi retirada do banho de gelo até atingir
temperatura ambiente, e continuou sob agitagdo constante por 3
horas. Apo6s 3 horas a reagao foi novamente colocada em banho de
gelo, e com auxilio de uma seringa sob agitagdo vigorosa, foi
adicionado uma solucao saturada de NaHCOs até que a formagao
de gas nao fosse mais observada. O meio foi diluido com 10 mL de
agua gelada e extraida com DCM (3x30 mL). A fase orgénica foi
seca com NaxSOgs, filtrada em funil de vidro com algoddo e
concentrada sob pressdo reduzida. A formacdo do produto foi
identificada por CCD (Rf = 0,88 — 40:60 EtAOc/Hex. O produto
foi usado nas proximas etapas sem purificagado.

Esquema 17: Sintese do intermediario brometo propargilico 5.

HO/\©\ DCM Br/\©\
oC »
O/\ Ar, 0°C rt. O/\\
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4

434 Sintese dos pro-farmacos S-fluoro-1,3-bis[4-(prop-2-in-1-
iloxi)benzil|pirimidina-2,4(1H,3H)-diona (7) - 1,3-Dibnzpro-5FU e 5-
fluoro-1-[4-(prop-2-ino-1-iloxi)benzil| pirimidina-2.4(1H,3H)-diona
(6) - 1-Bnzpro-5FU

Em um baldo de fundo redondo 5FU (0,681 g, 5,24 mmol,
1,0 equiv.) e DBU (3,98 mmol, 0,76 equiv.) foram adicionados em
MeCN (30 mL). A solucao foi mantida sob agitacao a temperatura
ambiente até que nenhum so6lido fosse observado. A solugdo foi
colocada em banho de gelo sob agitacao constante, ap6s 10 minutos
o brometo intermediario 5 foi dissolvido em MeCN (3 mL) e
adicionado ao baldao com auxilio de uma seringa. O sistema
reacional foi retirado do banho de gelo e mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente at¢ que o brometo 5 nao fosse mais
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observado por CCD. A reagao foi concentrada sob pressao reduzida
e os produtos purificados com silica-gel em coluna cromatografica
(eluente: 20-80% EtAOc/Hex). Rendimento: 1,3-Dibnzpro-SFU 7
(0,396 g, 0,948 mmol, 18,1%), produto isolado como um sélido
amarelado. '"H RMN (200 MHz, DMSO) § 8.33 (d, ] = 6.4 Hz,
1H), 7.40 — 7.17 (m, 4H), 7.06 — 6.80 (m, 4H), 4.92 (s, 2H), 4.82
(s, 2H), 4.77 (dd, J = 2.4 Hz, 4H), 3.55 (q, J = 2.4 Hz, 2H). 13C
RMN (50 MHz, DMSO) 6 157.15 (dd, J = 19.1 Hz), 150.12 (2C),
139.69 (d, J = 228.07 Hz), 129.76 (4C), 129.34 (2C), 129.36 (d, J
=36.2 Hz), 115.39 (2C), 115.12(2C), 79.65 (2C), 78.63 (2C), 55.82
(2C), 51.77, 44.19. F RMN (376 MHz, DMSO) & - 165.84, 1F.
TOF MS ES+ (m/z): calc para CosHi9FN2OsNa = 441.1227,
encontrado = 441.1227. Analise elementar calc: C 68,89%, H
4,58%, N 6,70%, encontrado: C 67,56%, H 4,52%, N 5,53%. 1-
Bnzpro-5FU 6 (0,414 g, 1,51 mmol, 28,8%, Rf = 0,46
(40:60/Hex:EtAOc), produto isolado como um solido branco. 'H
RMN (200 MHz, DMSO) 6 11.81 (s, 1H), 8.21 (d,J = 6.8 Hz, 1H),
7.40—7.19 (m, 2H), 7.07 — 6.85 (m, 2H), 4.78 (d, 2H), 4.75 (s, 2H),
3.55 (t, 1H), *C RMN (50 MHz, DMSO) 5 158.06 (d, J = 25.0
Hz),

157.28, 150.04, 140,19 (d, J = 229.3 Hz), 130.03 (d, J =33.2 Hz),
129.97, 129.60 (2C), 115.40 (2C), 79.63, 78.67, 55.84, 50.51. F
RMN (376 MHz, DMSO) 6 -167.74, 1F. TOF MS ES+ (m/z):
calc para Ci4Hi1FN2O3; = 274.0754, encontrado = 274.2750.
Analise elementar calc: C 61,31%, H 4,04%, N 10,21%,
encontrado: C 60,62%, H 3,87%, N 9,66%.
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Esquema 18: Sintese dos pro-farmacos 1,3-Dibnzpro-5FU 7 e 1-
Bnzpro-5FU 6.
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4.3.5 Sintese do tert-butil 5-fluoro-2,4-dioxo0-3,4-diidropirimidina-
1(2H)-carboxilato (8) - N-1-Boc-SFU™

Em um baldo de fundo redondo 5FU (1,28 g, 9.84 mmol, 1
equiv.) e DMAP (24 mg, 0,19 mmol, 0,02 equiv) foram dissolvidos
em 30 mL de MeCN. Em seguida, BOC; (2,15 g, 9,84 mmol, 1
equiv) foi adicionado ao baldo sob agitacdo constante. A reagdo foi
agitada por 24 h a temperatura ambiente. O solvente foi retirado
sob pressao reduzida, e o produto obtido como um sdélido branco
foi utilizado nas proximas etapas sem purificacao.

Esquema 19: Sintese intermedidrio N-1-Boc-5FU 8.
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4.3.6 Sintese do S-fluoro-3-(prop-2-ino-1-yl)pirimidina-2,4(1H,3H)-
diona (10) - 3-Pro-5FU™47

Em um baldo de fundo redondo uma suspensao de 60% de
NaH (210 mg, 5,21 mmol, 1,2 equiv.) foi adicionada a 25 mL de
DMF em banho de gelo. N-1-Boc-5FU 8 foi adicionado ao baldo e
a reacgao foi agitada a 0 °C por 30 min. Ap6s, brometo de propargila
(620 mg, 5,21 mmol, 1,2 equiv) foi adicionado lentamente a reagao.
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O balao foi tampado, e a reacdo retirada do banho de gelo, ¢ a
temperatura ambiente ficou sob agitagdo por 4h. Ao fim da reagdo,
o solvente foi retirado sob pressao reduzida e o produto usado na
proxima etapa sem purificacdo. O produto alquilado 9 foi
dissolvido em MeOH (15 mL), e sob agitacdo, uma solucao
saturada de NaHCOs3 (8 mL) foi adicionada ao baldo. A reagao foi
mantida sob agitacdo constante e a temperatura ambiente por 1,5 h.
Apds, areagao foi concentrada sob pressao reduzida e extraida com
DCM (3x25 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio
anidro, o solvente retirado sob pressdo reduzida e o produto
purificado com silica-gel em coluna cromatografica (eluente: 3%
MeOH/DCM). 3-Pro-SFU 10 Rendimento: (167,2 mg, 0,995
mmol, 22,9 %, Rf = 0,19 — 3% MeOH/DCM) O produto foi isolado
como um sélido branco. 'H RMN (200 MHz, DMSO) & 11.27 (s,
1H), 7.91 (d, ] =5.7 Hz, 1H), 4.49 (m, 2H), 3.15 (t,J =2.5 Hz, 1H).
13C RMN (50 MHz, DMSO) § 156.94 (d, ] = 26.25 Hz), 149.56,
139.69 (d, J =227.57 Hz), 125.97 (d, J = 31.41 Hz), 79.06, 73.59,
30.20. "’F RMN (376 MHz, DMSO) § -167.71, 1F.

Esquema 20: Sintese do pro-farmaco 3-Pro-5FU 10.
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4.3.7 Sintese do 5-fluoro-3-[4-(prop-2-ino-1-iloxi)benzil|pirimidina-
2,4(1H,3H)-diona (12) - 3-BnzPro-5FU

Em um baldo de fundo redondo uma suspensao de 60% de
NaH (154 mg, 3,83 mmol, 1,2 equiv.) foi adicionada a 15 mL de
DMF em banho de gelo. N-1-Boc-5FU 8 (736,6 mg, 3,2 mmol, 1
equiv.) foi adicionado ao baldo e a reagdo foi agitada a 0 °C por 30
min. Apés, o brometo intermediario 5 (862 mg, 3,83 mmol, 1,2
equiv) foi adicionado a reag@o. O baldo foi tampado, e a reacdo
retirada do banho de gelo, e a temperatura ambiente ficou sob
agitacdo por 4h. Ao fim da reagdo, o solvente foi retirado sob
pressdo reduzida e o produto usado na préxima etapa sem
purificagdo. O produto alquilado 11 foi dissolvido em MeOH (9
mL), e sob agitacdo, uma solugdo saturada de NaHCO3 (4,5 mL)
foi adicionada ao baldo. A reagdo foi mantida sob agitacdo
constante e a temperatura ambiente por 1,5 h. Apds, a reagdo foi
concentrada sob pressdo reduzida e extraida com DCM (3x25 mL).
A fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro, o solvente
retirado sob pressao reduzida e o produto purificado com silica-gel
em coluna cromatografica (eluente: 20-80% EtAOc/Hex).
3-BnzPro-5FU 12 Rendimento: (458,7 mg, 1,67 mmol, 52%, Rf =
0,44 60% EtAOc/Hex) O produto foi isolado como um sélido
branco. "TH RMN (400 MHz, DMSO) § 11.19 (d, ] = 6.2 Hz, 1H),
7.88 (t, ] =5.9 Hz, 1H), 7.25 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 6.92 (d, ] = 8.2
Hz, 2H), 4.88 (s, 2H), 4.75 (d, 2H), 3.55 (t, J = 1.9 Hz, 1H). *C
RMN (50 MHz, DMSO) & 157.79 (d, J = 24.56 Hz), 156.94,
150.34, 139.88 (d, J = 228.67 Hz), 130.00, 129.76, 125.67 (d, J =
32.48 Hz), 115.14,79.72, 78.64, 55.83, 43.33 ’F RMN (376 MHz,
DMSO) 06-167.54, 1F. TOF MS ES+ (m/z): calc para
C14sH11FN2O3 = 274.0754, encontrado = 274.2750
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Esquema 21: Sintese do pro-farmaco 3-Bnzpro-5FU X7
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4.4 ESTUDOS DE DESPROPARGILACAO
4.4.1 Catilise Heterogénea

4.4.1.1 Reacgao de Desprotecao Catalisada por Paladio II Suportado
em Grafeno (Pd [I@Grafeno 4,6% wt)

As reacdes de desprotecdo foram analisadas por
cromatografia liquida, com detector DAD A = 265 nm, coluna
Varian C18 250 mm x 4,6 mm, fase movel (A) agua (TFA/0,025%
-pH2,38) e (B) MeCN (A/B 70:30 isocratico, 20 min) A conversao
foi calculada pela area dos picos da 5FU no cromatograma,
relacionando-as com a curva de calibragdo previamente adquirida.

Uma solugdo estoque de SFU foi preparada dissolvendo-se
3,52 mg em uma solucdo 10% DMSO em agua com volume
necessario para se obter a concentra de 2,0 mmol/L. de 5FU. A
curva foi preparada de modo que cada ponto tivesse concentragao
final de DMSO igual a 1,25 %.
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Tabela 1: Volumes das solu¢des utilizados no preparo da curva de
calibragdo da SFU na conversdo Heterogénea (Pd II) dos pro-
farmacos propargilicos.

[SFU] Estoque DMSO PBS Volume total
pmol/L (uL) (uL) (uL) (uL)
10 10 24,0 1965,0 2000
25 25 22,5 1952,5 2000
50 50 20,0 1930,0 2000
100 100 15,0 1885,0 2000
125 125 10,0 1840,0 2000

As reagdes foram realizadas a 37 °C sob agitacao constante
durante 24h. Os substratos foram preparados a partir de uma
solugdo estoque (8,0 mmol/L), dissolvidos em PBS a fim se obter
concentragdo final de 100 umol/L e 1,25 % DMSO em agua. O
catalisador foi pesado separadamente para cada substrato, levando-
se em conta a porcentagem de Pd por massa de catalisador (4,6 %
wt de Pd II), de maneira a obter-se uma concentracao equimolar de
Pd II na solucdo final. As aliquotas foram coletadas no tempo Oh,
6h e 24h. Cada aliquota, com volume de 2 mL, foi filtrada em um
filtro de seringa 0,45 um, transferida para um eppendorf e
armazenada sob refrigeracao.

Tabela 2: Volume das solu¢cdes utilizadas nas reacdes de
despropargilagdo.

[Substrato] Catalisador [Pd II] Volume total

pmol/L (mg) pmol/L (uL)
3 100 4,06 195,0 9000
2 100 1,94 93,2 9000
10 100 2,09 100,4 9000
7 100 4,00 192,0 9000
6 100 2,08 99,9 9000
12 100 2,03 97,5 9000
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4.1.1.2 Reacdo de Desprotegao Catalisada por Paladio 0 em
Carbono Ativado (Pd/C 10% wt)

As reacdes de desprotecdo foram analisadas por
cromatografia liquida, com detector DAD A = 265 nm, coluna
Varian C18 250 mm x 4,6 mm, fase movel (A) dgua (TFA/0,025%
-pH 2,38) e (B) MeCN (A/B 70:30 isocratico, 20 min) A conversao
foi calculada pela area dos picos da 5FU no cromatograma,
relacionando-as com a curva de calibragdo previamente adquirida.

Uma solugdo estoque de SFU foi preparada dissolvendo-se
3,52 mg em uma solucdo 10% DMSO em agua com volume
necessario para obter-se a concentra de 2,0 mmol/L de S5FU. A
curva foi preparada de modo que cada ponto tivesse concentracao
final de DMSO igual a 1,25 %.

Tabela 3: Volumes das solu¢des utilizadas no preparo da curva de
calibragdo da S5FU na conversdo Heterogénea (Pd0) dos pro-
farmacos propargilicos.

[SFU] Estoque DMSO PBS Volume total
pmol/L (uL) (uL) (uL) (uL)
10 10 24,0 1966,0 2000
25 25 22,5 1952,5 2000
50 50 20,0 1930,0 2000
100 100 15,0 1885,0 2000
150 150 10,0 1840,0 2000
200 200 5 1795,0 2000
250 250 0 1750,0 2000

As reagdes foram realizadas a 37 °C sob agitacdo
constante durante 24h. Os substratos foram preparados a partir
de uma solugdo estoque (8,0 mmol/L, 50% DMSO em PBS),
diluidos em PBS a fim obter-se concentragdo final de 200
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umol/L e 1,25 % DMSO em agua. O catalisador foi pesado
separadamente para cada substrato, levando-se em conta a
porcentagem de Pd por massa de catalisador (10 % wt de Pd 0), de
maneira a obter-se uma concentra¢do equimolar de Pd 0 na solugao
final. As aliquotas foram coletadas no tempo Oh, 6h e 24h. Cada
aliquota, com volume de 2 mL, foi filtrada em um filtro de seringa
0,45 pm, transferida para um eppendorf e armazenada sob
refrigeracao.

Tabela 4: Volume das solu¢cdes utilizadas nas reacgdes de
despropargilagdo com Pd 0.

[Substrato] Catalisador [Pd 0] Volume total

pmol/L (mg) pmol/L (uL)

200 3,90 407,0 9000

200 1,92 200,0 9000

10 200 1,88 196,0 9000
200 3,89 406,0 9000

200 1,89 197,0 9000

12 200 1,98 206,0 9000

4.4.2 Catilise Homogénea

4.4.2.1 Reagao de Desprotecao dos Compostos 1,3-diPro-5FU 3, 1-
Pro-5FU 2 e 3-Pro-5FU 10

As reacdes de desprotecdo foram analisadas por
cromatografia liquida, com detector DAD A = 265 nm, coluna
Varian C18 250 mm x 4,6 mm, fase movel (A) dgua (TFA/0,025%
- pH 2,38) e (B) MeCN (A/B 10:90 para 40:60 em 1 min, 40:60
isocratica por 5 min, 40:60 para 10:90 em 1 min, 10:90 isocratico
por 13 min) A conversdo foi calculada pela area dos picos da SFU
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no cromatograma, relacionando-as com a curva de calibracao
previamente adquirida.

A curva foi preparada a partir de solucao estoque de SFU
800 umol/L 12,5% DMSO em PBS, diluindo-se o volume
necessario em MeCN para obter-se as concentragdes dos pontos da
curva em volume final de 4 mL.

Tabela 5: Curva de calibragdo para as reagdes de desprotegdo dos
substratos 1,3-diPro-5FU 3, 1-Pro-5FU 2 e 3-Pro-5FU 10

5FU Estoque Volume Total
ol () MeCN ) (uL)
10 50 3950 4000
25 125 3875 4000
50 250 3750 4000
75 375 3625 4000
100 500 3500 4000
125 625 3375 4000

As reacdes foram realizadas a 37 °C durante 24h. Os
substratos foram preparados a partir de uma solugdo estoque (8,0
mmol/L, em DMSO), diluidos em PBS a fim obter-se concentragao
final de 800 umol/L e 12,5 % DMSO em agua. O catalisador foi
adicionado separadamente partindo-se de uma solugao estoque (8,0
mmol/L, em DMSO), de maneira a obter-se uma concentracao de
25 mol % de Pd na solugdo final. As aliquotas foram coletadas no
tempo Oh, 6h e 24h, diluindo-se 200 puL da reagcdo em 1800 uL de
MeCN. Cada aliquota, com volume de 2 mL, foi filtrada em um
filtro de seringa 0,45 pm, transferida para um eppendorf e
armazenada sob refrigeragao.
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Tabela 6: Condi¢des reacionais para a desprotecdo dos substratos
1,3-diPro-5FU 3, 1-Pro-5FU 2 ¢ 3-Pro-5FU 10

Substrato [Substrato] [Catalisador] PBS Volume total
umol/L pumol/L (uL) (uL)
3 800 200 4375 5000
2 800 200 4375 5000
10 800 200 4375 5000

4.4.2.2 Reacdo de Desprotecao dos Compostos 1,3-diBnzPro-5FU
7, 1-BnzPro-5FU 6 ¢ 3-BnzPro-5FU 12

As reacdes de desprotecdo foram analisadas por
cromatografia liquida, com detector DAD A = 265 nm, coluna
Varian C18 250 mm x 4,6 mm, fase mével (A) agua (TFA/0,025%
-pH 2,38) e (B) MeCN (A/B 70:30 isocratico 22 min) A conversao
foi calculada pela area dos picos da 5FU no cromatograma,
relacionando-as com a curva de calibragao previamente adquirida.

A curva foi preparada a partir de solugdo estoque de SFU
800 pmol/L 12,5% DMSO em PBS, diluindo-se o volume
necessario em MeCN para obter-se as concentragdes dos pontos da
curva em volume final de 4 mL.

As reagdes foram realizadas a 37 °C durante 24h. Os
substratos foram preparados a partir de uma solugdo estoque (8,0
mmol/L, em DMSO), diluidos em PBS a fim obter-se concentracao
final de 800 umol/L e 12,5 % DMSO em é4gua. O catalisador foi
adicionado separadamente partindo-se de uma solugao estoque (8,0
mmol/L, em DMSO), de maneira a obter-se uma concentracao de
25 mol % de Pd na solugdo final. As aliquotas foram coletadas no
tempo Oh, 6h e 24h, diluindo-se 200 puL da reacao em 1800 pL de
MeCN. Cada aliquota, com volume de 2 mL, foi filtrada em um
filtro de seringa 0,45 pm, transferida para um eppendorf e
armazenada sob refrigeracao.
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Tabela 7: Condigdes reacionais para a desprotecdo dos compostos
1,3-diBnzPro-5FU7, 1-BnzPro-5FU 6 ¢ 3-BnzPro-5FU 12

Substrato  Loubstrato] [Catalisador] ~ PBS Volume total
pmol/L pmol/L (uL) (uL)
800 200 4375 5000
800 200 4375 5000
12 800 200 4375 5000

4.4.2.3 Conversao dos compostos 1,3-diBnzPro-5FU 7, 1-BnzPro-
5FU 6 e 3-BnzPro-5FU 12 acompanhadas por '°F RMN

A reagcdo de desprotecdo catalisada por palddio dos
compostos 1,3-diBnzPro-5FU 7, 1-BnzPro-5FU 6 e 3-BnzPro-5FU
12 foi monitorada por ressonancia magnética nuclear de fluor
usando o 4-Fluorfenol como padrio interno e Na,PdCls como
catalisador. Para essas reagdes foram usados d6-DMSO e D,O
como solventes. O preparo das amostras foi feito pesando-se a
massa necessaria para obter-se uma concentracao aproximada de
25 mmol/L para o substrato 1,3-diBnzPro-5FU 7, e 50 mmol/L para
os substratos 1-BnzPro-5FU 6 e 3-BnzPro-5FU 12. Além disso, o
catalisador foi pesado individualmente para cada amostra para
obter-se uma concentragdo aproximada de 25 mmol/L, equimolar
para o substrato 1,3-diBnzPro-5FU 7 e 50 mol % para 1-BnzPro-
5FU 6 e 3-BnzPro-5FU 12.

Tabela 8: Condigdes reacionais do estudo da desprotecdo dos
compostos 1,3-diBnzPro-5FU 7, 1-BnzPro-5FU 6 ¢ 3-BnzPro-5FU
12 por 19F RMN

[Substrato] [Catalisador] DMSO D20 Volume total

Substrato mmol/L mmol/L (nL) (uL) (119
23 22 400 100 500

50 25 300 75 375

v 50 25 300 75 375
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DOS PRO-FARMACOS DERIVADOS DA 5-FU

Para o estudo deste trabalho foram sintetizados seis pro-
farmacos derivados da SFU conforme procedimentos descritos na
secdo 4.3. A 5FU pode ser alquilada na posicdo N1 e/ou N3.
Embora o pKa da posi¢ido N1 seja menor que o da posicio N37°, a
delocalizagao dos elétrons ¢ maior em N1, logo, N1 ¢ um nucledfilo
menos reativo que N3. Por isso, em geral o produto da reagdo de
alquila¢do da 5FU produz uma mistura de dois produtos, mono e
dissubstituidos. O produto monossubstituido N3 ndo foi observado
em nenhuma das sinteses realizadas neste trabalho. Para tal, duas
etapas extras, descritas na secao 4.3.6 e 4.3.7, foram necessarias
(Esq. 8¢9.)

Esquema 22: Formas de ressonancia da 5SFU desprotonada
02 <N o Y Co

pKa=17.26 Y\I - q - \3ji
: -

0 _N.__0O

T
1

L

pKa = 9.05
Fonte 17: O autor (2023).
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A seguir sdo apresentados os espectros de RMN de 'H, 1*C

e '’F dos pro-farmacos sintetizados, assim como os espectros de

massa dos compostos inéditos 6, 7 e 12. Além disso, os

cromatogramas da reacdo de desprote¢do dos pro-farmacos 2, 3,

10, 6, 7, e 12, bem como espectros de RMN de 19F dos estudos de
desprotecao dos pro-farmacos 6, 7, e 12.
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Figura 3: Pro-farmacos sintetizados para este estudo.
X X
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Fonte 18: O autor (2023).

5.2 CARACTERIZACAO DOS PRO-FARMACOS SINTETIZADOS

5.2.1 Espectros de RMN 'H dos pré-farmacos 1,3-diPro-5FU 3, 1-Pro-
5FU 2 e 3-Pro-5FU 10

Os pro-farmacos 2, 3 e 10, ja sdo descritos, assim como a
SFU, e serdo apresentados aqui somente seus espectros de RMN
'H. Todos os espectros foram adquiridos em d6-DMSO e
apresentam o sinal do solvente (quinteto em & 2.50 ppm) e agua
residual (singleto em o6 3.33 ppm). O espectro da SFU sera
mostrado e analisado para fins de comparagao.

5.2.1.1 Espectro de RMN 'H 5FU

A molécula de 5FU contém apenas 3 hidrogénios (Fig. 17).
O HI11 86 10.73 ppm (d, J = 5.9 Hz,) acopla com o H12 e aparece
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como um dupleto quando analisado em 400 MHz. Como o valor de
J € pequeno, esse sinal aparece como um singleto quando analisado
em 200 MHz. O sinal de H12 & 7.74 ppm (t, ] = 6.1) aparece como
um tripleto, pois acopla com H11 além de acoplar com o atomo de
F7. Esse sinal também muda quando analisado em 200 MHz, sendo
nesse caso um dupleto pelo acoplamento com F. Por fim, o sinal de
H10 6 11.50 ppm aparece com um singleto largo e ndo acopla com
nenhum hidrogénio ou com o fltor.

Figura 4: Espectro RMN 'H 400 MHz da 5FU.

5.2.1.2 Espectro de RMN 'H 1,3-diPro-5FU 3

No espectro de RMN da 1,3-diPro-5FU 3 (Fig. 18), nota-se
o desaparecimento dos sinais referentes aos H10 e H11 da SFU.
Ainda, observa-se o aparecimento de tripletos dos hidrogénios
propargilicos H16 & 3.49 ppm e H15 & 3.19 ppm, além do sinal
metilenos (CH2) 10 e 11 04.55 ppm que aparentam ser a
sobreposi¢do de dois dupletos. Por fim, tem-se o dupleto do
hidrogénio aromatico H12 & 8.28 ppm. Sdo caracteristicos do
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grupo propargilico o tripleto do hidrogénio ligado ao alcino
terminal e o dupleto do metileno (CHz). O hidrogénio ligado ao
alcino terminal CH acopla com os dois hidrogénios do metileno
(CH2) dando origem ao tripleto observado. Por outro lado, os
hidrogénios do metileno (CH2) acoplam com o hidrogénio do
alcino, e como esses hidrogénios sao quimicamente indistinguiveis,
observa-se um dupleto. Em geral, pode-se usar esses sinais
caracteristicos para corroborar com a formagao do produto em uma
reacao de propargilacao.

Figura 5: Espectro de RMN 'H 200 MHz pr6-farmaco 1,3-diPro-5FU
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5.2.1.3 Espectro de RMN 'H 1-Pro-5FU 2

A Fig. 19 mostra o espectro de 'H da 1-Pro-5FU 2. Observa-
se o singleto do H10 em 6 11.92 ppm além do dupleto do
hidrogénio aromatico em o 8.13 ppm. Em 6 4.45 o dupleto do
metileno (CH) 11, e o tripleto do hidrogénio H14 propargilico em
0 3.45 ppm.
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Figura 6: Espectro de RMN 'H 200 MHz 1-Pro-5FU 2.
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5.2.1.4 Espectro de RMN 'H 3-Pro-5FU 10

Na Fig. 20, observa-se um singleto em & 11.27 ppm
referente ao HI11, um dupleto em & 7.91 ppm do hidrogénio
aromatico H12, um dupleto do metileno 10 em & 4.49, e por fim o
tripleto do hidrogénio propargilico H14 em 6 3.15 ppm. Nota-se
que quase todos os sinais estdo upfield quando comparados ao
espectro do pro-farmaco 1-Pro-5FU 2. Esses compostos sdo
isdmeros, possuem valores de Rf ligeiramente diferentes, e podem
ser diferenciados pelo espectro de '*C, 'H e '°F. Naturalmente,
pode-se diferenciar o deslocamento do hidrogénio ligado ao
nitrogénio aromatico. Em 2, esse nitrogénio encontra-se entre duas
carbonilas, um ambiente quimico muito mais rico em elétrons,
deslocando o sinal do hidrogénio downfield. Ja em 10, o nitrogénio
tem como vizinho somente um grupo carbonilico, assim o sinal do
hidrogénio ligado a ele aparece deslocado upfield. Nesse caso,
apesar de ambos os sinais estarem na regido designada downfield,
a nota¢ao foi usada somente para relacionar o deslocamento de um
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em relagdo ao outro. Similarmente, pode-se usar esse raciocinio
para diferenciar os isdmeros 6 e 12 que serdo apresentados a seguir.

Figura 7: Espectro RMN 'H 200 MHz 3-Pro-5FU 10.
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5.2.2 Espectros de RMN 'H e *C e espectro de massas (TOF MS ES+)

dos pro-farmacos 1,3-diBnzPro-SFU 7, 1-BnzPro-5FU 6 e 3-BnzPro-

SFU 12

Os pro-farmacos apresentados nessa secao ndo tém sintese
ou caracterizagao descritas na literatura, e, portanto, serao tratados
como inéditos. Serdo apresentados seus espectros de RMN de 'H,

13C e espectros de massa (TOF MS ES™).

5.2.2.1 Caracterizagdo do pro-farmaco 1,3-diBnzPro-5FU 7
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A fig. 21 apresenta o espectro de RMN de hidrogénio do
pro-farmaco 7. Assim como para o pro-farmaco dipropargilado 3,
ndo se observa os sinais atribuidos aos hidrogénios N1 e N3,
mostrando que se tem um produto dissubistituido. Observa-se o
dupleto em 6 8.33 ppm referente ao hidrogénio aromatico H3, com
constante de acoplamento J = 6.4 Hz devido ao acoplamento com
o nucleo de fltor 7. Tem-se um multipleto entre & 7.40 - 7.17 ppm
atribuidos aos 4 hidrogénios aromaticos (11, 15, 21 e 25). Outro
multipleto em 67.06 - 6.80 ppm pertence aos hidrogénios
aromaticos (12, 14, 22 e 24). Os dois singletos em 6 4.92 ¢ § 4.82
ppm referem-se aos 4 hidrogénios dos metilenos 17 e 19,
respectivamente. O duplo dupleto observado em 64.77 ppm
pertece aos 4 hidrogénios dos metilenos 18 e 27. Por fim, observa-
se um quarteto em O 3.55 atribuidos aos 2 hidrogénios
propargilicos 29 e 31.

Figura 8: Espectro de RMN 'H 200 MHz do 1,3-diBnzPro-5FU 7
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O espectro de carbono do pro-farmaco 7 (Fig. 22) mostra 3
dupletos causados pelo acoplamento carbono-flior. Um em
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0 157.15 ppm (d, J = 19.1 Hz, C9), outro em & 139.69 ppm (d, J =
228.07 Hz, C8) e por fim & 115.25 ppm (d, J = 13.5 Hz, C3). Todos
os outros singletos foram atribuidos da seguinte forma: & 150.12
(2C, C13 e C23), 129.76 (4C, 11, 15, 21 ¢ 25), 115.39 (2C, C22 e
C24), 115.12(2C, C14 e C12), 79.65 (2C, C28 e C30), 78.63 (2C,
C29 e C31), 55.82 (2C, C18 e C27), 51.77 (1C, C17), 44.19 (1C,
C19).

Figura 9: Espectro RMN '*C 50 MHz do 1,3-diBnzPro-5FU 7
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A Fig. 23 mostra o espectro de massas do pro-farmaco 7.
Na parte superior, o espectro tedrico calculado pelo software do
equipamento, e em baixo o espectro experimental. Observa-se que
0s espectros tedricos e experimentais coincidem até o ultimo
algarismo significativo. Além disso o sinal se refere a molécula
somada a um ion de sddio (Na, 22.9897 u).
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Figura 10: Espectro de massas TOF MS ES™ do pr6 farmaco 7

5.2.2.2 Caracterizagdo do pro-farmaco 1-BnzPro-5FU 6

O espectro adquirido para o pro-farmaco 6 encontra-se na
Fig. 24. Observa-se os sinais atribuidos ao grupo propargil em o
4.78 (d, 2H, H18), 6 3.55 (t, 1H, H20), respectivamente. O singleto
do metileno 17 em & 4.75 (s, 2H). O sinal dos hidrogénios
aromaticos do grupo benzilico 8 7.40 — 7.19 (m, 2H) 11 e 15, ¢ &
7.07 — 6.85 (m, 2H) 12 ¢ 14. Um dupleto em 6 8.21 (d, J = 6.8 Hz,
1H) H4, e por fim singleto em 6 11.81 (s, 1H) NH.

Assim como anteriormente, observa-se 3 dupletos no
espectro de *C do pro-farmaco 6 (Fig. 25). 6 158.06 (d, J = 25.0
Hz) C9, 157.28 C13, 150.04 C1, 140,19 (d, J = 229.3 Hz) C8,
130.03 (d, J = 33.2 Hz) C3, 129.97 C10, 129.60 (2C) C11 e C15,
115.40 (2C) C12 e C14, 79.63 C19, 78.67 C20, 55.84 C18, 50.51
C17.
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Figura 11: Espectro RMN 'H 200 MHz pro-farmaco 6
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Figura 12: Espectro RMN '*C 50 MHz pré-farmaco 6
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A Fig. 26 mostra o espectro de massas do pro-farmaco 6.
Na parte superior, o espectro teoérico calculado pelo software do
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equipamento, € em baixo o espectro experimental. Nesse caso se
observa uma discrepancia de 0,2 unidade de massa. Até o momento
essa alteracdo nao pode ser contabilizada, visto que nenhuma
espécie quimica pode ser atribuida a essa variagao.

Figura 13: Espectro de massas TOF MS ES* do pr6 farmaco 6
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5.2.2.3 Caracterizagao do pro-farmaco 3-BnzPro-5FU 12

O espectro de hidrogénio para o pro-farmaco 12 foi
adquirido em 400 MHz e encontra-se na Fig. 27. Observa-se os
sinais atribuidos ao grupo propargil em ¢ 4.75 (d, 2H, H18), 3.54
(t, J=1.9 Hz, 1H) 20. O singleto do metileno 10 em & 4.88 (s, 2H).
O sinal dos hidrogénios aromaticos do grupo benzilico 6 7.26 —
7.24 (m, 2H) H12 e H16, € 6 6.93 — 6.91 (m, 2H) H13 e HI5. Um
tripleto em 6 7.88 (t, J = 5.9 Hz, 1H) H5, e por fim duleto em o
11.19 (d, 1H, J = 5.75 Hz) NH.
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Figura 14: Espectro RMN 'H 400 MHz pro-farmaco 12

O espectro de carbono para o pro-farmaco 12 foi adquirido
em 100 MHz e encontra-se na Fig. 28. & 157.78 (d, J = 24.9 Hz)
C9, 156.94 C14, 150.34 C1, 139,79 (d, J = 229.4 Hz) C8, 130.00
Cl11, 129.76 C12 e C16, 125.65 (d, J = 31.7 Hz) C3, 115.14 (2C)
C13 e Cl5,79.72 C19, 78.64 C18, 55.83 C10, 43.33 C20.

A Fig. 29 mostra o espectro de massas do pro-farmaco 12.
Na parte superior, o espectro tedrico calculado pelo software do
equipamento, e em baixo o espectro experimental. Como no caso
do pro-farmaco 6, se observa uma discrepancia de 0,2 unidade de
massa. Até o momento essa alteracdo ndo pode ser contabilizada,
visto que nenhuma espécie quimica pode ser atribuida a essa
variagao
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Figura 15: Espectro RMN '*C 101 MHz pré-farmaco
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Figura 16: Espectro de massas TOF MS ES+ do pré farmaco 12
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53 ESTUDO DA REACAO DE DESPROTECAO DOS PRO-
FARMACOS PROPARGILADOS DERIVADOS DA 5FU

5.3.1 Reacao de despropargilacio — Catalise homogénea.

As reagdes de desprotecao discutidas a seguir foram
realizadas em tampdo PBS e DMSO (12,5%) a 37 °C, com
concentragdes inicias de 800 pmol/L para os substratos e 200
umol/L de catalisador (25 mol % de Pd). Para Pd>(allyl),ClL, a
concentragdo de Pd foi de 400 pumol/L (50 mol %), uma vez que se
tem dois equivalentes de Pd para cada mol do sal. Nos casos dos
pro-farmacos 3 e 7, a concentragdo efetiva do grupo propargilico ¢
de 1600 umol/L, assim, considerou-se a metade de equivalentes de
Pd para os casos mencionados acima. Vale ressaltar que para
NayPdCls e Pda(allyl)2Cl2 o palddio encontra-se no estado de
oxidag¢do Pd*", enquanto que em Pd(dba), tem-se Pd’.

5.3.1.1 Resultados para conversdo dos pro-farmacos 2, 3 e 10

O esquema 11 mostra os produtos esperados na reagao de
despropargila¢dao dos pro-farmacos 2, 3 e 10. Enquanto 2 e 10 sdo
convertidos imediatamente a SFU, 3 deve gerar 2 ou 10 antes que
a conversdo seja completada. Pode-se pressupor que, ndo so6 a
conversdao de 3 ocorre de forma mais lenta, mas que também a
quantidade de SFU formada seja menor que aquelas atingidas por
2¢e10.

Tabela 9: Porcentagem de SFU formada ap6s 24 h de reacgdo.

Substratos
Catalisador 3 2 10
NaPdCly 0,96 29,46 18,00
Pdx(allyl)>Cl, 2,62 12,34 4,07
Pd(bda), 0,94 24,48 12,92
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Esquema 23: Produtos da reacdo de clivagem mediada por Pd dos
pro-farmacos 3, 2, ¢ 10.

X =Z
/ ’ '
OY\NKO Pd (12,5 mol %) OYXO . Y\NI N
N __~ PBS HN__~ N __~
F , F F
M DMSO (12,5%) Iﬂ

(0)

3 10 2 5FU
o N_o o N_o
Y Pd (25 mol %) Y\I
—_—
N\IF PBS, HN e
|ﬂ DMSO (12,5%)
2 5FU
=
o _N__O o _N_o
Y Pd (25 mol %) Y\I
—_—
HN\IF PBS, AN e
DMSO (12,5%)
10 5FU

Fonte 19: o autor (2023)

Os resultados da conversao dos substratos 2, 3 e 10 estdo
apresentados na tabela 9. De fato, observa-se que a conversdo de 3
em SFU ¢ muito menos eficiente que aquelas de 2 e 10. Além disso,
a formagao de 2 e 10 ¢ evidenciada pelo surgimento dos sinais no
cromatograma da reacdo em 6,763 e 6,932 min, respectivamente
(Fig. 30). Esses resultados sugerem que, nessas condic¢des, pode
haver uma desativagcdo ou do catalisador antes que a reagdo seja
completada.

Para os substratos 2 e 10 a conversao ¢ mais pronunciada,
com excecdo ao par 10-Pdz(allyl)Cl2 que apresenta conversdao
menor que 5%. De forma geral, o substrato 2 mostrou-se o mais
eficiente no surgimento da SFU com todos os catalisadores
estudados, com a maior conversdao alcancada com o par 2-
NazPdCls. Outro aspecto dessas reagdes ¢ que, apesar de serem
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isOmeros constitucionais, 2 e 10 exibem conversdes
consideravelmente distintas, sugerindo que efeitos estéricos e/ou
eletronicos estejam influenciando alguma etapa da reacdo de
despropargilacao. Esse efeito também ¢ observado ao se analisar a
intensidade dos sinais referentes a 2 ¢ 10 no cromatograma, da
reacdo de despropargilacdo de 3. Nota-se que o consumo de 2
gerado na reacgdo parece ser mais rapido que aquele de 10.

Figura 17: Cromatograma da reacdo de 3 com Na,PdCls apds 24 h.
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Figura 18: Intensidade dos picos de 2 (6,74 min) e 10 (6,91 min) na
reagdo com A) Na,PdCl; e B) Pd(dba),.

65



Por fim, apesar de ter duas vezes mais equivalentes de Pd
que os outros dois catalisadores, Pd>(allyl)>Cl> mostrou-se menos
eficiente na conversao de 2 e 10. Os valores encontrados para 3
estdo fora dos limites da curva de calibragdo e ndo podem ser
interpretados conclusivamente. Esse resultado pode ser explicado
pelo fato de Pda(allyl)>2Cl, poder formar espécies inativas de
Pd(I).76

5.3.1.2 Resultado para conversdo dos pro-farmacos 6, 7 e 12

Os pro-farmacos 6, 7 e 12 foram protegidos com um grupo
benzilpropargiloxi auto-imolativo. O mecanismo da reacdo auto-
imolativa na liberacdo da SFU estd ilustrado no esquema 12. A
clivagem do grupo propargilico gera um intermediario benzoxi,
que, em um movimento concertado de elétrons, libera a SFU e
forma o alcool 4-Hidroxibenzoico. Além de a liberagao da SFU
depender do processo auto-imolativo, essa reacdo difere da
discutida na secdo anterior por se tratar de uma reagdo de O-
despropargilacdo, enquanto que as mencionadas anteriormente
tratam-se de reacoes de N-despropargilagao.

Esquema 24: Mecanismo auto-imolativo na reacdo de desprotecdo
de 6.

H
N_O

o N_o
Y OY
N\/I HN__~
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H
F H,0 O OH

OH

Fonte 20: o autor (2023)
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Tabela 10: Porcentagem de SFU formada apo6s 24 h de reagéo.

Substratos
Catalisador 7 12
NaPdCly 2,66 2,78 2,56
Pdx(allyl).Cl, 3,57 2,69 2,55
Pd(bda), 2,89 0,22 2,84

Na tabela 10 estdo os resultados obtidos na reagdo de
desprotecao dos pro-farmacos 6, 7 e 12 mediadas por sais de
paladio. Nota-se que as conversodes atingidas sdo inferiores aquelas
produzidas na sec¢ao anterior. Apesar da reagdo de desprotecao de
7 aparentemente produzir quantidades maiores de SFU do que o
analogo 3, esses resultados estdo fora do limite da curva de
calibragdo obtida, e por isso, ndo sdo conclusivas. Contudo, ¢
possivel concluir que ha a formagao de 6 e 12 além da SFU (Fig.

32).

Figura 19: Cromatograma da reag¢do de desprote¢do de 7 com
Na,PdCls apo6s 24 h. Além da formacdo da SFU, observa-se a

formacao de 6 ¢ 12.
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Ademais, ¢ possivel que o processo auto-imolativo seja
muito lento e ndo ocorra, havendo a formagao de intermediarios
similares ao composto 6¢. O pKa desse fenol ¢ aproximadamente
9.8, e com o pH do meio reacional ~7.4, o equilibrio ilustrado no
esquema 12 esta deslocado a favor da formagio de 6¢. E possivel
que pico em Tr = 6,19 min (Fig. 32) seja causado por esse
intermediario, mas, outros métodos seriam necessarios para
determinar sua identidade e corroborar com essa hipdtese.

Esquema 25: Produtos da reag¢@o de clivagem mediada por Pd dos
pro-farmacos 7, 6 e 12.

! !
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Fonte 21: o autor (2023)
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5.3.2 Reacao de despropargilacio — Catalise heterogénea

As reagdes de desprotecdo discutidas a seguir foram
realizadas em tampao PBS e DMSO (1,25%) a 37 °C, com
concentragdes equimolares de substrato e palddio (secdo 4.4.1).
Assim como na secdo anterior, duas espécies de Pd foram
comparadas, Pd** e Pd’. Como fonte de Pd’ foi usado um
catalisador comercial de paladio suportado em carbono ativado. Ja
para os estudos com Pd*’, utilizou-se um catalisador de paladio
suportado em grafeno que foi sintetizado e caracterizado pelo nosso
grupo de trabalho, cuja sintese nao sera descrita neste trabalho.

5.3.2.1 Resultados para conversdo dos pro-farmacos 2, 3 e 10

Os resultados da conversao dos pro-farmacos 2, 3 e 10 estao
apresentados na tabela 11. Mais uma vez, pode-se observar que a
conversao do pro-farmaco di-propargilado 3 ¢ inferior aquelas de
seus homologos mono-propargilados. Todavia, hid uma
discrepancia nos resultados do pro-farmaco 10. Na conversdo
homogénea, a maior conversio foi atingida com a espécie Pd’,
enquanto que, na heterogénea, o melhor resultado foi obtido com
Pd**. Além disso, a maior conversio geral também foi alcangada
pelo substrato 10, diferente do resultado obtido na se¢do anterior,
onde a maior conversdo obtida se deu pelo substrato 2. Porém, a
reagdo de 3 produz 2 e 10 além da SFU, assim como na observado
na sec¢do 5.3.1.1 (Fig. 33).

Tabela 11: Porcentagem de 5FU formada apds 24 h de reacgéo.

Substratos
Catalisador 3 2 10
Pdll@Grafeno 4,67 22,82 30,34
Pd/C 3,03 21,14 7,46

69



Igualmente, observou-se que de maneira geral Pd*>* confere
as melhores conversdes a SFU, e que o substrato 2 apresenta
reatividade similar entre as diferentes espécies de Pd, tanto na
catalise homogénea como na heterogénea.

Figura 20: Cromatograma da rea¢do de desprotecdo de 3 com
Pdll@grafeno apos 24 h. Além da formagdo da 5FU, observa-se a
formacao de 2 ¢ 10.
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5.3.2.2 Resultados para conversdo dos pro-farmacos 6, 7 e 12

Assim como os resultados obtidos na secdo 5.3.1.2, os
resultados de conversdo ficaram fora do limite da curva e
calibracdo da SFU e ndo podem ser interpretados conclusivamente.
Porém, podemos observar que, como nos estudos da catalise
homogénea, ha a formacdo do pro-farmacos 6 na desprotecdo de 7,
além do aparecimento de um sinal que pode estar ligado a formacgao

70



do fenol despropargilado 6¢. Os resultados obtidos estao
apresentados na tabela 12.

Tabela 12: Porcentagem de SFU formada apos 24 h de reagéo.

Substratos
Catalisador 7 6 12
Pdll@Grafeno 3,27 2,84 3,22
Pd/C 3,06 3,90 3,57

Figura 21: Cromatograma da reag¢do de desproteg¢do de 7 com Pd/C
ap6s 24 h. Além da formagdo da 5FU, observa-se a formacao de 6 e
possivelmente 6c¢.
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De maneira geral, pode-se concluir que o efeito do grupo
auto-imolativo desfavoreceu a formacao da SFU. Ademais, o
produto da despropargilacdo nao foi identificado, e em alguns
casos, mais do que um produto foi formado. Em todos os casos,
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porém, a formagao da SFU foi irrisoria, € ndo pode ser quantificada
de forma conclusiva.

Figura 22:Cromatograma da reag¢do de 6 com Pd/C apds 24 h. Nota-
se que além da SFU, outros dois produtos foram formados na reagéao.

30

a
6 &
25 o
(]
20 -
o)
= 15
£ 5
8 2
104 SFU ‘%
o)
> g
-
0 1 T
1 1 1
5 10 15
R, (min})

5.3.3 Acompanhamento da reacio de desprotecio de 6, 7, e 12 na
reaciio com Na2PdCls por RMN de F

Visto a dificuldade de acompanhar as reagdes de
despropargilacao dos pro-farmacos derivados da SFU, foi feita uma
tentativa de observar o progresso da reacdo por RMN de fluor. A
tentativa foi baseada no fato de o niicleo de '°F ser ativo e bastante
sensivel a técnica, além abundéancia quase quantitativa. Primeiro
foram obtidos os espectros dos compostos isolados para determinar
se seria possivel diferencid-los usando a técnica. O espectro dos
trés pro-farmacos e da SFU estdo ilustrados na figura 36. O sinal
em 6 -125 ppm refere-se ao padrao interno 4-Fluoropenol.
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|Figura 23: Sobreposicio dos espectros de RMN "YF da 5FU e dos
préo-farmacos 6, 7 e 12.
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Um dos empecilhos da técnica ¢ a necessidade de usar
concentragoes relativamente altas dos substratos, sendo necessario
mudar as condigdes da reagdo para superar o problema de
solubilidade dos pro-farmacos benzilropargiloxi. Para tal, as
reagoes foram realizadas em 80% de d6-DMSO em D,0, sem o uso
de tampao PBS. Portanto, a variagdo e o pH inicial do meio
reacional sdo desconhecidas. A seguir, serdo apresentados os
espectros sobrepostos do acompanhamento das reagcdes no tempo 0
h, 6 h e 24 h, juntamente com o espectro da SFU para comparagao.
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Figura 24: Sobreposi¢do dos espectros de RMN '"F da reacio de
desprotecdo de 7.
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Nao foi possivel observar a formacao da SFU nessas
condicdes (Fig. 37). Pode-se notar, porém, que, ha variagcdo no
espectro da reagdo, contudo, sem surgimento do sinal da SFU.
Somado ao resultado das segOes anteriores, essa ¢ mais uma
evidéncia de que somente a reacdo de despropargilagcdo ocorre, ao
passo que o processo auto-imolativo limita a formagao da SFU. O

mesmo ocorre para 6 (Fig. 38)

Figura 25: Sobreposi¢do dos espectros de RMN 19F da reacdo de
desprotegdo de 6.
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No caso do pro-farmaco 12, nao foi possivel identificar nem
mesmo a reacdo de despropargilagdo, com os espectros de
acompanhamento da reacao permanecendo inalterados durante as

24 h em que foram acompanhados.

Figura 26: Sobreposi¢cdo dos espectros de RMN 19F da reagdo de

desprotecdo de 12.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados trés pro-farmacos
inéditos contendo um grupo auto-imolativo, 1,3-Dibnzpro-5FU 7,
1-BnzPro-5FU 6 e 3-BnzPro-5FU 12.

Foram realizados estudos da reacdo de depropargilagdo e
conversdao destes pro-farmacos na presenca dos catalisadores
homogéneos Na,PdCls, Pd(allyl)Cl, e Pd(dba),, assim como dois
catalisadores heterogéneos, Pd/C e Pd@grafeno. Da mesma forma,
foram acompanhadas as conversdes dos pro-farmacos 1,3-diProp-
5FU 3, 1-Pro-5FU 2 e 3-Pro-5FU 10 como modelos e a carater
comparativo.

As reacdes e conversdes foram acompanhadas por HPLC-
DAD e RMN "F. Os resultados obtidos ficaram abaixo dos valores
da curva de calibracdo feita para a SFU e, portanto, ndo puderam
ser quantificados de maneira conclusiva. Contudo, as evidéncias
nos permitem supor que a reagdo de despropargilagcdo acontece e
que, o que limita a conversao do pro-farmaco ¢ o processo auto-
imolativo.

Por fim, conclui-se que estes pro-farmacos contendo um
grupo auto-imolativo ndo apresentam conversdes que justifiquem
0o seu uso na liberacdo bio-ortogonal do quimioterapico 5-
fluorouracila.
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