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INTRODUGAO:

Gliomas séo as neoplasias primarias mais frequentes do sistema nervoso central. Os gliomas
de grau IV (glioblastomas, GBs) sao 0os mais comuns e de pior prognéstico. Apesar de existir tratamento
para GBs, baseado na ressecc¢do cirurgica do tumor associada a radioterapia e quimioterapia, este é
apenas paliativo, levando a uma sobrevida média de 15 meses (LIM et al., 2018; STEPP; STUMMER,
2018).

O principal fator capaz de aumentar a sobrevida do paciente € a ressec¢édo tumoral de 98% ou
mais (LACROIX et al., 2001). Contudo, a resseccao total do GB ¢é de alta complexidade em razédo da
dificuldade em diferenciar o tecido neoplasico do tecido cerebral saudavel. Dentre as estratégias mais
promissoras para sanar essa dificuldade, estd a introducdo da cirurgia guiada por fluorescéncia
empregando o acido 5-aminolevulinico (5-ALA) (HADJIPANAYIS et al., 2015; SASAKI et al., 2001). O 5-
ALA ex6geno, quando administrado por via oral, promove o acimulo de um metabdlito fotossensivel, a
protoporfirina 1X (PplX), de forma seletiva em células neoplasicas com alto grau de malignidade
(COLLAUD et al., 2004).
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Esse método ja € considerado padrao ouro em hospitais de paises Europeus e do Japao, sendo
empregado também nos Estados Unidos da América (STEPP; STUMMER, 2018). No Brasil, o 5-ALA
ndo tem registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e seu alto custo faz com que
sua utilizago no Sistema Unico de Satde (SUS) seja pouco viavel. Considerando o papel do 5-ALA na
melhora do progndstico e qualidade de vida dos pacientes diagnosticados com GB, pode-se entender a
importancia do desenvolvimento de um produto de baixo custo que seja de fato aplicavel no SUS, sendo

este o objetivo deste estudo.

METODOLOGIA:

1. Sintese
A rota de sintese planejada do composto foi baseada na metodologia descrita e otimizada por
Zai e colaboradores (2019) com alteracbes nos métodos de purificacdo para viabilizar sua realizacéo
com reagentes e equipamentos disponiveis em laboratorio. O processo ilustrado na Figura 1 ocorreu

em trés etapas, compostas pelas reacdes de bromacéo, amonizagéo e, por fim, acidificacéo.
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Figura 1: Rota de sintese do 5-ALA a partir do levulinato de metila envolvendo trés etapas: bromacao, amonizacao

e aciddlise. Adaptado de Zai e colaboradores (2019).

1.1 Bromacéo

A bromacao foi realizada por meio da incubacéo de 0,475 mL (3, 8 mmol) de levulinato de metila
(ML) com 2,575 g (11,5 mmol) de Brometo de Cobre Il (CuBr2) e 45,5 mL da mistura dos solventes
metanol/cloroférmio na proporcgédo de 1:1 por 24 h a 40°C. O bruto reacional foi tratado por duas filtrages
em silica com 100 mL da mistura de solventes éter de petroleo/éter etilico (4:1) e uma vez com éter de

petréleo/éter etilico (1:1), seguido por extracdo com éter de petréleo, ndo sendo possivel purificar
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completamente o produto (MLB). Considerando as dificuldades enfrentadas na purificacdo do

intermediario, decidiu-se pela sua aplicacao na reacdo seguinte apesar da presenca de impurezas.

1.2 Amonizacédo

Considerando um rendimento hipotético de 70% na reacdo de bromacao, foram adicionados a
um baldo de fundo redondo 0,52 g de MLB e 0,83 g de ftalimida de potassio (4,5 mmol) junto a 25 mL
de acetona. A solucéo foi aquecida a 40 °C por 24 h, momento em que a reac¢do foi interrompida e o
bruto reacional evaporado e extraido com &agua/éter etilico. A fase organica contendo o MLP ainda

impuro foi concentrada e utilizada na proxima etapa.

1.3 Acidificacéo

A reacao de acidificacao foi realizada utilizando MLP parcialmente impuro (1,15 g) 16,6 mL de
HCI (4cido cloridrico) 6 M. A solugé&o foi aquecida até alcancgar fervura por um periodo de 24 h para, em
seguida, ser resfriada a -23 °C para a precipitagéo do acido o-ftalico. Ao filtrado coletado foi adicionado

carvao ativado para adsor¢do das impurezas de menor peso molecular.
RESULTADOS E DISCUSSAO:

Na reacdo de bromacdo, foi comparado o material de partida
levulinato de metila (ML) e uma aliquota do meio reacional. Usando uma
fase mével composta pela mistura dos solventes hexano/acetato de etila na
proporcao 7:3, e solu¢éo de anisaldeido como revelador, como ilustrado na
Figura 2, p6de-se avaliar por cromatografia em camada delgada analitica

(CCDA) de silica o surgimento de uma mancha de fator de retencdo (Rf)

maior que o do material de partida, o que indica provavel formacao do ‘
produto MLB. O aumento no Rf em comparacao ao do levulinato de metila, Figura 2. Placa de CCDA

se deve a adicdo de um atomo de bromo na cadeia, que diminui a da reacdo de bromagdo do
levulinato de metila, sendo

polaridade da molécula. o ponto a esquerda

referente ao material de

A pequena variagdo na estrutura entre o material de partida ML € 0 partida (ML) e & direta uma

aliquota da reacéo 5 horas

apos seu inicio. Fase movel

altamente similares, resultando em desafios na etapa de purificacdo. hexano/acetato de etila
(7:3)

produto MLB garante aos compostos propriedades fisico-quimicas

Durante tentativas de purificacao por extracéo liquido-liquido em diferentes
sistemas de agua e solvente orgéanico (incluindo diclorometano, éter de petréleo e hexano) ambos os
compostos permaneceram na fase aquosa, impossibilitando sua separagcdo. Considerando que o
levulinato de metila ndo é uma molécula passivel de funcionalizagdo pela ftalimida de potéssio, e dado
gue a etapa seguinte (amonizag¢ao) geraria um produto com caracteristicas estruturais drasticamente
diferentes do material de partida e intermediario anterior, decidiu-se seguir a rota one-pot, ou seja, sem

a purificacdo completa do intermediario.
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Para a etapa de amonizacéo, foi comparado o reagente ftalimida de potassio e uma aliquota da
reacao, sendo a fase movel uma mistura dos solventes éter etilico/éter de petréleo na proporcdo 3:2 e 0
revelador da placa uma solucéo de anisaldeido. Neste caso foi possivel observar a formagéo do produto
pelo surgimento de uma mancha avermelhada com aparente alta concentracao na placa cromatografica,
como pode ser constatado na Figura 3. Pode-se observar também a presenca de uma grande
guantidade de impurezas na reacao, como o acido o-ftalico, KBr, ftalimida de potassio que estava em

€eXcesso na reacao e, portanto, ndo reagiu, entre outras que nao puderam ser identificadas.

Figura 3. CCDA realizada ap0s a reacdo de amonizacédo do MLB, ponto a esquerda
referente a ftalimida de potéssio e a direta uma aliquota do bruto reacional. Fase
movel: éter etilico/éter de petréleo (3:2)

O alto numero de impurezas prejudicou o tratamento e purificagdo do produto, tentativas de
purificacdo utilizando técnicas de particao liquido-liquido e cristalizagdo foram incapazes de isolar o
produto desejado, de forma que mesmo a realizagéo de purificacdes parciais acarretavam em grandes
perdas de rendimento. Além disso, 0 uso de outros métodos de purificacdo, como a coluna

cromatogréfica, foi impossibilitado por conta da baixa resolug&o obtida em analises por CCDA.

Na etapa de acidificac@o, ao realizar o acompanhamento da reacdo por
CCDA com fase mével sendo a mistura de éter etilico/éter de petréleo na
proporcdo 3:2 e o revelador solugdo de anisaldeido, pode-se observar o
desaparecimento da mancha de coloracdo avermelhada e o surgimento de uma
macha na origem da placa, como ilustrado na Figura 4. A presenca de uma

mancha na origem € um indicativo positivo acerca da formacdo do produto, uma

vez que o 5-ALA estaria na forma de sal cloridrato ap6s a reacao de hidrélise

acida, o que reduziria drasticamente o seu Rf em andlise por CCDA. Isto se deve ~ Figura 4. Placa de
CCDA da reacao de

ao fato de que sais em solugéo se encontram na forma de ions solvatados, que  acidificacdo do MLP,
sendo o ponto a
esquerda referente
cromatografica dado seu carater polar, conferindo a estes compostos Rfs muito ao  material  de
partida (MLP impuro)

possuem carga, o que faz com que interajam fortemente com a silica da placa

baixos. e a direta uma
aliguota do bruto

Apo6s a cristalizacdo da impureza acido o-ftalico, seguida por filtracdo €  reacional. Fase
purificacéo do liquido filtrado com carvéo ativado, ndo foi mais possivel observar ~ Movel: eter
etilico/éter de

manchas de maior Rf, sendo que a mancha na origem permanece, 0 que pode petroleo éter
etilico/éter de

indicar que a purificagéo foi efetiva, demonstrado na Figura 5. Até o momento petréleo (3:2)

nao foi possivel realizar a analise por ressonancia magnética nuclear para
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caracterizacao estrutural do produto, uma vez realizada esta etapa sera possivel confirmar a pureza do

produto final por cromatografia liquida de alta eficiéncia e, por fim, avalia-lo quanto a sua atividade

biolégica.

Figura 5: CCDA de comparacdo entre o bruto reacional impuro da reacéo de amonizacéo
(a esquerda) e aliquota apés purificacdo com carvéo ativado (a direita). Fase moével: éter
etilico/éter de petréleo (3:2)

CONCLUSOES:

Apesar da sintese do acido 5-aminolevulinico ter sido retardada por uma série de obstaculos
durante as etapas de purificacdo, o aparente sucesso da Ultima etapa de sintese do composto evidencia
0 progresso em sua producdo, mesmo que ainda ndo tenha sido possivel realizar sua caracterizagéo
estrutural. Uma vez confirmada a sintese do produto desejado através de ressonancia magnética
nuclear, sua pureza sera avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia e sua atividade biolégica
testada in vitro. Adicionalmente, as técnicas de purificacdo dos intermediarios seréo refinadas para

obtencdo dos intermediarios puros e caracteriza¢ao estrutural dos mesmos.
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