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Aziridines and their asymmetric conversion to bioactive compounds — This article describes the
application of enzymatic resolution to the formation of optically active azabicyclo[x.1.0]alkanes (bicyclic aziridines)
and their use for the synthesis of biologically active molecules. The commercial antiviral agent oseltamivir and its
phosphorus containing analogue tamiphosphor were prepared from this starting material (x = 4). This route to antivi-
ral analogues is applicable to the synthesis of a range of oseltamivir analogues. A similar aziridine (x = 3) was used
as starting material for studies related to the stereoselective synthesis of the natural product terpestacin. Although
the overall synthetic strategy was not successful some interesting reactions and compounds were encountered. Also
new methods and reagents for the preparation of alfa-chlorocarbonyl compounds and 1,3-diketones or 1,3-ketoacid
derivatives were developed during these studies.

Este artigo descreve a preparacao de azabiciclo[x.1.0]alcanos (aziridinas biciclicas) através de resolucdo enzima-
tica e o seu uso na sintese de moléculas bioativas. O oseltamivir, um antiviral comercial, e o seu analogo contendo
fosforo, o tamifésforo (tamiphosphor), foram preparados usando estes compostos (x = 4) como material de partida.
Esta nova via de sintese podera ser usada na preparacdo de novos analogos do oseltamivir com potencial atividade
contra virus influenza. Uma aziridina similar (x = 3) foi usada como material de partida em estudos relacionados
com a sintese estereosseletiva da terpestacina, um produto natural. Apesar da estratégia nao ter tido sucesso, foram
identificadas algumas reacGes e moléculas interessantes. Também foram estabelecidos neste trabalho alguns méto-
dos e reagentes para a preparacao de compostos a-clorocarbonilicos e 1,3-dicetonas ou derivados de 1,3-cetoacidos.

Os compostos organicos sao necessarios no dia a dia
(medicamentos, aditivos alimentares, tintas, polimeros,
etc.) e em diferentes éreas cientificas (biologia, materiais,
farmacia, etc.). Consequentemente, a sintese organica tem
um papel importante na melhoria da nossa qualidade de
vida e no desenvolvimento da Ciéncia. Por um lado, tor-
nando disponiveis novas moléculas com potencial utilida-
de para a sociedade e, por outro, criando novos métodos de
sintese mais eficientes e verdes.

“Why do chemists make molecules? The obvious (and true)
answer is: because we need them. That is why chemical
synthesis is still vibrant, and will continue to supply the
drugs, materials and commodities of the twenty-first cen-
tury. Every year brings its bounty.” [1].

Em geral, estratégias sintéticas sdo constituidas por va-
rios passos para transformar o material de partida no pro-
duto final, cada um destes passos consistindo numa reagao
ou transformacdo quimica. O desenvolvimento de reagdes
novas e mais eficientes é essencial para o progresso da qui-
mica organica, dado que estas sdo as ferramentas que um
quimico possui para moldar moléculas com a estrutura pre-
tendida. Quanto mais ferramentas estiverem disponiveis,
maior serd o nimero de moléculas possiveis de preparar.
Apesar de alguns grupos focarem a sua investigacdo exclu-
sivamente ou no desenvolvimento de novas reacdes ou na
sintese de novas moléculas, as duas estdo intrinsecamente
ligadas. No desenvolvimento de uma nova reacgdo, a sua
utilizacdo numa sintese complexa demonstra a sua utilida-
de ou, porventura, as suas limitacdes. Por outro lado, uma
nova rota de sintese pode implicar o desenvolvimento de
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um novo método para efetuar uma determinada transfor-
macao.

Estratégia para preparacao de aziridinas quirais oti-
camente ativas

Muitos farmacos quirais sao comercializados como um
unico enantiémero, por isso a sintese enantiosseletiva é
um tépico importante da sintese organica. Uma estratégia
frequente é o uso de um material de partida quiral enan-
tiomericamente puro. Alguns compostos deste tipo sdo
comercializados a um custo acessivel, sendo normalmente
de origem natural ou produzidos por fermentagdo, como
por exemplo acidos simples (e.g. acido tartarico), aminoa-
cidos ou acticares. Como alternativa, materiais de partida
mais disponiveis aquirais ou racémicos podem ser usados
quando submetidos a uma reacdo enantiosseletiva, tendo
sido esta a estratégia utilizada nas sinteses descritas neste
artigo.

Uma outra possivel estratégia para a preparacao de
moléculas oticamente ativas é a resolucdo de um racema-
to, que consiste na separacdo dos dois enantiémeros pre-
sentes numa mistura. Diferentes metodologias podem ser
usadas para este fim: cristalizacao seletiva, derivatizagdo
quiral, cromatografia quiral ou resolucées cinéticas. Al-
gumas resolucdes cinéticas podem ser um processo enzi-
matico, estando descritas multiplas resolucdes enzimaticas
em aplicacOes laboratoriais e industriais [2]. A resolucdo
de é4lcoois secundarios com uma lipase é provavelmente
um dos métodos mais usados, cuja reacdo consiste numa
acilacdo seletiva de um dos enantiémeros. Este processo
é relativamente econémico e geralmente eficiente, sendo
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Esquema 1 — Resolugdo enzimética de 4-hidroxiacilaziridinas ciclicas.

a recuperacao e reutilizacdo da enzima, quando possivel,
uma grande vantagem. A lipase B de Candida antarctica
é comercializada em suporte sélido com o nome Novo-
zym 435 e é amplamente usada devido ao seu facil manu-
seamento, grande espetro de substratos e facil recupera-
¢ao, tendo sido também usada no trabalho descrito neste
artigo.

Recentemente desenvolvemos um novo método de
preparacdo de aziridinas oticamente ativas que inclui uma
resolucdo enzimatica muito eficiente (Esquema 1) [3]. E
um método acessivel, reprodutivel e escalavel que tem
potencial para ser usado industrialmente. Constitui uma
estratégia util para a producdo de materiais de partida oti-
camente ativos para a sintese estereosseletiva de cicloal-
canos que contém nitrogénio. O esquema 2 ilustra pos-
siveis transformacgdes quimicas destas aziridinas e, deste
modo, a sua versatilidade em sintese organica.

Tentativas de sintese da terpestacina

A terpestacina é um sesterterpeno produzido por di-
versos fungos, que foi descrito como tendo atividade an-
tiviral [4] e anticancerigena [5]. Tendo em conta o po-
tencial desta molécula como drug lead e dada a comple-
xidade da sua estrutura, tem sido um alvo para quimicos
sintéticos e uma das sinteses mais expeditas foi desen-
volvida por Trost e colaboradores [6] (Esquema 3). Ape-
sar de a formacdo do macrociclo presente na molécula
apresentar alguns desafios, a construcdo do ciclopentano
é provavelmente a tarefa mais dificil, ja que requer um
grande controlo da estereoquimica dos grupos presentes.
Outro dos objetivos deste trabalho era desenvolver uma
nova sintese do intermedidrio de Trost e possivelmente
da terpestacina, usando como material de partida uma das
aziridinas obtidas pelo método anterior.

QUIMICA vol. 42, n.° 149, abr—jun 2018

E
OH NR
o}
TE* “INR
X .
R / or'
R'M

“INR -—— NR

H A

R"OH
Ac. de Lewis
oR
Y~ “NHR o
OR OR"
" “NHR
OR'

Esquema 2 — Exemplos de reacoes de 4-hidroxiacilaziridinas ciclicas.
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Esquema 3 — Representacdo genérica da sintese da terpestacina pelo pro-
cesso de Trost [6].

O esquema 4 ilustra a estratégia desenhada para a sin-
tese do intermediario de Trost. Nesta estratégia, a este-
reoquimica dos grupos é orientada pela aziridina, em que
o primeiro grupo alilo seria adicionado em posicao trans
relativamente a azidiridina e o segundo grupo alilo mais
substituido trans ao primeiro. Numa primeira tentativa,
a adicdo de Michael ocorreu de forma seletiva (Esquema
5), tal como previsto, contudo a metilacdo do enolato nao
foi possivel. Numa segunda tentativa, usou-se um mate-
rial de partida que ja possuia o metilo na posicao preten-
dida. Contudo, apesar da adi¢ao de Michael ter ocorrido,
os dois anéis do sistema biciclico colapsaram, dando ori-
gem a um produto linear. Realizou-se ainda uma tercei-
ra tentativa com um material de partida com um metilo
numa posicao diferente, sendo que o segundo grupo alilo
seria introduzido ndo por alquilacdo, mas por abertura
da aziridina e rearranjo de Claisen. Contudo esta tltima
estratégia também ndo teve sucesso, ja que a adicao de
Michael originava um rendimento baixo (30%) e nenhu-
ma estereosseletividade. Como conclusdo, o insucesso da
estratégia delineada parece ser devido a elevada tensao
criada pelo sistema biciclico e ao facto de este ndo supor-
tar os trés grupos alquilo.
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Esquema 4 — Retrossintese do intermedidrio de Trost.
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Esquema 5 — Tentativas de sintese do intermediario de Trost.

Numa das aziridinas preparadas nas tentativas de sinte-
se descritas anteriormente foi possivel observar invertome-
ros por 'H RMN (Figura 1) e *C RMN. Invertémeros sdo
um tipo especial de conférmeros que, no caso de compos-
tos com nitrogénio, correspondem a sua inversao (efeito
guarda-chuva). Na maior parte dos compostos nitrogena-
dos esta inversdo é tao rapida que ndo é possivel observar
a presenca de invertémeros usando técnicas espetroscopi-
cas. No entanto, existem algumas excecdes, por exemplo,
quando um dos substituintes do nitrogénio é um atomo
eletronegativo (e.g. cloro ou oxigénio), este equilibrio é
mais lento e em alguns casos é mesmo possivel isolar os
invertomeros. Dentro do nosso conhecimento, nunca fo-
ram reportados invertémeros de alquilaziridinas e, dentro
da experiéncia do nosso grupo, é também a primeira vez
que observamos este tipo de conférmeros em aziridinas.
Para perceber melhor este fendmeno, realizamos calculos
DFT (teoria do funcional da densidade) e concluimos que,
na grande maioria das aziridinas, o conférmero endo tem
uma energia muito mais alta que o exo, nao sendo por isso
detetdvel por RMN. Na aziridina da figura 1, a dupla liga-
¢do e o grupo metilo parecem destabilizar o conférmero
exo, aproximando a sua energia do endo, e sendo assim
possivel observar os dois invertomeros.

Sintese de oseltamivir e analogos

As infecdes causadas pelo virus da gripe continuam a
ser um risco para a saude humana na sociedade moderna.
Derivados de acidos sidlicos e moléculas estruturalmente
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equivalentes tém sido preparados e demonstraram ter uma
consideravel atividade antiviral através de inibicao de en-
zimas essenciais ao desenvolvimento de infe¢Ges virais. O
farmaco mais usado no tratamento destas infecoes é o osel-
tamivir que foi desenvolvido pela Roche e comercializado
com o nome Tamiflu®.

O processo inicialmente usado pela Roche usava o 4ci-
do xiquimico como material de partida, um produto na-
tural quiral oticamente puro. A principal fonte de acido
xiquimico é o anis estrelado, uma planta cultivada maiori-
tariamente na Asia e por isso, toda a producio de Tamiflu
estava dependente da disponibilidade desta planta. Conse-
quentemente, em 2006 [7] foi especulado que o processo
ndo teria capacidade de produzir Tamiflu suficiente para as
necessidades globais em caso de pandemia, o que se veio a
verificar em 2009. O desenvolvimento de novos processos
tornou-se um alvo de investigacdo para quimicos e novas
sinteses continuam a ser desenvolvidas ainda hoje.

Como o virus da gripe continua a sofrer mutacdes, es-
tirpes resistentes ao oseltamivir comecam a aparecer, ainda
que esporadicamente. E por isso importante o desenvolvi-
mento de antivirais alternativos. Em 2012 foi descoberta
uma nova substancia ativa: o tamifésforo [8]. Apesar desse
composto ter demonstrado ser muito potente in vitro con-
tra estirpes resistentes, a sua baixa biodisponibilidade é um
entrave a sua utilizacdo clinica no tratamento da gripe.

O oseltamivir e o tamifdsforo sao inibidores da enzima
neuraminidase (NA) do virus da gripe. A NA viral cliva o
acido sidlico presente na superficie das células infetadas,
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Figura 1 - Espetro de 'H RMN parcial da 6-benzil-5-metil-6-azabiciclo[3.1.0]hex-3-en-2-ona, em que é possivel observar os sinais relativos aos seus

invertémeros, que se encontram representados em equilibrio.
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facilitando a propagacdo do virus (Esquema 6). O oselta-
mivir é um pré-farmaco que é hidrolisado a acido in vivo,
sendo este tltimo a espécie bioativa (Esquema 7). Em am-
bos os farmacos, a estereoquimica dos grupos funcionais
presentes na molécula é essencial a sua atividade. Em todas
as sinteses do oseltamivir e outros inibidores da NA, é cru-
cial um grande controlo da estereoquimica dos carbonos
assimétricos no produto final.

Outro objetivo deste trabalho era desenvolver sinteses
versateis de substancias antivirais para tratamento da gripe.
Pretendia-se, por um lado, permitir a producdo de oselta-
mivir usando matérias-primas alternativas e, por outro, a
obtencdo de novos analogos potencialmente ativos.

glicoproteina~g o H
HO,C**

OH
acido sialico

Esquema 6 — Hidrélise do éacido sidlico presente em células infetadas
pelo virus da gripe, catalisada pela neuraminidase (NA) viral.
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Esquema 7 — Hidroélise in vivo do pré-farmaco oseltamivir e formacédo do
respetivo acido, espécie bioativa, e estrutura do seu analogo tamif6sfo-
ro. Os principais grupos funcionais responsaveis pela atividade biolégica
destes dois compostos estdo evidenciados com diferentes cores.

Neste trabalho, foram desenvolvidas novas sinteses for-
mais dos antivirais oseltamivir e tamifésforo (Esquema 8)
[9]. Recorrendo ao novo método de resolugdo enzimatica,
uma aziridina quase enantiomericamente pura foi prepara-
da e usada como material de partida. Esta aziridina pode
ser preparada a partir do anisol ou ciclo-hexadieno, dois
materiais de partida muito mais abundantes e econémicos
quando comparados com o acido xiquimico.

A formacao estereosseletiva da aziridina na 4-hidroxi-
ciclo-hex-2-enona protegida é uma das caracteristicas mais
distintas de outras descritas anteriormente. O anel da azi-
ridina controla a estereoquimica de todos os centros este-
reogénicos formados na molécula: o grupo isopentiloxilo,
trans relativamente ao grupo acetamido, formado através
da abertura do anel da aziridina; e o grupo amino, também
trans relativamente ao grupo acetamido, que é formado por
inversdo do grupo alcool.

Outra caracteristica importante da sintese é a introdu-
cdo do grupo éster ou fosfonato num enolato de litio. Os
3-oxo éster ou fosfonato produzidos sdo depois converti-
dos no éster insaturado presente no produto final. Neste
sentido, novos analogos do oseltamivir ou tamifésforo po-
dem ser preparados usando esta metodologia, dado que di-
ferentes grupos funcionais podem ser introduzidos no lugar
do 4cido carboxilico. Podem assim ser preparadas novos
compostos com melhores propriedades biofarmacéuticas,
nomeadamente, com biodisponibilidade adequada.

o-Funcionalizagdo de compostos carbonilicos

Na tentativa de preparar novos analogos do oseltamivir
com diferentes bioisdsteros do grupo acido carboxilico, fo-
ram identificadas e estudadas duas reagoes. Estas duas rea-
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Esquema 8 — Sintese do oseltamivir e do tamifésforo a partir de 4-hidroxiciclo-hex-2-enona. A conversao do grupo hidroxilo em amino encontra-se

descrita na literatura.
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Esquema 9 — Reacdes de a-funcionalizagdo de compostos carbonilicos: cloragdo e extrusdo de enxofre.

¢Oes permitem a funcionalizacdo da posicdo a a um grupo
carbonilo de forma eficiente, nomeadamente em cetonas
(Esquema 9).

Uma das reagdes é a cloragdo em meio basico usando
clorossulfato de metilo [10], sendo este reagente descrito
pela primeira vez como uma fonte eletrofilica de cloro. A
outra consiste num rearranjo com extrusdo de enxofre em
meio bésico, em que ocorre a transformagdo de compos-
tos 2-ox0-S-(tio)carbonilicos em 2-oxotiocarbonilicos. As
duas reagdes sdo altamente eficientes e limpas, nao haven-
do necessidade de purificacao adicional depois do work-
-up. A reacdo de cloragdo € particularmente util para a
transformacdo de compostos sensiveis a meio acido, ja que
os métodos descritos para este tipo de halogenacdes sdo
maioritariamente em meio acido. Por outro lado, durante a
reacao de extrusao de enxofre é formada uma nova ligacdao
carbono—carbono, uma das transformagoes mais importan-
tes em sintese organica, constituindo assim numa nova es-
tratégia sintética que tem sido pouco explorada.

Perspetivas futuras

Em todas as estratégias descritas, o objetivo foi criar
metodologias eficientes, reprodutiveis e que usam reagen-
tes pouco toxicos e acessiveis, de modo a serem facilmente
usadas por outros quimicos sintéticos, mesmo com pouca
experiéncia. As estratégias sintéticas descritas neste traba-
Iho podem ser usadas na preparagdo de diferentes cicloal-
canos nitrogenados quirais, em particular de ciclo-hexanos
e ciclopentanos. Tornam assim possiveis novas vias de
sintese para diferentes moléculas com potencial atividade
biolégica, nomeadamente antiviral. Em dltima anélise, es-
tas novas moléculas poderdao mostrar potencial para serem
inseridas em programas de descoberta, planeamento e de-
senvolvimento de novos farmacos antivirais.
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