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RESUMO

A pandemia da infeccdo viral Covid-19 representou um dos maiores desafios sanitarios ja
registrados, cujos impactos transcenderam a esfera da salde publica e ocasionaram uma
recessdo socioeconémica de alcance global. Embora a vacinagdo em massa da populagéo tenha
contido a propagacéo da doenca, fatores como a persisténcia de individuos vulneraveis e o risco
do surgimento de variantes do virus SARS-CoV-2, seu agente etioldgico, evidenciaram que
farmacoterapias seguras, acessiveis e prontamente disponiveis eram necessarias para
complementar a estratégia de imunizacdo. Para atender a esse propdésito, diante dos altos custos
e do longo tempo necessarios ao desenvolvimento de novas moléculas bioativas, a investigacdo
da eficacia clinica de fa&rmacos ja existentes emergiu como uma alternativa viavel, culminando
na aprovacdo dos antivirais molnupiravir e remdesivir para o tratamento emergencial da
Covid-19 em diversos paises, incluindo o Brasil. Nesse cenario, o presente trabalho teve como
objetivo otimizar as rotas sintéticas do molnupiravir e de intermediarios do remdesivir, a fim
de aprimorar a producdo desses farmacos. Sintetizamos o molnupiravir com 68% de rendimento
total e pureza superior a 99% por meio de duas reacGes (protecdo + esterificacdo e
funcionalizacdo + desprotecdo) a partir do nucleosideo uridina. Partindo do 1H-pirrol,
obtivemos também a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina, nicleo N-heteroaromatico presente
na estrutura do remdesivir, com 85% de rendimento total e 98% de pureza mediante trés reacoes
(formilacdo + cianacdo, N-aminacao e ciclizagdo). Estabelecemos ainda estratégias alternativas
para funcionalizar seletivamente a posicdo C-7 desse N-heterociclo e aperfeicoamos o seu
acoplamento a D-ribose na etapa de C-glicosilacdo, chegando a um intermediario-chave na rota
sintética do remdesivir com 66% de rendimento total. Conjuntamente, esses resultados
representam contribuicGes estratégicas para sintetizar o molnupiravir e intermediarios do

remdesivir de um modo mais eficiente, pratico e econdémico.

Palavras-chave: Covid-19. Sintese. Molnupiravir. Remdesivir.



ABSTRACT

The Covid-19 viral infection pandemic represented one of the greatest health challenges ever
recorded, whose impacts extended beyond the sphere of public health and triggered a global
socioeconomic recession. Although population-wide vaccination helped contain the spread of
the disease, factors such as the persistence of vulnerable individuals and the risk of emerging
variants of SARS-CoV-2, its etiological agent, underscored the need for safe, accessible, and
readily available pharmacotherapies to complement immunization strategies. To this end, given
the high costs and long timelines associated with developing new bioactive molecules,
investigating the clinical efficacy of existing drugs emerged as a viable alternative, culminating
in the approval of the antivirals molnupiravir and remdesivir for the emergency treatment of
Covid-19 in several countries, including Brazil. In this context, the present work aimed to
optimize the synthetic routes to key intermediates of molnupiravir and remdesivir to improve
the production of these drugs. We synthesized molnupiravir in 68% overall yield and >99%
purity through two reactions (protection + esterification; functionalization + deprotection)
starting from uridine. Beginning with 1H-pyrrole, we also obtained pyrrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-
4-amine, the N-heteroaromatic core present in the structure of remdesivir, in 85% overall yield
and 98% purity through three reactions (formylation + cyanation, N-amination, and
cyclization). We further established alternative strategies to selectively functionalize the
C-7 position of this N-heterocycle and improved its coupling to D-ribose in the C-glycosylation
step, obtaining a key intermediate in the remdesivir synthetic route in 66% overall yield. Taken
together, these results represent strategic contributions toward synthesizing intermediates of

molnupiravir and remdesivir in a more efficient, practical, and economical manner.

Keywords: Covid-19. Synthesis. Molnupiravir. Remdesivir.
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1 INTRODUCAO

A pandemia da doenca infecciosa Covid-19 (Corona Virus Disease 2019), ocasionada
pelo virus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), resultou em
mais de 750 milhdes de casos confirmados e aproximadamente 7 milhGes de mortes
mundialmente, dos quais 38 milhGes de casos e 700 mil dbitos foram registrados somente no
Brasil (Brasil, 2024; Ciotti et al., 2020; OMS, 2024). Diante dessas proporgdes, a crise
transcendeu os limites da saude publica e provocou uma severa recessdao socioecondmica de
alcance global (Faramarzi et al., 2024; Padhan; Prabheesh, 2021). A resposta exigiu a
mobilizacdo coordenada de recursos e tecnologias entre governos, setor privado e comunidade
cientifica, permitindo o desenvolvimento célere de vacinas contra a Covid-19 e a subsequente
imunizacdo em massa da populacdo. Tal iniciativa ndo apenas conteve a propagacao do virus,
como também evidenciou a importancia da cooperacdo global frente a crises sanitarias dessa
magnitude (Chakraborty et al., 2025; Hogan; Pardi, 2022).

Apesar do sucesso vacinal, a persisténcia de populagdes vulneraveis a Covid-19, como
os individuos incompletamente imunizados e/ou predispostos as formas graves ou prolongadas
da doenca, além do potencial surgimento de variantes do virus SARS-CoV-2, evidenciaram que
farmacoterapias seguras, acessiveis e prontamente disponiveis eram necessarias para
complementar os esquemas de imunizagdo (Chan et al., 2024; Harvey et al.,, 2021).
Assim, considerando o longo tempo e 0s altos custos necessarios a pesquisa e desenvolvimento
de novas moléculas bioativas, a utilizacdo de farmacos ja existentes surgiu como uma
abordagem plausivel para cumprir tal propésito (Guo, 2020; Liu et al., 2020).

Sob essa perspectiva, estudos preliminares identificaram dois antivirais como
promissores candidatos frente a proteinas do virus SARS-CoV-2: molnupiravir e remdesivir
(Gao et al., 2020; Sheahan et al., 2020; Wu et al., 2020). Posteriormente, os resultados de
ensaios pre-clinicos e clinicos comprovaram que ambos eram bioativos e terapeuticamente
seguros, credenciando-os a aprovacao para o tratamento emergencial da Covid-19 em diversos
paises, inclusive no Brasil (Brasil, 2022a; b; c; Jayk Bernal et al., 2022; Lamb, 2020; Syed,
2022). Devido a notoriedade alcangada, pesquisas por rotas sintéticas mais eficientes para esses
farmacos se intensificaram, visando atender adequadamente as demandas globais.

O molnupiravir (EIDD-2801; MK-4482; Lagevrio®) é um pro-farmaco pertencente a
classe dos analogos de nucleosideos. Apos ser administrado por via oral e metabolizado in vivo,
converte-se na sua forma bioativa, B-D-N*-hidroxicitidina (NHC; EIDD-1931) trifosfato,

coexistindo majoritariamente como dois tautbmeros em equilibrio, um hidroxilamina (amino)
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e outro oxima (imino) (Hughes, 2021). Por sua vez, o tautbmero oxima é encontrado em maior
proporcdo, de modo similar ao observado para outros nucleosideos, nucleotideos e bases
nitrogenadas (Figura 1-a) (Brown; Hewlins; Schell, 1968; Dreyfus et al., 1976; Hughes, 2021;
Lee; Prestegard; Chan, 1972; Le$; Adamowicz; Rode, 1993; Oziminski; Bycul, 2023; Paymode
et al., 2021; Sharov et al., 2022; Shugar; Huber; Birnbaum, 1976).

O NHC-trifosfato inibe a replicagdo do virus SARS-CoV-2 por um mecanismo que
ocorre em duas etapas. Inicialmente, durante a copia do &cido ribonucleico (RNA) viral, a
proteina RNA polimerase RNA-dependente (RdRp) incorpora os tautdmeros do NHC-trifosfato
como substratos, em vez dos trifosfatos de citidina e/ou uridina. Entdo, durante um processo
chamado de mutagénese e no qual ha o pareamento estavel dos tautdbmeros com os trifosfatos
de guanosina e/ou adenosina, 0 RNA resultante € utilizado como padrdo para a producéo de
copias mutantes. Isso compromete a integridade do genoma viral e impossibilita a formacéo de

novos virus ativos (Figura 1-b) (Gordon et al., 2021; Kabinger et al., 2021).

Figura 1 - Estruturas quimicas do molnupiravir, dos tautbmeros de sua forma bioativa e
mecanismo de acdo contra o virus SARS-CoV-2

Formas bioativas
a)

OH (0} [0} [0} OH (¢] (e} O
OH metabolismo Ho, 7 nn_n_ 0O HO, noon.n.©
S N in vivo “ 0—H=0-P=0-P-0 “ 0-P-0-P-0-p-0
D—./ = o o o O - y o O o o
NS
HON N/&o HOHN™ "N” ~O HON ” [¢]
| L B-D-N*-hidroxicitidina (NHC; EIDD-1931) trifosfato  B-D-N*-hidroxicitidina (NHC; EIDD-1931) trifosfato
(EID[T;BI:)lfIPIl;IaI‘(I-I;“Z) tautémero hidroxilamina (amino) tautomero oxima (imino)
Mecanismo de acdo
b)
1 Incorporagéo RdRp — 2 Mutagénese RdRp ———>
+gRNA padrio :;;0";’ et YA i“l -gRNA padrio VA
TTTTTTITIT T T T T T T T I T T T T I T T T T T 1758 ‘ 15 S TTTTTTIMITIMITTTT T T T 5}
24 3 y
5 el 5 72 7\‘@
&F =3
-gRNA produto / \ +gRNA produto /
R\
+gRNA padrédo m -gRNA padrao
-gRNA produto m\(/ +gRNA produto \
Legenda: okl OH
N 0 ----H=N H, _--NI
RdRp = proteina RNA polimerase RNA-dependente r/ >/—_\> N N—H" \
+gRNA = fita positiva de RNA gendémico N / N=H ----N (/ N H-N A\
-gRNA = fita negativa de RNA genémico \< N=< N N 4 - - -~ »—N
= molnupiravir/tautdmeros do NHC-trifosfato N=H----O )’ N=/ d )/
© = trifosfato de guanosina (GTP) HI
o = iitosiEiD e Ui (L) trifosfato de NHC-trifosfato trifosfato de NHC-trifosfato
) = trifosfato de adenosina (ATP) . . .
© = trifosfato de citidina (CTP) guanosina tautémero hidroxilamina ~adenosina  tautémero oxima
(GTP) (amino) (ATP) (imino)

Fonte: Adaptado de Gordon et al. (2021); Hughes (2021); Kabinger et al. (2021).
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Pesquisadores da Emory University (Estados Unidos da América - EUA) divulgaram a
primeira rota sintética do molnupiravir em uma patente de 2019 (Painter et al., 2019).
Ela contém uma sequéncia de 5 etapas, que inicia com a protegao seletiva das hidroxilas 2’ e 3’
do nucleosideo uridina, formando o intermediario (1). No mesmo frasco de reacdo, ocorre a
esterificacdo da hidroxila 5’ com o grupo isobutiril para obter (2). Depois, a ativacdo da
molécula por meio da inser¢do de um anel 1,2,4-triaz6lico permite alcancar (3) com um
rendimento de 29% ap06s duas purificacbes por cromatografia em coluna. Entdo, apds a
funcionalizacdo para oxima/hidroxilamina e desprotecdo do acetonideo de (4), obtém-se o
produto final. Visto que os autores ndo divulgaram o rendimento associado a etapa de
desprotecdo, pressupde-se que o rendimento total do molnupiravir seja inferior a 17%

(Esquema 1).

Esquema 1 - Primeira rota de sintese descrita para o0 molnupiravir

s N %k( N
S\ OH 1) 2 I>_/0 (1,1 equiv.) I>*/O
5 8 wDﬂ o Et;N (5,0 equiv.) PN

z
ZoNTee T f H,S0, (5 mol%) \ 4-DMAP (5 mol%)
Z N PR DO, A _4-DMAP (5 mol%)
0~ °N3 SO 0 'N” ~O O H ()
2) Et3N (7,0 equiv.
H " ) Et3N ( ) ) "
o (99% de rendimento)
/—NH
N2 N
(7,2 equiv.) 2x cromatografia
POCI; (1,5 equiv.) em coluna
Et3N (8,0 equiv.)
MeCN
OH >L NH,OH O>LQ
"o, % 0 acido férmico (1,5 equiv.) :

. 5 o)
D,/O (15v) I>__/ _ FPOH I}./O.g\
f\N o (‘ i o s /(\ fN (o]
rendimento nao
N /& informado) /& N~ /&

HOHN N (@) HOHN N 0 </ ”l\l u (@)
=
molnupiravir @ @)
(rendimento total: <17%) (17% de rendimento (29% de rendimento)

apos 4 etapas)

Fonte: Adaptado de Painter et al. (2019).

Desde entdo, diversas abordagens para a sintese do molnupiravir foram publicadas na
literatura, porém, a maioria delas permaneceu fundamentada na proposta original e utilizou a
uridina como material de partida. Um desses exemplos € o trabalho de Steiner et al. (2020), no
qual os autores reordenaram a sequéncia de etapas da patente e promoveram a ativacdo da

uridina como primeiro passo. Para obterem o produto ativado (5) com 88% de rendimento,
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empregaram uma metodologia em que ndo foram necessarias purificacdes por cromatografia
em coluna. A seguir, no mesmo frasco de reacdo, protegeram e esterificaram essa molécula para
chegarem a (3). Depois, sintetizaram o produto funcionalizado (4) em batelada e o adicionaram
a um sistema de fluxo continuo para que fosse desprotegido, fornecendo enfim o molnupiravir

com 61% de rendimento total (Esquema 2).

Esquema 2 - Rota de sintese do molnupiravir descrita por Steiner et al. (2020).

1.1) N-metilpirrolidina (15,0 equiv.)

TMSCI (5,0 equiv.)
MeCN, t.a., 1 h 1 \OXO/
1.2) POCI, (2,0 equiv.) o (2,0 equiv.) >L
OH a HO. $ H,SO, (5 mol%) 0
HO, ¢ oH N: NH “—\  OH MeCN anidra o = o o
D*/ \=N . D# t.a., 30 min D__/
NN o (10,0 e‘quw.) Z N (6] 1.2) 3x destilacao
4(\/& 0°C (1h)ata. (2 h) PY azeotropica ZNT 0
O N (6] N//\',\‘ N o - - 7 N N/go
H 2) MeOH/ACOH 4:1 (viv) =N H 2) o o N v R
t.a., "overnight" (5) \=N (3)
uridina o ) (9)
(88% de rendimento) (rendimento quantitativo)
(1,1 equiv.)
Et3N (12,0 equiv.)
4-DMAP (25 mol%) NH,OH « H,0O | MeOH
ta,1h (1,5 equiv.) t.a., 15 min

1M H,SO, em MeOH

5 min, 100 °C (?LQ o
MeOH — oxg\
232 pL/min D—-’
Z "N (o)
LY

HOHN N o

MeOH
468 pL/min @
Ho, OH o :

LX

HOHN N™ ~O

1
L]

molnupiravir
(rendimento da etapa: 69%)
(rendimento total: 61%)

Fonte: Adaptado de Steiner et al. (2020).

Ja na rota descrita por Dey et al. (2021), abordou-se uma nova estratégia. Primeiro, 0s
autores obtiveram (2) ap0s protegerem e esterificarem a uridina no mesmo frasco de reacéo.
Na sequéncia, utilizaram o reagente de Lawesson para ativarem a molécula e formarem o
composto tionado (6). Entdo, funcionalizam e desprotegeram esse composto em um Unico
frasco para dar origem ao produto final. Apesar de terem alcangcado o molnupiravir com 62%
de rendimento total, foram necesséarias purificagcdes por cromatografia em coluna em todas as

etapas (Esquema 3).
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Esquema 3 - Metodologia de sintese do molnupiravir descrita por Dey et al. (2021).

o

o}
1) )j\ H,S04 (20 mol%) o

. § O
t.a, 45 min D__/oﬁ\

entdo, Et3N (4,4 equiv.)
H
N \HL J\( (2)
uridina
(92% de rendimento)
(1,7 equiv.) s
s
H3CO pd OCH,
1 S
S

Et3N (1,7 equiv.)
4-DMAP (6 mol%)

MeCN, t.a., 1 h
Reagente de Lawesson
(0,5 equiv.)
tolueno, refluxo, 15 min
HO, 9H NH20H 54 0>L9 o
(3,0 equiv.) A o
£>-/ MeOH, ta., 1 h D-./
(0]

L @
2) acido férmico
N° O S N/&O

(8,3v) H
t.a., "overnight" (6)

HON

molnupiravir
(rendimento da etapa: 76%)
(rendimento total: 62%)

(86% de rendimento)
Fonte: Adaptado de Dey et al. (2021).

No trabalho de Fier et al. (2021), os autores otimizaram todas as 5 etapas da rota
patenteada. Os incrementos aumentaram o rendimento total do molnupiravir para 57% e

ajudaram a produzi-lo em escalas superiores a 100 toneladas por ano (Esquema 4).

Esquema 4 - Metodologia de sintese do molnupiravir descrita por Fier et al. (2021).

OH

uridina

Ho OH

L1

H

HON

n §
b A

s
, (1,05 equiv.)

H,S0,4 (1 mol%)
55 °C

2) resfriamento a 0-5 °C
entdo, EtzN (4 mol%)
depois, n-heptano

I'>_, ‘g\ MOy

MeCN

o 9
D#OH

&
(o] NAO
H
(1)

(91% de rendimento)

N
L1

H

HON
4)

g

b

(1,1 equiv.) I>‘/
Et3N (1,5 equiv.)
4-DMAP (2 mol%)
AcOEt
(97% de rend|mento)
s
N\7N
(5,1 equiv.)

POCI; (1,4 equiv.)
DIPEA (7,5 equiv.)
MeCN

2

NH,0Haq) 50% L § O
(1 3 equiv.) D‘/O
e

N<
N N (6]
¢ ) h
N 3)

molnupiravir o X
(rendimento da etapal: 74%) (92% de rendimento)

(rendimento total: 57%)

(88,4% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Fier et al. (2021).
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Por sua vez, o remdesivir (GS-5734; Veklury®) (Figura 2-a) é um pré-farmaco analogo
de nucleotideos, administrado por via intravenosa e com atividade antiviral de amplo espectro,
principalmente frente a virus baseados em RNA, como os da hepatite C (HCV), Ebola (EBOV),
Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS), Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SARS), dentre outros (Bakheit et al., 2023; Cho et al., 2012; De Savi; Hughes; Kvaerno,
2020; Eastman et al., 2020; Mackman et al., 2012; Vargas; Larghi; Kaufman, 2021; Warren et
al., 2016). Tornou-se o primeiro farmaco aprovado para o tratamento de casos severos de
Covid-19 (Lamb, 2020), agindo no virus SARS-CoV-2 pelo seguinte mecanismo de acéo:
apos passar pelo metabolismo in vivo, o remdesivir é convertido na forma bioativa trifosfatada
GS-443902. Por sua vez, essa é incorporada ao RNA viral pela proteina RdRp, em substituicdo
ao trifosfato de adenosina (ATP). Na sequéncia, em um processo referido como terminacgéo
atrasada da cadeia, outros 3 nucleotideos sdo adicionados e a sintese de RNA se encerra,

inibindo a replicacdo do virus (Figura 2-b) (Gordon et al., 2020).

Figura 2 - Estruturas quimicas do remdesivir, de sua forma bioativa e mecanismo de acéo
frente ao virus SARS-CoV-2

Forma bioativa

metabolismo

in vivo
remdesivir (GS-443902)
(GS-5734)
b) Mecanismo de agao o
OO00g %@}O@
oOOOoooOO OO0
RdR ; RdR| RdR
P nucleotideo P Uridina P
1 Inicio da sintese de RNA. 2 Incorporacédo da forma 3 Encerramento da sintese
bioativa trifosfatada do de RNA ap6s a adicao de
remdesivir, ao invés do mais 3 nucleotideos, algo
trifosfato de adenosina referido como terminacao
(ATP). atrasada da cadeia.

Fonte: Adaptado de Gordon et al. (2020); Vargas; Larghi; Kaufman (2021).



25

A primeira rota sintética do remdesivir (1% geracdo) foi divulgada em uma
patente de 2012 por pesquisadores da Gilead Sciences, Inc - EUA (Mackman et al., 2012).
Ela inicia com a C-glicosilagdo entre (7) e (8) para dar origem a mistura de anémeros do
nucleosideo (9) com rendimentos de 25% a 60%, adepender do método escolhido.
Sequencialmente, por meio de uma cianacdo na posi¢cdo anomeérica, chega-se ao f-anémero
majoritario (10) (B/o 89:11). Ap6s uma debenzilagdo para alcancar (11) com 74% de
rendimento, promove-se 0 seu acoplamento a porcao fosforamidato, fornecendo uma mistura
de isémeros (Re/Sp 1:1) com 21% de rendimento. Entdo, purifica-se essa mistura por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) quiral para obter o remdesivir (isbmero Sp).
Apesar do pioneirismo, algumas caracteristicas dificultaram o escalonamento dessa rota, como
a necessidade de temperaturas criogénicas, baixa seletividade, uso de cromatografia quiral e
rendimento total em torno de 2,2% - 5,4% (Esquema 5) (Siegel et al., 2017; Vargas; Larghi;
Kaufman, 2021).

Esquema 5 - Primeira geracdo de sintese do remdesivir

método a NH,
. NH, n-BuLi, TMSCI ~ N
BnO
oo ~ Xy THF, -78 °C " o N N~N/) TMSCN
+ A ) ou BF3Et,0
M~ N? método b \ [ OH -
BnO OBn B! 1,2-bis(clorodimetilsilil)etano, BnO  OBn DCM, -78 °C
NaH, n-BulLi
(7) (8) (9 (10)
THF, -78 °C . ) (58% de rendimento)
(método a: 25% de rendimento) (Bla 89:11)

(método b: 60% de rendimento )

BCl, | DCM
-78°C

fosforamidato
(Spe Rp)

HO  OH is;r';e;os NMI, OP(OMe)s )
-
remdesivir P1 1 P o .
(isdmero Sp) CLAE quiral (1) THF, 0 °C (74% de rendimento)
P (21% de rendimento)

(rendimento total: 2,2% - 5,4%)

Fonte: Adaptado de Cho et al. (2012); Siegel et al. (2017); Vargas; Larghi; Kaufman (2021).

Em uma estratégia posterior (22 geracdo), implementaram-se inovagdes que permitiram
obter o remdesivir de modo diastereosseletivo e escalonavel (Chun et al., 2016; Clarke et al.,
2017). Citam-se como principais alteragdes ao metodo original: a substituicdo de (8) por (12) e
a utilizacdo de reagentes de Grignard a -20 °C durante a etapa de C-glicosilagdo com (7),

condigdes mais suaves que possibilitaram escalonar a reacdo mantendo rendimentos
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consistentes; a adicdo de acido trifluormetanossulfénico (TfOH) e trifluormetanossulfonato de
trimetilsil (TMSOTH() na cianagdo, que aumentou o rendimento (85%) e também a seletividade
para o 3-anémero (10) (95:5); o refinamento da etapa de debenzilacdo, sendo realizada a -40 °C
para fornecer (11) com 86% de rendimento; o acoplamento do composto protegido (13) ao
diastereoisomero fosforamidato (Sp) de segunda geracdo, elevando o rendimento da etapa
para 70% e evitando purificacGes por cromatografia quiral; a hidrolise acida do grupo protetor
acetonideo de (14), dando origem ao remdesivir com 69% de rendimento para a etapa.
De um modo geral, com condi¢Oes mais brandas, maior seletividade e facilidade de purificacéo,
produziu-se o remdesivir com um rendimento total de aproximadamente 12,7% em escalas

superiores a 200 g (Esquema 6) (Siegel et al., 2017; Vargas; Larghi; Kaufman, 2021).

Esquema 6 - Segunda geracédo de sintese do remdesivir

NH,
<" SN
NH
BnO 2 TMscl, PhMgel, PR o N N~N/) TMSCN, TfOH,
NG} ~ N i-PrMgCI-LiCI TMSOTf
+ \ N ) OH _—
M~ N SN RS
BnO  ©OBn | N THF, -20°C BnO  ©OBn DCM, -78 °C BnO  ©OBn
- 12) 9) (10)
(40% de rendimento) (85% de rendimento)
(Bl 95:5)
BCI DCM

o =
r— 8®
NH, 0 HN=P-Q
o s o)
= Qs SN ©/ Q
o) HN--g—O . HO

N NO,
fosforamidato
é b (Se)
x MgCly, (i-Pr),NEt
(14) MeCN, 50 °C )
(70% de rendimento) Y (13) (86% de rendimento)

(90% de rendimento)

HCI 37% \ THF, ta.

HG OH

remdesivir

(rendimento da etapa: 69%)
(rendimento total: 12,7%)

Fonte: Adaptado de Siegel et al. (2017); Vargas; Larghi; Kaufman (2021).

Atualizacbes foram reportadas em uma nova rota (3* geracdo), contudo, sem a

divulgacdo dos rendimentos associados a cada etapa (Axt et al., 2016). Na C-glicosilacéo, além
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da substituicdo de (7) por (15), utilizou-se um complexo de LaCls-2LiCl para otimizar o
processo e evitar reacOes laterais. Também, realizou-se a cianagdo em combinag¢do a uma
dessililacdo seletiva assistida por acido trifluoracético (TFA), obtendo o f-anémero (17) apds
purificacdo por CLAE preparativa (B/a 3,8:1). Para a fosforamidacdo, alternativamente a
metodologia habitual, foi proposta uma estratégia utilizando t-BuMgCl e um grupo
fosforamidato flGor-substituido. Para enfim obter o remdesivir, 0s grupos protetores de silicio
foram removidos com &cido ou utilizando uma fonte de fluoreto. Embora a desprotecao seletiva
represente um avanco, a necessidade da utilizacdo de CLAE ainda representa uma desvantagem

associada ao método (Esquema 7) (Vargas; Larghi; Kaufman, 2021).

Esquema 7 - Terceira geracdo de sintese do remdesivir

NH,
NH 1) TMSCI, i-PrMgCl, 0 °C ~ Xy 1) TFA, TMSCN,
TBSO o ) i-PrMgCl, -15 °C TBSO \_N /) TMSOTf
~ 0
\(_740 + N s)LaciyaLicl -15°C o N DCM, -40°C
- NS OH ’
& > o S S
TBSO  OTBS | THF, -20°C 1856 OTBS 2) EtsN, 0 °C 8BS0 OTBS
(15) (12) (16) (17)

(B/a 3,8:1)

Se (R =p-NO,CgH,4

o ¢
& o
o> \ 1) mgel, (i-Pr),NEt
HN=P=0Q, THF, 50 °C
o

ou

Se (R = CgFs
fosforamidato t-BuMgCl
(Sp) THF, -10°Ca5°C

HCI
ou fonte de F

¢}
1]
-
20 °C ©/

TBSO OTBS

remdesivir (18)

Fonte: Adaptado de Axt et al. (2016); Vargas; Larghi; Kaufman (2021).

Dentre os fragmentos componentes do remdesivir, o N-heterociclo aromatico
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina merece destaque. Sua relevancia para a etapa de
C-glicosilacdo e analogia estrutural com a base nitrogenada adenina (7H-purin-6-amina) o
tornaram alvo de pesquisas direcionadas tanto a otimizacdo de sua sintese quanto ao
desenvolvimento de outros compostos bioativos, como o obeldesivir, 0 avapritinibe e 0

rogaratinibe (Esquema 8) (Mackman et al., 2023; Vargas; Larghi; Kaufman, 2021).
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Esquema 8 - Pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina: N-heterociclo aromatico presente na

estrutura do remdesivir e de outros compostos bioativos

adenina H : (¢}

7H-purin-6-ami : pirrolo[2,1- 1,2,4triazin-4-aminai -
(7H-purin-6-amina) : P [2,1-f 1 1 obeldesivir avapratinibe rogaratinibe

Fonte: Adaptado de Mackman et al. (2023); Vargas; Larghi; Kaufman (2021).

A sintese da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina foi publicada pela primeira vez por
Patil; Otter; Klein (1994b), que partindo do aldeido aromatico (19) a produziram com 18-28%
de rendimento total. A etapa inicial demonstrou baixa seletividade, produzindo uma mistura
dos compostos (20) e (21) nas respectivas proporgdes de 37% e 43%. Para a ciclizacdo de (21)
e obtencdo do produto final, dois caminhos foram apresentados: passando pela formacdo do

intermediario formamidino (22) ou diretamente em condic@es basicas (Esquema 9).

Esquema 9 - Primeira rota de sintese da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

(0]
® O
D >
H2N \NHQ OJJ\ x C’/N cho3
(12,0 equiv.) O NH (2,0 equiv.)
N 2(H
EtOH, refluxo, 2,5 h \N=< (H) " H,0, ta.

O
1) N, 5O @22 T (NH) (73% de
2NN~ .
oY% rendimento)

(60% de rendimento)

3,5 iv.
ta, - -
L 5 AR )
KOH (20,0 equiv.) NH .
NH 1200 2at NH, \ N\N/)
(19) (20) 1) o Pirmolo[2,1-A1,2 4]triazin-4-amina
(37%) (43%) PRC) e)j\ (rendimento total: 18% - 28%)
H,N"SNH, O T
. (66% de
‘ (12,0 equiv.) rendimento)

Ko,CO3 (14, 0 equiv.)
EtOH, refluxo, 2,5 h

Fonte: Adaptado de Patil; Otter; Klein (1994b).
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Em um trabalho referente a sintese de C-nucleosideos, esses mesmos pesquisadores
apresentaram uma alternativa para a producdo da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina.
Primeiro, realizaram a formilacdo do anel pirrdlico de (25) com o auxilio do
ion N, N-dimetilcloroiminio (reagente de Vilsmeier-Haack), sendo esse formado in situ pela
reacdo entre POClz e N,N-dimetilformamida (DMF). Depois, promoveram a N-aminagdo de
(26), seguida da cinacdo de (27). Enfim, obtiveram (30) passando pela formacdo do
intermediario diretamente  ao

formamidino  (29) ou reagirem (28) em

N,N-dimetilacetamida (DMA) a 140 °C (Esquema 10) (Patil; Otter; Klein, 1994a).

Esquema 10 - Abordagem para a sintese da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina a partir de um

nucleo pirrolico acoplado a carboidrato

Reagente de
Vilsmeier-Haack

cl
nog\ S
I o '
N . \N) i
MgBr \_'
(24) o
o) (5,0 equiv.) o I\ ; - oI »™¢&
OH ) 1) POClj3 (1,8 equiv.), \
B”O/\L)’ pem,0ec, 1h  2"9 ) DMF, 0°C oo NoH
SRS . SO _— > S
BnO OBn 2) NHiCli BnO OBn ento, BnO OBn
aq CH3COONa
(23) 3)TFA ta, 1h (25) s (26)
N New |2 0
(2.0 equiv.) <7 NH
THF, 0°C g o
(1,1 equiv.)
Q _oH 0 °C, 45 min
H,N. S
o\
O o)
o | A\ c=n (3,5 equiv.) o | A\ C/'
método a BnO N ~ 1,4-dioxano 3:2 H,0 (v/v) BnO' N M
- . 0°C,2h ) \H H
@ 0 BnO ©OBn : entdo, BnO  “oBn ’
HoN \NHZ @Jl\ EtOH KOH
o refluxo, 23 h (28) (@q) (27)
(10,0 equiv.)
o) método b
o) A\ = A9
A - V= NH2 (H) (10,0 equiv) 140°C, 1,5 h
BnO  “oBn L equiv.
H (NH,)
(29)
o , A\ NH,
‘ K2CO3 BnO NTOY
\
Ea N=/
MeOH, ta., 4 h BnO 0Bn
(30)

método a: 27% de rendimento
método b: 45% de rendimento

Fonte: Patil; Otter; Klein (1994a).
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Pesquisadores da Bayer Healthcare sintetizaram a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina a
partir de (31) em 4 etapas com um rendimento total de 31% (Dixon et al., 2012; O'connor et
al., 2013). Partindo do mesmo substrato, Knapp et al. (2020) estabeleceram uma metodologia
de 3 etapas que envolve a ciclizacdo mediada por &cido de Lewis da cianoamidina (35),
chegando ao produto final com um rendimento total aproximado a 16% (Esquema 11).
Entretanto, esses métodos requerem derivatizaces para acessar reagentes comercialmente

indisponiveis e contam com etapas adicionais de protecdo/desprotecao.

Esquema 11 - Rotas de sintese da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina divulgadas pela Bayer
Healthcare e Knapp et al. (2020)

Bayer Healthcare
0O

® 0O
A
\ HaN<.Boc HaN"SNH, OJJ\

-0

0 ClOgS., .C” 5,0 equiv. NH

" D N |I\/\>—c=N He @—CEN (0 eauv) 2

(1,0 equiv.) (1,05 equiv.) ~ dioxano K3POy4 (5,0 equiv.) o
p (el S (09 Ty T dosane_ By <~

HClidioxano ~ HN=goc MeCN/DMF HN-goc  0-5°C NH, EOH,78°C, 181 N\ N‘N/)

O 90 °C 0°C,1,8h ,

7/ (32) (33) (21)
(59% de (77% de (85% de

rendimento) rendimento) rendimento)

pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
(31)
(1,1 equiv.)

Knapp et al. (2020)

(rendimento da etapa: 81%)
(rendimento total: 31%)

HoN.  .Boc
AN 1) N -
e} H @ N=C—-NH, @ N SnCl, NH,
HCI, NMP, 90 °C N (1,0 equiv.) N G (2,5 equiv.) ~r N
o ————— \ o ———————>= [ I — \ )
2) Ac,0 (5,0 equiv.) HN“( NaOMe HN\( DCE N~N/
o} acido formico H (1,0 equiv.) H 90°C, 16 h
/ 23 °C, 30 min MeOH, 23°C, 1 h pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
(31) (34) (35) (rendimento da etapa: 29%)
(62% de (>99% de (rendimento total: 16%)
rendimento) rendimento)

Fonte: Adaptado de Dixon et al. (2012); Knapp et al. (2020); O'connor et al. (2013).

Partindo do 1H-pirrol, Paymode et al. (2020) e Roy et al. (2022) sintetizaram a
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina  com  um  rendimento total de  55-59%.
A rota inicia com a formilacdo desse substrato mediada pelo reagente de Vilsmeier-Haack,
acompanhada da cianacdo no mesmo frasco de reacdo para acessar o composto (20).
Entdo, o produto final é obtido apds uma N-aminacdo com NH2Cl proveniente de um reator de
tanque com agitacdo continua (CSTR, do inglés continuous stirred-tank reactor), seguida de
ciclizagéo com acetato de formamidina no mesmo frasco. Foram realizados estudos em paralelo

abordando a seguranca, controle de impurezas e escalonamento do método (Roy et al., 2022).
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Membros desse grupo de pesquisas adaptaram posteriormente as etapas de cianagéo e
N-aminacéo para o fluxo continuo. Além disso, realizaram modificagdes pontuais no método,
destacando-se as substituicdes do NaH por KOtBu, na N-aminacéo, e do DMF por n-BuOH na
ciclizacdo. Essas otimizacGes permitiram atingir um rendimento total de 52% para a
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (Esquema 12) (Vasilev et al., 2024).

Esquema 12 - Metodologia de sintese da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina descrita por
Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022) e adaptada por Vasilev et al. (2024)

Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022)

Reagente de
Vismeier-Hageck
- CI ' CSTR '
® \‘ 1 NH,Cl em MTBE '
/) 10 min, 0 °C, 60 mL

1) NaH (1,5 equiv.)

. DMF, 0 °C, 30 min NH
1) POCI3 (1,1 equiv.), C,N 2) NH,Cl em MTBE (40 v) - - 2
@ DMF, t.a., 30 min Gr 25°C SO
NH \ \
2) Hy0 (3 v), 10 min NH 3) ® GJOK N‘N/)
1H-pirrol ; A
P 3) E?ZO‘:)H.T(;L(JG)WUN% (20) HN"SNH, O pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
2 3 <) .
piridina (5,0 equiv.) (82-90% de (3.0 equiv.) (rendimento da etapa: 60-67%)
90°C, 16 h rendimento) 90 °C, 16-20 h (rendimento total: 55-59%)
Vasilev et al. (2024)
<
N\_NH
1H-pirrol

l : m m) controle C'/
I de pressdo \_NH

DMF ' (20)

1,6 min 2,5 min 10 min em DMF

KOtBu
em THF
7777777 NH,CI
em MTBE
NH,CI, NH,OH |
O *%lﬁ@)m*@

) ) @ (21)
7@_ \ 1 min 2 min |
¢ 2 HoN \NHZ Ok n-BuOH

residuo aquoso 95-100 °C
CSTR
0°C, 5 min &j
NH,

<" SN

\ NNN/)

pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

N

i | =
| O 3 controle =<

; ; I de pressdo N\_N

‘ ‘ “NH,

rendimento total: 52%

Fonte: Adaptado de Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022); Vasilev et al. (2024).
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A funcionalizacdo (halogenagéo) na posi¢do C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
é outra transformacao estratégica para a sintese do remdesivir, pois gera intermediarios reativos
necessarios a subsequente etapa de C-glicosilacdo. A bromacao, estratégia empregada na 12
geracdo de sintese desse farmaco, utiliza 1,3-dibromo-5,5-dimetil-hidantoina (DBDMH) ou
N-bromosuccinimida (NBS) em DMF a -78 a -15 °C, fornecendo o composto (8) (Guo et al.,
2023; Zhang; Shen; Zhao, 2020). Devido a reatividade superior, a ioda¢do tornou-se 0 método
de escolha nas geracdes posteriores, fornecendo o composto (9) por meio de funcionalizacdes
com N-iodosuccinamida (NIS) em DMF a 0 °C (Axt et al., 2016; Chun et al., 2016; Clarke et
al., 2017) (Esquema 13). Apesar de proporcionarem rendimentos superiores a 90%, ambas as

metodologias requerem temperaturas criogénicas e apresentam baixa regiosseletividade.

Esquema 13 - Metodologias usuais para efetuar a funcionalizacao (halogenacédo) da

pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

554 {
Br< N
N
)—N\ ou
(0] Br " SN
N\ _N. 2
NH, DMF, -78 °C a-15 °C ‘N)
5 4a4 3 Br
=N ®)

6
\N\/)2 I
7a N
7 1

|
|
Oy N0 NH,
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina v X
= N
N\_N. ~
P

DMF, 0 °C
|

(12)

Fonte: Adaptado de Axt et al. (2016); Chun et al. (2016); Clarke et al.
(2017); Zhang; Shen; Zhao (2020).

Nesse contexto, metodologias baseadas em metalacdo regiosseletiva de sistemas
(hetero)aromaticos, empregando reagentes organometalicos tais como as amidas mistas de
magnésio-litio TMPMgCI-LiCl e TMP2Mg-2LiCl (TMP = 2,2,6,6-tetrametilpiperidina),
constituem alternativas promissoras para funcionalizar a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
(Dhayalan et al., 2024; Krasovskiy; Krasovskaya; Knochel, 2006).

Demonstrando a eficiéncia dessa abordagem, Batista et al. (2015) e Bozzini et al. (2020)
sintetizaram derivados funcionalizados de 2-fenil-2-oxazolinas substituidas via metalacdo
(magnesiacgéo) regiosseletiva com TMPMgCI-LiCl ou TMP2Mg-2LiCl, obtendo rendimentos
de até 90% (Esquema 14).
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Esquema 14 - Funcionalizagdo de halofenil-2-oxazolinas e 2-fenil-2-oxazolinas substituidas
via metalagéo regioseletiva com TMPMgCI-LiCl ou TMP2Mg-2LiCl
Batista et al. (2015)

93 s | e s
TMPMgCI-LiCl
o N o gCI-LiC . C(‘\O i B o)
| 1
S THF, 25°C,2h = MgCI-LiCl 12 h = E

X=F, Cl,Br, | E =F, CI, Br, I, COHPh
SePh, etc.

(55-90% de rendimento)

Bozzini et al. (2020)

N TMPMgCI-LiCI N ® N
ou TMP,Mg-2LiCl | E |

|
AN o - 5 X (o] X 0]
R S THF, 25°C,1h RT = R =
’ ’ MgCI-LiCl 1-12h E
R = éster, amida, carbamato E =F, Cl, Br, I, COHPh
ou carbonato SePh, etc.

(50-80% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Batista et al. (2015); Bozzini et al. (2020).

Como parte de um trabalho voltado a aminacéo de N-heterociclos sulfonilados usando
amidas do tipo R2NMgCI-LiCl, Balkenhohl et al. (2017) realizaram uma funcionalizacdo via
orto-magnesiacdo com TMPMgCI-LiCl. Por meio desse método, obtiveram compostos

funcionalizados com rendimentos de 52-92% (Esquema 15).

Esquema 15 - Funcionalizacdo de N-heterociclos sulfonilados via orto-magnesiacao com

TMPMgCI-LiClI
SN ] , =
| X ) TMPMgCI-LiCl | X
Z (1,2 equiv.) Z
N” “SO,NR =z ’ Z
2z N THF, 0°C, 2 h N" "SONR;

o E N
= O=
X O/IS\N ® AN E //S\N
_ 2) E (@]
N gN g N
N™ 20
O O

I\

E =Br, |, TMS, Ph, etc.
(52-92% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Balkenhohl et al. (2017).
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Em outro exemplo, Amaral et al. (2015) promoveram a metalagéo direta de indolizinas
1-éster substituidas com TMPMgCI-LiCl sob condi¢Ges brandas de reagdo, alcangando
derivados funcionalizados com rendimentos de 31-85%. Nesse caso especifico, apesar da
preferéncia pela orto-magnesiacdo (C-2), observou-se que a regiosseletividade final dos
produtos era dependente da reatividade do eletréfilo: aqueles mais reativos reagiam répida e
seletivamente na posi¢do C-2 do substrato (a primeira a sofrer metalagéo), enquanto que os
menos reativos atacavam ambas as posi¢des de metalacdo, C-2 e C-5 em equilibrio dinamico,
levando a misturas isoméricas ou predominancia de produtos substituidos em C-5 (Esquema
16).

Esquema 16 - Funcionalizacdo de indolizinas 1-éster substituidas via metalacdo com

TMPMgCI-LiClI
CO,R L CO,R COzR
TMPMgCI-LiCl equilibrio dinamico
Z\N= (1,1 equiv.) Z N= MaCl-Licl 7 N=
2 gl /
N / N Y, N
X THF, ta., 1 h X N
5 MgCI-LiCl
R= Et ou t-Bu
© eletrofilos E® eletrofilos
(1,8 equiv) mais (1,8 equiv) MENoS
0-25°C reativos 0-25°C reativos
1-12 h 1-12 h
CO,R CO2R
T~ & 7 N=
N7 S N7

E=Cl, I, Ph, TMS, CHO, etc
(31-85% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Amaral et al. (2015).

Uma vez funcionalizada na posi¢cdo C-7, a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina pode
entdo ser submetida a uma reacdo de C-glicosilagdo com um derivado da D-ribose, mais
comumente a ribonolactona (7). Xue et al. (2020) otimizaram essa transformacao utilizando
I-Pr2NH como um aditivo de baixo custo para realizar duas fungdes: auxiliar na formagéo do
agente de sililagdo (36), responsavel por proteger o grupo NH: livre de (8), e estabilizar o
intermediario (37), facilitando sua adicdo a (7). Essa abordagem permitiu sintetizar o
nucleosideo (9) com 75% de rendimento em escalas partindo de até 180 g de (8) e sem a

necessidade de purificagdes por cromatografia em coluna (Esquema 17).
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Esquema 17 - Otimizacgéo da etapa de C-glicosilacdo desenvolvida por Xue et al. (2020)

BnO

00
N\ \7
~Si SI\ R

NH, & & BnO  ©OBn
= \N (7)
\_N.
5 N i-Pr,NH, n-BuLi
"8 THF anidro, -78 °C, 2 h
9)
(75% de rendimento)
NH, \J \7 NH,
N /SII Si<
\\ ) cl Cl <~ N
No? : H BnO \_n. J
Br ' N O N
®) hd oH
¥ R
! BnO OBn
n-Buli ! NS\,
: —Si®,si ®)
: N A
I Rt \( e
: cl :
; (36) ' BnQ
: _ _ ! oo
¥ N\, i
’ /SI\N,SI\ | o~
N /_\ Y N BnO OBn
=Si Si< S AN ! (7)
N N\ N, :
n-BulLi N 1
~ \N """""""""" > L| " """" 4
\_n_ J SNt
N
: <7
(37)

Fonte: Adaptado de Xue et al. (2020).

Ja no trabalho de Xie et al. (2021), os autores apresentaram uma abordagem de
C-glicosilacdo em trés etapas sequenciais: sintese do intermediario (38) via amidacdo de
Weinreb, protecdo dos oxigénios com o grupo trimetilsilil (TMS) e adicdo de Grignard.
O método substituiu com sucesso o reagente PhMgCl por CHzMgBr, eliminando reacGes
laterais de superadicdo que comprometiam o rendimento final. Assim, foi possivel obter o

produto (9) em escalas de quilogramas com um rendimento de 65% (Esquema 18)
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Esquema 18 - Metodologia de C-glicosilacdo via uma amidacdo de Weinreb

NH,
<" SN
\S
® N NH,
\N’O\ |
oo H, © (12) <" SN
n
oo cl ©Bn O TMSCI, CHsMgBr ~ BnQ -~ A
i-PrMaCl /\/k)l\ .OMe i~PrMgCI.LIiCl 0O N
9 BnO™ Y Y '}1 - - OH
BnO  ©OBn  THF, 0°C ©0  OBn Me THF, -10°C - ta. Bnd~  OBn
(7) MgClI
(38) (9)

(65% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Xie et al. (2021).

Von Keutz; Williams; Kappe (2020) realizaram a etapa de C-glicosilacdo em um
modelo de fluxo continuo em pequena escala. Eles sintetizaram (9) com 47% de rendimento,
contando com um tempo de residéncia de 56 segundos e consumo de (12) a uma taxa de
51,8 mmol/hora. Apesar do rendimento total ndo ter sido muito superior ao da metodologia
original desenvolvida em batelada (40%) (Warren et al., 2016), houveram incrementos

significativos na processibilidade (Esquema 19).

Esquema 19 - Etapa de C-glicosilagdo desenvolvida em fluxo continuo

BnO
~r
BnO¢ "OBn

(7)

PhMgClI
2,0 M em THF 0,48 M em THF
1,8 equiv. 1,2 equiv.
0,778 mL/min 2,16 mL/min

<>7

temperatura controlada (20 °C)

tempo de residéncia o
total (<1 min)
<>; (47% de rendimento)

TMSCI NH, iPrMgCl
2,0 M em THF 2,0 Mem THF
2,0 equiv. =" SN 1,4 equiv.
0,864 mL/min \ N\N/) 0,564 mL/min
(12)

0,4 M em THF
1,0 equiv.
2,16 mL/min

Fonte: Adaptado de Von Keutz; Williams; Kappe (2020).
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Com um entendimento melhor do processo, esses pesquisadores divulgaram um método
otimizado partindo de (8), sob condi¢des de temperatura moderada (—30 °C), tempo de
residéncia total de 8 segundos e processamento dos reagentes a uma taxa de 10,4 kg/L/hora para
alcancarem o composto (9) com 60% de rendimento. Demonstraram também a estabilidade do
processo ao realizarem uma corrida por 2 horas com coletas a cada 5 minutos. A utilizacdo de
um reator para pequenas escalas e purificacdo do produto por cromatografia em coluna néo
representou, segundo os autores, um entrave ao escalonamento do processo (Esquema 20)
(Von Keutz; Williams; Kappe, 2021).

Esquema 20 - Otimizacéo da etapa de C-glicosilagdo em fluxo continuo

NH
2 BnO
e ~r°
NP
BY BnO 0Bn
(8) (7)
0,1 M em THF 1,0 M em THF
1,0 equiv.‘ 1,8 equiv.
4,11 mL/min 0,740 mL/min

<>7

temperatura controlada (-30 °C)
14s 0,6s 08s 52s

<>;

\/\/
—Si Si—
] \

Cl Cl
1,0 M em THF
0,60 equiv.
0,247 mL/min

tempo de residéncia
total (8 s)

LDA n-BulLi
1,0 M em hexano/THF 1,6 M em hexano
2,00 equiv. 3,00 equiv.
0,822 mL/min 0,771 mL/min

NH,
<" SN
BnO N\ _N. =
S

OH

BnO  ©OBn

(9)
(60% de rendimento)
*Purificou-se o produto

por cromatografia em
coluna

Fonte: Adaptado de Von Keutz; Williams; Kappe (2021).

Diante do exposto, sdo notdrios os avangos nas metodologias de sintese do molnupiravir
e do remdesivir. Entretanto, ainda persistem limitacdes que exigem investigacdes e otimizacdes
adicionais. Ainda, considerando o cenario imposto pela pandemia de Covid-19 e suas
implicagdes, torna-se imperativo aprimorar esses métodos, de modo a viabilizar a produgédo

mais eficiente, rapida e econdmicas destes farmacos.



38

2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral otimizar as rotas sintéticas do molnupiravir
e de intermediarios do remdesivir. Para esse fim, sdo propostos os seguintes objetivos
especificos:
Em relacdo ao molnupiravir:
- Otimizar a rota sintética do molnupiravir.
Em relacdo aos intermediarios do remdesivir:
- Otimizar a rota sintética da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina;
- Investigar metodologias alternativas para funcionalizar seletivamente a posi¢do C-7 da
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina;

- Otimizar a etapa de C-glicosilacdo na rota sintética do remdesivir.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo apresenta os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento experimental
do trabalho. Primeiramente, sdo abordados os estudos de otimizacdo da rota sintética para a
obtencdo do molnupiravir. Em seguida, sdo discutidos os resultados relacionados a otimizagéo

da sintese de intermediérios-chave do remdesivir.
3.1 OTIMIZAC}AO DA ROTA SINTETICA DO MOLNUPIRAVIR

Na primeira etapa, protegemos seletivamente as hidroxilas 2’ e 3’ da uridina pela
formacdo de grupo acetonideo (cetal do isopropilideno). Para isso, seguindo a metodologia
descrita por Painter et al. (2019), promovemos a reacao a temperatura ambiente entre a uridina,
acetona e H2SO4 a 5 mol% de equivaléncia como catalisador, acompanhando o0 seu progresso
por cromatografia em camada delgada (CCD) (diclorometano - DCM/MeOH 9:1 v/v) durante
18 horas. Apds neutralizagdo com trietilamina (EtsN) e purificagdo por extragéo liquido-liquido

(AcOEt/H20), o produto protegido foi obtido com 51% de rendimento (Esquema 21).

Esquema 21 - Prote¢do das hidroxilas 2’ e 3’ da uridina via formacdo de um grupo

acetonideo

o

0
OH
HO. 5 on )I\,HZSO4(5moI%) O ¥

2| ta, 18 h 1 OH
6 1 " 5
o)
(1)

I/\N h (e} 5 f\N
4 2 entdo, E3N
0] H;&O 0] H

uridina
(51% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Analisamos por ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e 3C (CDCls) o material
purificado. No espectro de RMN de 'H, observamos a presenga de um simpleto em & 1,36 e
outro em 6 1,58, ambos integrados para 3 hidrogénios cada e referentes as duas metilas
(2x CH3) do grupo protetor acetonideo. Ja no espectro de RMN de 3C, foram observados sinais
em o 25,4 ¢ & 27,4, referentes as mesmas metilas (Figura 3). Além dessas evidéncias, as
comparagfes com os dados da literatura (Tabela 1) permitiram confirmar a formacdo do

produto protegido (1).



40

Figura 3 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) e 3C (125 MHz, CDCls) obtidos

apos a reacdo de protecdo das hidroxilas 2’ ¢ 3” da uridina via formagdo de um acetonideo
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).



Tabela 1 - Comparacgéo entre os dados de RMN obtidos experimentalmente e os provenientes da literatura para o composto (1)

RMN de H RMN de °C

Literatura: ) ) Literatura:
_ Dados experimentais )
Khan; Khan; Adhikary (2011) Khan; Khan; Adhikary (2011)
(125 MHz, CDCls)
(400 MHz, CDCls) (100 MHz, CDCls)

Dados experimentais
(500 MHz, CDCls)

5 8,65 (sI,1H) §9,11 (sl, 1H) 5 162,8 5 164,3

§7,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H) §7,39 (d, J = 8,0 Hz, 1H) §150,3 §150,7
§5,74 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 85,74 (d, J = 8,0 Hz, 1H) § 143,0 §142,4
§5,56 (d, J = 2,7 Hz, 1H) 55,59 (d, J = 1,6 Hz, 1H) §114,6 5 114,4

§ 5,05 (dd, J = 6,4: 2,9 Hz, 1H) 55,04 (dd, J = 6,4; 2,8 Hz, 1H) §102,8 §102,3
§4,96 (dd, J = 6,3; 3,4 Hz, 1H) 54,96 (dd, J = 6,4; 3,6 Hz, 1H) $96,3 5 94,2
84,29 (d,J = 2,7 Hz, 1H) 84,30 (d, J = 3,2 Hz, 1H) 5 87,0 5 86,9
53,93 (d, J = 12,0 Hz, 1H) 53,92 (d, J = 11,6 Hz, 1H) 5 83,7 5 84,4
53,82 (d, J = 12,0 Hz, 1H) 53,81 (d, J = 11,6 Hz, 1H) 5 80,4 5 80,6
52,75 (s, 1H) §2,99 (sl, 1H) §62,9 562,1

51,58 (s, 3H) § 1,58 (s, 3H) 5274 5272

81,36 (s, 3H) 81,37 (s, 3H) 5254 525,3

Fonte: Khan; Khan; Adhikary (2011).
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Embora o produto (1) tenha sido confirmado, o rendimento de 51% se encontrou inferior
ao de outros descritos na literatura para essa mesma reacao (uridina + acetona + H.SOg), todos
acima dos 86%. Investigamos, portanto, as possiveis causas dessa disparidade (Kuppala;
Kartha, 2016; Malkowski et al., 2017; Painter et al., 2019; Roldan et al., 2020; Ruddarraju et
al., 2016).

O mecanismo da catélise &cida entre 1,2-didis e acetona para a formag&o/hidrdlise de
um acetonideo evidencia a producdo/consumo de 1 mol de H,O durante o processo
(Esquema 22 - a) (Kocienski, 2005b). Logo, remover essa dgua poderia deslocar o equilibrio
no sentido da formacdo do produto desejado, segundo os principios de Le Chéatelier sobre a
perturbacdo de equilibrios quimicos dindmicos (Brown et al., 2021). Para isso, Kocienski
(2005a) recomenda adicionar agentes desidratantes ao meio reacional, como sais inorganicos
(CuSQO4, MgSOs4, Na2S04) ou peneiras moleculares. Sugere também substituir a acetona por
2,2-DMP, pois séo liberados 2 mols de MeOH em vez de 1 mol de H.O (Esquema 22 — b).

Esquema 22 - Mecanismo de catalise &cida para a formacdo/hidrolise de um acetonideo por

meio da reacdo de 1,2-di6is com a) acetona ou b) 2,2-DMP

a) /\ ® H
\ \® O\
HA HO, o:/\ ~H © HO 4 H
. N S — Y ——
>=O. ‘7(9— RHR' " >7O® o R>_<R'\6
acetona HA 1.2-diol ‘
@ \
>< HA® i f‘v>< % Y EDH
S e e o
R R H,0
acetonideo
HA g |;| MeOH HO O \ \@ O\
7< HA® ol 1,2-diol
2,2-DMP “
R
@ N (\
o><o hig H(:;SXO Hg) '(79 MeEOH Ho  0x%
T - 7
R R 4@ RHR' R>_<R' MeoH R
acetonideo

Fonte: Adaptado de Kocienski (2005b).
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Contextualmente, Steiner et al. (2020) ndo observaram a formagéo do grupo protetor
acetonideo ao seguirem a metodologia descrita na patente para tal. Relataram que nem mesmo
0 aumento da concentragdo de H.SO4 para 0,5 equivalente ou a adi¢cdo simultanea de
2 equivalentes de 2,2-dimetoxipropano (2,2-DMP) surtiram efeito. Todavia, ao trocarem a
acetona por acetonitrila (MeCN) junto ao uso de 2,2-DMP e H>SO4 a 5 mol%, conseguiram
73% de converséo para o produto protegido.

Para verificar a efetividade dessas trocas, reagimos 2 equivalentes de 2,2-DMP e H2SO4
a5 mol% em MeCN sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por até 18 horas. Todavia,
obtivemos um rendimento de apenas 40% para o produto protegido (1) (Esquema 23).
Diante desse resultado, preferimos retornar a metodologia original (acetona + H2SO4) e

testarmos a adic¢do de agentes desidratantes ao meio reacional.

Esquema 23 - Protecdo das hidroxilas 2’ e 3° da uridina utilizando-se 2,2-DMP, MeCN e
H2SO4 a 5 mol%

\OXO/ >LO

HO, (2,0 equiv.) O 7

Ly =\ OH
IS*/OH H,S0, (5 mol%) D_/
N ” MeCN, t.a., 18 h o
o)
(1)

4 2 N
o) Ha/go entdo, EtzN (0) H

uridina
(40% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Steiner et al. (2020).

Os testes com agentes desidratantes comecaram pela utilizagdo de sais inorganicos.
Esse recurso foi utilizado por Gissot; Massip; Barthélémy (2020), que empregaram MgSQO4 para
a desidratacdo da reacdo entre a uridina, a acetona e H2SO4 (2,14 equiv.), obtendo o produto
protegido com 90% de rendimento. Porém, ao fazermos 0 mesmo e testarmos a adi¢do dos sais
inorganicos MgSOa4, Na;SO4 ou CuSOs, ndo observamos um aumento no rendimento de (1),
sendo eles respectivamente de 48% com o primeiro sal, de 47% com o segundo e de 50% com
o terceiro (Esquema 24). Como a utilizagdo de sais inorganicos ndo proporcionou o efeito

esperado, testamos entdo o0 emprego de peneiras moleculares no meio reacional.
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Esquema 24 - Protegao das hidroxilas 2’ e 3’ da uridina testando-Se sais inorganicos como

agentes desidratantes da reagéo

Ho, OF T S G
D I Hs04 (6 ot I~
f\N SO s sal inorganico ,ta.,2h f\N (0]
4 2
1) /&O entéo, Et3N (o} ’J*o

N
He

uridina (1
rendimento:

MgSO, = (48% de rendimento)
Na,SO,4 = (47% de rendimento)
CuS0O, = (50% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A maioria das peneiras moleculares disponiveis comercialmente sdo solidos de zeolita,
um mineral composto por aluminossilicatos cristalinos e com estrutura interna microporosa
(Flanigen, 2001). O termo ‘“peneira” se deve a capacidade desses materiais de reter
seletivamente alguns tipos de moléculas e remové-las do ambiente em questdo. No caso da
agua, as peneiras moleculares com poros internos de 3 A séo eficientes para esse fim (Lin; Ma,
2021; Williams; Lawton, 2010). Assim, ao utilizarmos peneiras moleculares de 3 A no sistema
de reacéo, observamos por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v) o consumo quase total do material de
partida (uridina), permitindo obter o produto (1) com 97% de rendimento ap0s a sua purificacao
por extracdo liquido-liquido (AcOEt/H20) (Esquema 25). Com esse resultado, prosseguimos

entdo para as demais etapas de sintese do molnupiravir.

Esquema 25 - Protegdo das hidroxilas 2’ e 3° da uridina utilizando-Se peneiras moleculares de

3 A como agentes desidratantes da reago

HOZ':' ’:2H OH M . H,SO; (5 mol%) %#OH
5 2 ,1,/1,((}4"; PM3A ta,2h f\N 5
(o) Z Ng&o entdo, Et3N (0] H/go
uridina (1)

(97% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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O proximo passo consistiu em esterificarmos a hidroxila 5> do produto protegido (1)
com o grupo isobutiril, utilizando 4-dimetilaminopiridina (4-DMAP) como catalisador e EtsN
como base auxiliar do processo. Segundo Xu et al. (2005), o caminho energeticamente mais
favoravel para a reacdo entre um alcool, anidrido acético (Ac20), 4-DMAP e EtsN € o seguinte:
primeiro, ha o ataque nucleofilico do 4-DMAP a carbonila do Ac20, gerando o par idnico
acetilpiridinio/acetato; depois, na etapa determinante da velocidade e mediante a formagéao de
um estado de transicéo, ocorre a reacao entre o alcool e o acetilpiridinio, bem como a abstracéo
de um préoton (H") pelo ion acetato, dando origem ao éster e ao catalisador

inativado (protonado); entdo, EtsN regenera o catalisador e reinicia o ciclo (Esquema 26).

Esquema 26 - Mecanismo da esterificacdo de alcoois com Ac.0, 4-DMAP como catalisador

e EtsN como base auxiliar do processo

~NT
Et(l-:laH Q AN 0 f
3 oll_ . | A
N7
0 X \N/
© |
0 (ﬁ/ SN
H |®/
| )
(0]
~, 7
(0] ) i
©
\
horst L ©
N
_\N/ Es
LI A
(0] (6]
o™ 9 N
& . '
/II\\?,fH
L % R i

Fonte: Adaptado de Sakakura et al. (2007); Xu et al. (2005).

Trabalhos como os de Painter et al. (2019) e Steiner et al. (2020) realizaram as etapas
de protecéo e esterificacdo por uma reagdo em one-pot. Nas reacbes em one-pot promovem-se
duas ou mais transformacdes quimicas em uma molécula no mesmo frasco de reacéo, sem que
seja necessario isolar compostos intermediarios. Isso traz simplicidade, agilidade e economia a

rota sintética de um determinado produto (Hayashi, 2016) (Figura 4).
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Figura 4 — Estratégia de protecdo e esterificacdo da uridina em one-pot

OH
OH

f)% oy

(1,5 equiv.)

uridina Et3N, 4-DMAP

. Hz804 (5 mol%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Com base nesses conceitos, protegemos as hidroxilas 2’ e 3° da uridina e, em seguida,
esterificamos o intermediario (1) em one-pot, obtendo 86% de rendimento apos purificacdo por

extragéo liquido-liquido (ACOEt/NaHCOsaq) - Fase organica/H20) (Esquema 27).

Esquema 27 - Protec&o e esterificacdo da uridina em one-pot

o3 %o W)k J\( L
D_—/OH , H,SO4 (5 mol%) D_-/ (1,5 equiv.) D—_/O
f\N o PM3A, ta,2h f\N o EtsN, 4-DMAP N0
N NP ta,1h NP

uridina 1) (2)
(86% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Realizamos uma anélise de RMN (CDCIs3) com o residuo da extracdo liquido-liquido.
No espectro de RMN de *H observamos, em referéncia ao grupo isobutiril, um dupleto centrado
em o 1,16 integrado para 6 hidrogénios (2x CHs), além de um septeto centrado em & 2,56
integrado para 1 hidrogénio (CH). Referente a0 mesmo grupo, no espectro de RMN de *C
observamos sinaisem 6 19,1 (2x); 6 34,0 e 6 176,7 (Figura 5). Adicionalmente, as comparacoes

com os dados da literatura (Tabela 2) ajudaram a confirmar a obtenc&o do produto (2).
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Figura 5 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) e 3C (125 MHz, CDCls) obtidos

do da uridina
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Tabela 2 - Comparacgéo entre os dados de RMN obtidos experimentalmente e os provenientes da literatura para o composto (2)

RMN de H

RMN de °C

Dados experimentais
(500 MHz, CDCls)

Literatura: Dey et al. (2021)
(400 MHz, CDCls)

Dados experimentais
(125 MHz, CDCls)

Literatura: Dey et al. (2021)
(100 MHz, CDCls)

67,29 (d,J=8,1Hz, 1H)
65,72 (d, J=8,1 Hz, 1H)
85,66 (d,J=2,0 Hz, 1H)
64,97 (dd, J=6,4; 2,0 Hz, 1H)
84,79 (dd, J =6,4; 4,0 Hz, 1H)
64,39 — 4,25 (m, 4H)
62,56 (sept, J =7,0 Hz, 1H)
61,56 (s, 3H)
0 1,35 (s, 3H)
61,16 (d, J=7,0 Hz, 6H)

89,41 (s, IH)
07,29 (d, J=8,0 Hz, 1H)
85,73 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
35,66 (d, J =2,0 Hz, 1H)
64,97 (dd, J=6,2; 2,0 Hz, 1H)
64,80 (dd, J=6,0; 4,0 Hz, 1H)
64,37 —-4,26 (m, 3H)
82,56 (sept, J =7,0 Hz, 1H)
o 1,56 (s, 3H)
o 1,35 (s, 3H)
01,16 (d, J = 6,8 Hz, 6H)

5176,7
5163.4
51501
§142,1
51148
5102,6
5 94,8
5 85,4
5 84,8
581,2
5 64,1
533,9
5273
5254
§19,1 (2x)

5176,7
5163,5
51501
§142,2
5114,7
5102,6
5 94,9
5 85,5
5 84,8
5 81,2
5 64,1
534,0
527,3
§25.,41
5 19,1 (2x)

Fonte: Dey et al. (2021).
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Embora tenhamos obtido o composto (2) com 86% de rendimento, outros trabalhos
relataram rendimentos superiores a 92% (Dey et al., 2021; Fier et al., 2021; Painter et al., 2019).
Desse modo, investigando condi¢Bes que permitissem obté-lo em maiores quantidades,
inicialmente dobramos a equivaléncia do 4-DMAP de 25 mol% para 50 mol%. No entanto, esse
aumento ndo modificou o padrédo da reagdo. Por outro lado, o aumento progressivo na
equivaléncia de anidrido isobutirico proporcionou uma maior formacao do produto (2), com
um consumo total do intermediario (1) ao utilizarmos 1,9 equivalentes desse reagente.
Constatamos também que apenas 2 equivalentes de EtsN eram suficientes para manter o padréo
e rendimento da reacdo, em vez dos 12 equivalentes anteriormente empregados.
Adicionalmente, ao diminuir o volume de acetona pela metade, reduzimos o tempo de 3 horas
para 2 horas. Por fim, além do aumento no rendimento de (2) para 95%, o tempo de reacéo, o

volume de acetona e a equivaléncia de EtzN foram otimizados (Esquema 28).

Esquema 28 - Reacgéo otimizada de protecéo e esterificacdo da uridina em one-pot

0o 0
o >L YJ\O)H/ >L
Ho- PH )J\ Q Q . O Q (0]
D_-/OH . H,S0, (5 mol%) D_-/OH (1,9 equiv.) D#o
f\N 5 PM3A, ta., 1h f\N g EtsN, 4-DMAP I\N 5
o N/&O 0 N’go ta,1h o NAO
H H H

uridina 1) (2)
(95% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A proxima etapa na sintese do molnupiravir consistiu na funcionalizacdo de (2) para
oxima/hidroxilamina. Na rota patenteada, a funcionalizacdo é precedida pela ativacdo da
molécula por meio da inser¢do de um anel 1,2,4-triazélico para obter o produto (3), etapa que
ocorre com apenas 29% de rendimento apds duas purificacdes por cromatografia em coluna e
representa uma de suas principais desvantagens (Painter et al., 2019). Tentando solucionar essa
questdo, Steiner et al. (2020) reordenaram a sequéncia original e ativaram a uridina como
primeiro passo. Eles empregaram uma metodologia na qual ndo foram necessarias purificagdes
por cromatografia em coluna e conseguiram o produto ativado (5) com 88% de rendimento.
Utilizando uma estratégia diferente, Dey et al. (2021) utilizaram o reagente de Lawesson para
ativarem a molécula, obtendo como resultado o composto tionado (6) com 86% de rendimento

(Esquema 29).
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Esquema 29 - Estratégias de ativagdo utilizadas por trabalhos da literatura durante a sintese

do molnupiravir

Painter et al., (2019)

N NI PN
(0} \=N o 9

Q R (0] A v
A 0 (7.2 equiv.) _ D‘/O\g\
f\NQ# \g\ POCI; (1,5 equiv.), Et;N (8 equiv.) f\N o
5 HAO MeCN, t.a. \/: X,
@) (3)

(29% de rendimento)

Steiner et al. (2020)

1.2) N-metilpirrolidina (15 equiv.), TMSCI (5 equiv.)
MeCN anidra, t.a., 1 h

HO, ¥ 1.2) /\N

D‘/OH \/N (10,0 equiv.)
° f )\\

Ho, ©F
OH

POCI; (2 equiv.)

2N )
o ,&O 0°C por 1 h; ta.por2h

2) MeOH 4:1 AcOH, t.a. de um dia para o outro

7N
\sN
uridina
(88% de rend|mento)

Dey et al. (2021)

>4 o

S~|';,S' o 3 O
Reagente de Lawesson
; Ao

(0] ” O (0,5 equiv.)
2 , (6)

tolueno, refluxo, 15 min .
(86% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Dey et al. (2021); Painter et al. (2019); Steiner et al. (2020).

Em virtude da necessidade de se acrescentar uma etapa a mais na rota de sintese do
molnupiravir, tentamos promover a funcionalizacdo de (2) para oxima/hidroxilamina de forma
direta, sem ativarmos previamente a molécula. Utilizando essa estratégia, Paymode et al. (2021)
funcionalizaram o nucleosideo citidina e obtiveram como resultado os hidratos dos tautdmeros
oxima (imino) e hidroxilamina (amino) da PB-D-N*-hidroxicitidina (NHC) na respectiva
proporcéo de 76:24, definida por cristalografia de monocristais, com 84% de rendimento para

essa etapa (Esquema 30).
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Esquema 30 - Funcionalizag&o da citidina para obter os tautdbmeros oxima/hidroxilamina da
B-D-N*-hidroxicitidina (NHC)

OH

HO, ¢ OH proporgéo OH
y OH  (NH,OH), « 2so4 76 24
fN O (1,5 equiv.) I\/& Q
", \N,go H,0,70°C,24h  H20 . HON H,O . HOHN
citidina (84% de rendimento)  B-D-N*-hidroxicitidina (NHC) B-D-N*-hidroxicitidina (NHC)
tautomero oxima ou imino tautomero hidroxilamina ou amino

Fonte: Adaptado de Paymode et al. (2021).

Adaptando essa metodologia, substituimos a citidina por (2) e 0 (NH20H)2-H2SO4 por
NH.OH-HCI, reagindo-os em meio aquoso a 70 °C por até 24 horas. Além de termos obtido
uma complexa mistura de produtos, ndo observamos sinais no espectro de
RMN de *H (500 MHz; CDCls) referentes ao produto funcionalizado (4). Pensamos entdo que
isso poderia ter sido resultado da clivagem das porcGes éster e acetonideo de (2) pelo &cido
proveniente do NH2OH-HCI. Logo, similarmente ao realizado por Pohjakallio; Pihko (2009),
além de Kool; Crisalli; Chan (2014), que respectivamente funcionalizaram a acetona e a
3-pentanona a oxima com NH2OH-HCI em meio aquoso contendo Na>COgz, adicionou-se esse
sal & reacdo para manter a neutralidade da mesma, bem como aumentar a disponibilidade de
NH2OH. Mesmo com essa adicdo e sob temperatura ambiente, ndo observamos a formacéo do
composto (4) (Esquema 31). Como as tentativas de funcionalizacdo direta de (2) ndo foram

efetivas, buscamos novas alternativas.

Esquema 31 - Tentativas de funcionalizagéo de (2) por meio da reacdo com NH>OH-HCI em

meio aquoso sem e com a presenca de Na,CO3

NH,OH « HCI (1,5 equiv.) >L
>Lo A Q Q O z >\
O, i O H,0, 70°C, 24 h I>~/O /(\/’L
D‘/O’g\ f\N o = HoHN" N0
N O
él\/\/g NH,OH « HCI (1,5 equiv.)  HON N’go “)
07 N" 70 Na,CO; (1,5 equiv.) H tautémero
X (4) hidroxilamina

2 H,0, ta., 24 h tautdmero

oxima

Fonte: Adaptado de Paymode et al. (2021); Pohjakallio; Pihko (2009).

Encontramos uma nova perspectiva no trabalho desenvolvido por Lu et al. (2010), em

que os autores desenvolveram uma metodologia em one-pot para a ativagéo e funcionalizagédo
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de (39). Primeiro, eles ativaram o substrato com cloreto de 2,4,6-tri-isopropilbenzenossulfonila,
EtsN e 4-DMAP em MeCN sob atmosfera de argénio (Ar) a temperatura ambiente por 24 horas.
Em seguida, adicionaram NH2OH-HCI e deixaram reagir por mais 3 horas para que ocorresse

a funcionalizacéo, obtendo o produto (40) com 75% de rendimento (Esquema 32).

Esquema 32 - Ativacéo e funcionalizagdo em one-pot de um derivado da uridina

0,0

N

1) ~cl

,,O—Sl\(t-BU)z Et;N, 4-DMAP TBSO, ',O-Sl\(f-BU)z
atmosfera de Ar “

(o]
MeCN, t.a., 24 h

Lo~
f\N 0 f\N 0
2) NH,OH « HCI (5 equiv.) ~

TBSO,

ta., 3h HOHN
(39) (40)
(75% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Lu et al. (2010).

A substituicdo do cloreto de 2,4,6-tri-isopropilbenzenossulfonila por cloreto de
p-toluenossulfonila (TsCl) ou cloreto de metanossulfonila (MsCl), bem como a troca da
atmosfera de Ar pela de nitrogénio (N2), resultou em uma complexa mistura de produtos.
A analise por RMN de *H (500 MHz; CDClIs) néo indicou a formagéo de (4). Nem sequer a
promocao de condicdes anidras (PM 3 A) , devido & sensibilidade do TsCl e do MsCl & agua

(Vaillancourt et al., 2007; Whitaker et al., 2006), mostrou-se efetiva (Esquema 33).

Esquema 33 - Tentativas de funcionalizagéo de (2) com cloretos de sulfonila sob condi¢6es

normais ou anidras

1) TsCl ou MsCl,
EtsN, 4-DMAP
MeCN, t.a., 24 h
x S
>L 2) NH,OH « HCI Q 3 o
o 9 0 (5 equiv.) I>‘/0~$\ f\,\)\
¥ o) ta,3h
D*’\ﬁ\g fN ° === HOHN \N/go
Z N (0]
):\,g 1) TsCl ou MsCl, HONT "N 70 ()
07 N" 70 EtsN, 4-DMAP () tautémero hidroxilamina
PM 3 A, MeCN, ta., 24 h R .
(2) % tautdmero oxima
2) NH,0H « HCI
(5 equiv.)
ta,3h

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Em outros dois trabalhos, tanto Benkovics et al. (2020) quanto Mcintosh et al. (2021)
promoveram a ativacao da 5’-isobutiriluridina com o auxilio de um complexo de trimetilsilano
e imidazol formado in situ (Birkofer; Ritter, 1965), seguida da funcionalizacdo para oxima.
Assim, empregaram o hexametildisilazano (HMDS) como fonte de trimetilsilano e solvente da
reacdo, aléem de imidazol, NH4sHSO4 e (NH20H)2-H2S04 a 80 °C por aproximadamente 7 horas,
conseguindo uma conversdo acima dos 99%. Ainda que o processo de purificagdo descrito
contivesse muitas etapas minuciosas, 0s autores obtiveram o molnupiravir com 86% de

rendimento para essa etapa (Esquema 34).

Esquema 34 - Funcionalizagdo da 5’-isobutiriluridina

(NH20H)2 ° H2804
OH (1,25 equiv.) HO, 7 O

3 o NH4HSO,, imidazol D‘/O
I>_./ HMDS PN
B\ (0)
/& 80 °C, aprox.7 h /&
HON N o
(@) H (@) H

molnupiravir
(>99% de converséo)
(86% de rendimento)

5'-isobutiriluridina

Fonte: Adaptado de Benkovics et al. (2020); Mcintosh et al. (2021).

Na tentativa de reproduzir essa metodologia, promovemos como Unica modifica¢do
inicial a substituicdo do NH4HSO4 por KHSO4. Apos 1 hora de reacéo, observamos por CCD
(DCM/MeOH 9:1 v/v) que o padrdo da mesma permanecia inalterado, sugerindo ter atingido
um estado de equilibrio. Imaginamos, dessa forma, que a adi¢do de mais (NH2OH)2-H2S04 a
reacdo poderia deslocar esse equilibrio no sentido da formacdo do produto.
Satisfatoriamente, o acréscimo de mais 3,0 equivalentes desse reagente, totalizando
4,5 equivalentes, ocasionou o consumo quase total do material de partida (2) e permitiu reduzir
0 tempo de reacdo de 7 horas para 2 horas. Ainda mais, em vez das varias etapas descritas na
literatura (Benkovics et al., 2020; Mcintosh et al., 2021), realizamos um Unico processo por
extragdo liquido-liquido (AcOEt/NaHCOs(aq) - Fase organica/H20), obtendo um rendimento de

84% para essa etapa (Esquema 35).
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Esquema 35 - Funcionalizacdo de (2) por meio do emprego de (NH2OH)2-H2SO4, KHSOg4,
HMDS e imidazol

N (NH,OH), + H,SO, S

(0]
o 9 o (4,5 equiv.) O, ¥ o] =z N>\
% o KHSO, imidazol I>__/O - /K
D*/ HMDS NNT 0 = HOHN” “N"o
o N,go 80°C,2h HONZ NS0 “
H . H tautbmero
2) (84% de rendimento) (4) hidroxilamina
tautdbmero
oxima

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Analisamos o produto por RMN de 'H e de *C (CDCls). No espectro de RMN de *H,
observamos sinais de absor¢do referentes ao acetonideo e a esterificagdo com o grupo isobutiril,
indicando que eles permaneceram intactos durante a reagdo. Adicionalmente, observamos em
6 8,65, um simpleto largo integrado para 1 hidrogénio, que pode referir-se a hidroxila de
oximas/hidroxilaminas (Figura 6) (Pavia et al., 2014; Silverstein et al., 2014). As comparacdes
com os dados da literatura (Tabela 3) também auxiliaram na confirmagao do produto (4).

Como ndo encontramos sinais relativos aos dois tautdmeros, especulamos que as
condicdes e solvente (CDCIs) empregados favoreceram a prevaléncia de um deles no equilibrio.
Paymode et al. (2021) observaram um comportamento similar ao avaliarem por RMN de 'H a
influéncia de diferentes solventes deuterados no tautomerismo do NHC. Em DO, CDsOD,
piridina-d5 e acetona-d6 detectaram apenas um dos isémeros, enquanto em dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-d6) e DMF-d7 identificaram sinais de ambos. Assim, ao realizarmos um
experimento de RMN de *H em DMSO-d6 (Figura 7), observamos sinais minoritarios com
integrais de 1/10 em relac&o aos sinais majoritarios, o que demonstra a influéncia do solvente
no equilibrio em questdo e confirma que um dos tautdmeros é sempre prevalente,
independentemente do meio.

Nesse sentido, evidéncias experimentais, tanto para esse como para outros compostos,
indicam que tal predominancia é exercida pelo tautbmero oxima (Brown; Hewlins; Schell,
1968; Dreyfus et al., 1976; Hughes, 2021; Lee; Prestegard; Chan, 1972; Les$; Adamowicz,
Rode, 1993; Paymode et al., 2021; Shugar; Huber; Birnbaum, 1976). Além disso, calculos
computacionais apontam que esse tautdbmero é termodinamicamente favorecido dentre todos os
outros possiveis (Oziminski; Bycul, 2023; Sharov et al., 2022). Portanto, devido a esse conjunto
de dados, acreditamos que o composto (4) exista majoritariamente como tautbmero oxima,

forma pela qual seréa representado nesse trabalho.
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Figura 6 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) e 3C (125 MHz, CDCls) obtidos

funcionalizacéo de (2)
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Figura 7 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) obtido apds a funcionalizagéo de

N
Ao
(4)

(2) e expansdes que demonstram a presenca dos tautdmeros de (4)
HON
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Tabela 3 - Comparacéo entre os dados de RMN obtidos experimentalmente e os provenientes da literatura para o composto (4)

RMN de H

RMN de °C

Dados experimentais
(500 MHz, CDCls)

Literatura: Dey et al. (2021)
(400 MHz, CDCls)

Dados experimentais
(125 MHz, CDCls)

Literatura: Dey et al. (2021)
(100 MHz, CDCls)

3 8,65 (s, 1H)
86,61 (d,J=8,0Hz, 1H)
05,62 (d,J=8,0Hz, 1H)
85,59 (d,J=2,0Hz, 1H)
64,94 (dd, J =6,5; 2,0 Hz, 1H)
54,78 —4,76 (m, 1H)
64,33 - 4,24 (m, 3H)
62,58 (sept, J = 7,0 Hz, 1H)
5 1,56 (s, 3H)
61,35 (s, 3H)
61,18 (d, J=7,0 Hz, 6H)

68,79 (s,1H)
06,62 (d, J =8,0 Hz, 1H)
35,63 (d, J=8,0Hz, 1H)
05,58 (d, J=2,0Hz, 1H)
04,95 (dd, J=6,4; 2,0 Hz, 1H)
0 4,79-4,76 (m, 1H)
04,36—4,23 (m, 3H)
62,58 (sept, J =7,0 Hz, 1H)
o 1,56 (s, 3H)
o 1,35 (s, 3H)
01,17 (d, J = 6,8 Hz, 6H)

5176,9
5 149,3
§145,2
5132,9
51147
598.8
5 94,0
5 84,6
5 84,4
581,2
5 64,2
534,0
5273
5255
§19,1 (2x)

5176,9
5 149.4
5 145,1
5132,9
5114,6
598.8
5 94,0
5 84,6
5 84,4
5 81,1
5 64,2
534,0
529,8
527,3
5255
5 19,1 (2x)

Fonte: Dey et al. (2021).
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Para obter o molnupiravir, a remocdo do grupo protetor acetonideo de (4) foi a ultima
etapa requerida. A maioria dos trabalhos da literatura promoveram essa desprotecdo via uma
hidrolise acida (vide mecanismo no Esquema 22) (Kocienski, 2005a; b) (Fier et al., 2021;
Painter et al., 2019; Steiner et al., 2020). Na metodologia da patente, os autores utilizaram &cido
férmico a temperatura ambiente por aproximadamente 12 horas, mas ndo divulgaram os
rendimentos associados a etapa (Painter et al., 2019). Ja Steiner et al. (2020), empregaram
H>SOs em MeOH a 1 mol/L e adaptaram o procedimento para um reator de fluxo continuo.
A mistura coletada do reator foi neutralizada com wuma solucdo aquosa de
NaOH a 4 mol/L e, ap6s purificacdo por cromatografia em coluna (6-16% de MeOH em DCM
v/v), obtiveram o molnupiravir com um rendimento de 69% para a etapa. Em outro
trabalho, Fier et al. (2021) usaram HCI aquoso em MeCN a 65 °C por 10 horas, alcancando o

molnupiravir com 74% de rendimento para essa etapa (Esquema 36).

Esquema 36 - Exemplos da literatura que utilizaram a hidrolise acida do acetonideo para a

sintese do molnupiravir

Painter et al. (2019)
acido férmico, t.a., 12 h
(rendimento n&o divulgado)

. i O X 6]
D‘,O Steiner et al. (2020) I>~/
5 1 M H,SO4 em MeOH f\N 0

Z N .
/g _ fluxo continuo HON N o
HON N 0 (rendimento da etapa: 69%) H

(4)
\ Fier et al. (2021) /
HCI (aq), MeCN, 65 °C, 10 h

(rendimento da etapa: 74%)

molnupiravir

Fonte: Adaptado de Fier et al. (2021); Painter et al. (2019); Steiner et al. (2020).

A principio, realizamos os testes de desprotecdo de (4) com &cido férmico a temperatura
ambiente por até 24 horas, observando a influéncia de volumes variados de &cido no progresso
da reagéo. Diferentes condigdes de neutralizagédo e purificacdo foram avaliadas em conjunto
(Tabela 4).
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Tabela 4 - CondicGes testadas para a desprotecéo de (4) com acido formico

HO OH

o ? 0 ,
D_-/O‘g\ acido férmico (v) D_-/O~§\
= o) = o
Y ta. 24n J @4
HONZ N0
H H

(4) molnupiravir

(0,2 mmol; 1,0 equiv.)

Acido
Entrada | Neutralizacdo Purificagéo Rendimento (%)°
formico (v)?2

remocao do solvente

sob presséo reduzida decomposicao do

1 16 - ] )
seguida de extracao produto
liquido-liquido
2 16 NaHCOs@q  extragdo liquido-liquido 11%
3 20 Na2COss) extracdo com AcOEt 42%
4 25 Na2COzs) extracdo com AcOEt 43%

2\Volume de acido formico em mililitros diretamente proporcional a massa de (3) em gramas.

Ex: Para 0,1 g de (3), 16 v de acido férmico correspondema 1,6 mL,20va2,0mLe25va2,5 mL.
b Rendimento calculado sobre a massa do residuo obtido ap6s o respectivo processo de purificagéo.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Primeiramente, observamos que a remocdo do solvente sob presséo reduzida ao fim da
reacdo, antes da extracdo liquido-liquido, ocasionava a decomposi¢cdo do produto.
Especulamos, portanto, que a exposicdo a temperaturas de 40 °C a 50 °C no rotaevaporador
poderiam ter promovido uma maior hidrolise do acetonideo e da porcdo éster de (4)
(entrada 1). Devido a isso, primeiro neutralizamos a reagdo com uma solugédo aquosa saturada
de NaHCOs, purificamos o produto por extracdo liquido-liquido e s6 ap0s esses procedimentos
removemos o0 solvente sob pressdo reduzida. Com essas modificagOes, a degradacdo ndo foi
mais observada e o produto foi obtido com 11% de rendimento para essa etapa (entrada 2).

Dando continuidade aos testes, aumentamos a quantidade de acido formico para 20 volumes,



60

avaliando como isso afetaria 0 progresso e o rendimento da reacdo. Também, devido ao baixo
rendimento obtido anteriormente (11%) e com base nas observagdes feitas por Paymode et al.
(2021), que estimaram aproximadamente 17,7% de perda do molnupiravir no liquido filtrado
apos cristalizacdo em agua, realizamos a neutralizacdo com NaxCO3z solido em vez da solucéo
aquosa saturada de NaHCOs e depois extraimos com AcOEt. As alteracbes demonstraram-se
validas, visto que o rendimento da reacao subiu para 42% (entrada 3). Como em um teste com
25 volumes de &cido formico o rendimento foi bem proximo (43%) (entrada 4), preferimos
manter o volume ideal em 20 e ndo testamos condicdes adicionais. Este foi entdo o padréo ideal
de reacdo: 20 volumes de &cido férmico sob temperatura ambiente por 24 horas, seguida da
neutralizacdo com Na>COs e purificagdo por extragdo com AcOEt (Esquema 37).

Esquema 37 - Hidrolise acida do grupo protetor acetonideo de (4)

> Ho, ¢ 0

o
O =
I SN~ acido formico (20 v) o
IS G ol s
fl 0 entdo, neutralizacdo ﬂ 0o
com Na,COj e extragao
HON ” o com ACOEL HON H (0]

(4) molnupiravir
(42% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Seguindo a propor¢do de solventes (ACOEt/MeCN 1:1 v/v) descrita no trabalho de
Gopalsamuthiram et al. (2021), obtivemos uma amostra ainda mais pura do produto por
recristalizacdo. Ao analisarmos esse solido recristalizado por RMN (CD30D), ndo foram
observados os sinais referentes ao grupo protetor acetonideo, tanto no espectro de RMN de
'H (5 1,34 — 1,58) quanto no de RMN de **C (5 25,0 e & 27,0) (Figura 8). Adicionalmente, a
sua faixa de fusdo, 156 — 157 °C, mostrou-se proxima a da literatura, 158 — 160 °C
(Dey et al., 2021). Por meio desses resultados e da comparacdo com os dados espectroscopicos
de outros trabalhos (Tabela 5), confirmamos a formagdo do molnupiravir (Dey et al., 2021;
Fier et al., 2021; Hu et al., 2022; Paymode et al., 2021; Steiner et al., 2020).
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Figura 8 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, CD3z0D) e *C (125 MHz, CD30D) obtidos
apos a hidrolise do grupo protetor acetonideo de (4)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 5 - Comparagéo entre os dados de RMN obtidos experimentalmente e os provenientes da literatura para 0 molnupiravir

(continua)
RMN de 'H RMN de 13C
) ) Literatura: ) ) Literatura:
Dados experimentais ) Dados experimentais )
Steiner et al. (2020) Steiner et al. (2020)
(500 MHz, CDsOD) (125 MHz, CDsOD)
(300 MHz, CDsOD) (75 MHz, CDs0D)
86,91 (d, J = 8,3 Hz, 1H) 86,91 (d, J = 8,3 Hz, 1H) 51783 51782
85,82 (d, J = 4,8 Hz, 1H) 85,82 (d, J = 4,8 Hz, 1H) §151,5 §151,5
85,62 (d,J =8,2 Hz, 1H) 85,61 (d, J =82 Hz, 1H) 5 146,1 § 146,1
84,29 (d, J = 3,3 Hz, 2H) 84,29 (d, J = 3,6 Hz, 2H) §131,8 §131,7
84,16 - 4,06 (m, 3H) 84,15 - 4,07 (m, 3H) 99,5 99,5
82,62 (sept, J = 6,9 Hz, 1H) § 2,62 (sept, J = 7,0 Hz, 1H) 8 90,4 § 90,4
81,18 (d, J = 6,9 Hz, 6H) § 1,18 (d, J = 7,0 Hz, 6H) 5 82,5 5825
- - 074,3 0 74,3
- - 0 71,5 o 71,5
] - 8 64,9 8 64,9
- - 0352 0 35,1

- - §19,3 (2x) §19,3 (2x)
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Tabela 5 - Comparagéo entre os dados de RMN obtidos experimentalmente e os provenientes da literatura para 0 molnupiravir

(concluséo)

RMN de H

RMN de *C

Literatura:
Paymode et al. (2021)
(600 MHz, CD30D)

Dados experimentais
(500 MHz, CDs0OD)

Dados experimentais
(125 MHz, CD3;0D)

Literatura:
Paymode et al. (2021)
(150 MHz, CDs0D)

86,91 (d,J=8,3Hz, 1H) 06,91 (d,J=8,4Hz, 1H)
05,82 (d,J=4,8 Hz, 1H) 05,82 (d,J=4,8Hz, 1H)
05,62 (d,J=8,2Hz, 1H) 85,62 (d,J=8,2Hz, 1H)
64,29 (d,J=3,3Hz, 2H) 04,29 (d, J = 3,6 Hz, 2H)

54,16 - 4,06 (m, 3H) 04,14 (t,J =4,9 Hz 1H)

- 64,10 —4,07 (m, 2H)
62,62 (sept, J = 6,9 Hz, 1H) 82,62 (sept, J = 6,9 Hz, 1H)

61,18 (d,J=6,9 Hz, 6H) 61,18 (d, J=7,0 Hz, 6H)

51783
§151,5
§ 146,1
§131,8
$99,5
§ 90,4
5 82,5
8743
§71,5
5 64,9
§35.2

§19,3 (2x)

51783
§151,5
§ 146,1
$131,7
$99,5
$ 90,4
5 82,6
5 74,4
571,5
5 64,9
535,1
§19,3 (2x)

Fonte: Paymode et al. (2021); Steiner et al. (2020).
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Como préximo passo, almejamos realizar as etapas de funcionalizacéo e desprotecdo
por uma reagdo em one-pot. Provendo suporte a essa ideia, Dey et al. (2021) realizaram em um
unico frasco de reacdo tanto a funcionalizacdo do derivado tiouridina (6), pela reacdo desse com
NH2OH em MeOH a 50% v/v, quanto a desprotecdo com acido formico. Apoés purificagdo por
cromatografia em coluna (DCM/MeOH 19:1 v/v), obtiveram o molnupiravir com 76% de

rendimento para essa etapa (Esquema 38).

Esquema 38 - Funcionalizacdo e desprotecdo em one-pot de um derivado tiouridina

Ho M
NH,0H 54, (3,0 equiv.) “— 0
D# MeOH, ta., 1 h D*’
L oL
S H O acido férmico (8 vols.) HON H/go

ta.,12h

molnupiravir
(rendimento da etapa: 76% apos purificacao
por cromatografia em coluna)

(6)

Fonte: Adaptado de Dey et al. (2021).

De modo semelhante, realizamos as etapas de funcionalizacdo de (2) e desprotecao de
(4) em um Unico baldo de reacdo. Por meio dessa estratégia, conseguimos diminuir o tempo da
desprotecdo de 24 horas para apenas 30 minutos. Adicionalmente, foi possivel mantermos a
purificacdo do produto por simples extracdo seguida de recristalizacdo, sem que fossem
necessarias modificacdes do protocolo ou purificacdes por cromatografia em coluna. Dessa
forma, o método em one-pot permitiu obtermos um rendimento isolado de 72% para o
molnupiravir, 29% a mais do que se as etapas de funcionalizacdo e desprotecdo fossem

executadas separadamente (Esquema 39).

Esquema 39 - Funcionalizacdo de (2) e desprotecédo de (4) em one-pot

}L OH o]
HO, 3
g 9 o] 1) HMDS, imidazol, KHSO, ~ O
. X o) (NH,OH), * H,S0, (4,5 equiv.) DJ
D—/ 80°C, 2 h ~N7 O
o]
fi 2) acido férmico (20 vols.) HON N/go

e) 80 °C, 30 min

) molnupiravir
(72% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Logo, foi possivel sintetizarmos o molnupiravir a partir da uridina por meio de duas
reacOes em one-pot e com um rendimento total de 68%, empregando apenas extracOes

liquido-liquido e recristalizacdo como esquemas de purificacdo (Esquema 40).
Esquema 40 - Rota sintética otimizada do molnupiravir
(0]
o, oM 1 )l\ . H,504 5 mol% o 9 o 1) HMDS, imidazol, KHSO, Ho, OH o

o, - (NH0H), « H,S04(4,5 equiv.) .
D‘/OH PM3A ta,1h D_/O\g\ 80°C,2h I>—/O~§\
fN ° ~ e 2) &cido férmico (20 v) e
2) o O acido férmico \%
o H/J%O \HL )k( o N’go 80 °C, 30 min HON H’go

(©) H
uridina (2) (rendimento da molnupiravir
(1,9 equiv.) etapa: 72%)
Et;N, 4-DMAP (rendimento total = 68%)
ta.,1h

(rendimento da
etapa: 95%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Para avaliar a presenga de eventuais impurezas, submetemos essa amostra de
molnupiravir a uma analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A mesma
apresentou um grau de pureza superior a 99%, resultado que atesta a eficiéncia da estratégia de
purificacdo adotada e se enquadra nos requisitos de pureza exigidos para insumos farmacéuticos
ativos (Figura 9) (Dsouza et al., 2024; Finotti Cordeiro et al., 2024; Teasdale et al., 2017).

Figura 9 - Cromatograma obtido apos analise por CLAE da amostra de molnupiravir

mAU(x100)
9.0-p60nmanm (1.00)

8.0
7.0

6.0

0.0 2|
A e e A B S B LA B T T

— — T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 min

Condicoes: fase mdvel A: solucdo aquosa de dihidrogenofosfato de amonio a 40 mM; fase mével B:
MeOH; coluna: Agilent Eclipse XDB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 um; volume de injec¢éo: 10 uL, detector:
DAD (260 nm). Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Ainda, atestamos a autenticidade da amostra por meio de cromatografia liquida (CL)
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR). No modo de ionizag&o positivo
[M + H]*, observamos para o ion mais abundante uma razdo massa/carga (m/z) experimental
igual a 330,1290, condizente com o valor calculado para [Ci3H20N307 +H]" = 330,1296.
Da mesma forma, no modo de ionizag&o negativo [M - H]', a m/z experimental encontrada para
0 ion com maior abundancia foi de 328,1149, resultado proximo ao valor para
[C13H20N30O7 -H] = 328,1150 (Figura 10). Cabe mencionar que esses resultados estdo em

concordancia com a literatura (Dey et al., 2021; Steiner et al., 2020).

Figura 10 - Cromatograma de ion total e espectros de EMAR [M + H]" e [M - H] do

molnupiravir
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Para avaliar o escalonamento da metodologia, inicialmente realizada com 0,1 g de
uridina (0,41 mmol), aumentamos em 50x a sua quantidade. Partindo de 5g de uridina
(20,47 mmol), observamos um perfil de reacdo igual ao do realizado em pequena escala, sem a
necessidade de realizarmos quaisquer mudancas ou adaptacbes ao método. Além disso, o
molnupiravir foi obtido com 64% de rendimento total, valor proximo aos 68% da menor escala
(Figura 11). Isso demonstra que o método é reprodutivel em escalas até 50x maiores e sugere
que escalonamentos ainda superiores poderiam ser realizados sem prejuizo de seu rendimento

final.

Figura 11 - Escalonamento da metodologia de producdo do molnupiravir

Escalonamento
. 50 x
0,1 g (0,41 mmol)
de uridina
Ho ©H 0

:f>~/°
HON N/go
H

molnupiravir
rendimento total: 64-68%

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Otimizamos varios pontos na rota de producdo do molnupiravir, comparativamente as
metodologias da literatura que o sintetizaram a partir da uridina (Tabela 6). Em adicéo aos
ganhos no rendimento total (68%), reducdo do numero de etapas (4, por meio de 2 reacdes em
one-pot) e simplicidade implementada aos protocolos de purificacdo (somente extracdes
liquido-liquido e recristalizagdo), destaca-se também a diminuigdo no tempo total de sintese
(de iniciais 40 horas para 4,5 horas). Além disso, ndo foi necessario incluirmos uma etapa
exclusiva para a ativacdo da molécula, algo problematico na metodologia original e requerido
nas outras rotas de modo prévio a funcionalizacdo. Todas essas melhorias visam, portanto,

contribuir para que se produza o molnupiravir de um modo mais eficiente.

Tabela 6 - Comparacéo entre as rotas de sintese do molnupiravir que partem da uridina

Parametros
Metodologias  Rendimento Tempo Etapa de Protocolos de
total (%0) total (h) ativacao purificacao
_ insercdo de um incluem
Painter et al. _
<17 >40 anel cromatografia
(2019) .
1,2,4-triazolico em coluna
_ insercdo de um incluem
Steiner et al. _
61 >15 anel cromatografia
(2020) -
1,2,4-triazolico em coluna
. } lavagens com
) insercdo de um
Fier et al. solventes e
57 >35 anel .
(2021) L extracoes
1,2,4-triazblico L
liquido-liquido
formacéo de um incluem
Dey et al. ) o )
62 >12 intermediario cromatografia
(2021) L
tiouridina em coluna
sem etapa extracoes
Este trabalho 68 4,5 exclusiva de liquido-liquido
ativagéo e recristalizagéo

Fonte: Dey et al. (2021); Fier et al. (2021); Painter et al. (2019); Steiner et al. (2020).
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3.2 OTIMIZACAO DA ROTA SINTETICA DE INTERMEDIARIOS DO REMDESIVIR
3.2.1 Otimizag&o da rota sintética da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

Tendo por base a metodologia descrita por Patil; Otter; Klein (1994b), primeiro
empregamos o acido hidroxilamina-O-sulfénico (HOSA) para converter o aldeido aromatico
(19) a nitrila correspondente e, em seguida, promover uma N-amina¢do no mesmo frasco
reacional. Esse versétil reagente, compativel com diversos grupos funcionais, pode atuar tanto
como nucledfilo quanto eletréfilo em reacGes para a insercdo de nitrogénio na molécula.
(Kumar et al., 2024; Streith; Fizet, 1977; Wallace, 1980). Dessa forma, reagimos (19) com
HOSA em &gua a temperatura ambiente durante 1 hora. Na sequéncia, adicionamos uma
solucgéo aquosa de KOH. O monitoramento da reacdo por CCD (hexano/AcOEt 2:1 v/v) durante
3,5 horas revelou a formacéo de dois produtos com fatores de retencdo (Rf) iguais a 0,60 e 0,45,
atribuidos respectivamente aos compostos (20) e (21). Eles foram purificados por cromatografia
em coluna e obtidos com rendimentos de 15% (Rf = 0,60) e 13% (Rf = 0,45) (Esquema 41).

Esquema 41 - Reacgdo de (19) com HOSA em meio aquoso basico

o}
\ _OH
1) H2N\O,\S\\
e}
3,5 equiv.
o ( quiv.) N Y
8 H,0, ta., 1h ~-C~ ~-°
\ ~ +
< < =
NH 2) KOH (20,0 equiv.) NH,
0,
(19) 0°C.3.5h (20) (21)
(15% de (13% de
rendimento) rendimento)

Fonte: Adaptado de Patil; Otter; Klein (1994b).

Confirmamos a identidade dos compostos por RMN (CDCIs). No espectro de RMN
de 'H do composto com Rf = 0,60, observou-se um simpleto largo em § 9,30 integrado para
1 hidrogénio, referente ao grupo NH de (20), além de 3 multipletos com integracdo de
1 hidrogénio cada (Figura 12). Por sua vez, notamos no espectro de RMN de *H do composto
de Rf = 0,45, um simpleto largo em 6 4,66 integrado para 2 hidrogénios, correspondente ao
grupo NH> de (21), bem como outros 3 sinais integrados para 1 hidrogénio cada (Figura 13).
Além disso, 0s 5 sinais encontrados nos espectros de RMN de **C de ambos condizem com a
estrutura de um anel pirrélico substituido com nitrila. Salienta-se que essas evidéncias estdo de

acordo com os dados da literatura para os compostos (20) (Tabela 7) e (21) (Tabela 8).
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Figura 12 - Espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) e 3C (125 MHz, CDCls) obtidos

para o composto de Rf = 0,60 apds a reacdo de (19) com HOSA em meio aquoso basico
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 13 - Espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) e *3C (125 MHz, CDCls) obtidos

para o composto de Rf = 0,45 apds a reacdo de (19) com HOSA em meio aquoso basico
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Tabela 7- Comparacéo entre os dados de RMN obtidos experimentalmente e os provenientes da literatura para o0 composto (20)

RMN de 'H RMN de 13C
Dados experimentais Literatura: Wang et al. (2004) Dados experimentais Literatura: Wang et al. (2004)

(500 MHz, CDCls) (400 MHz, CDCls) (125 MHz, CDCls) (100 MHz, CDCls)
89,30 (s, 1H) - 51238 §123,9
8 6,97-6,96 (m, 1H) § 6,94 (m, 2H) §120,3 §120,2
5 6,88-6,87 (m, 1H) 56,86 (m, 1H) 5114,7 5114,8
8 6,29-6,27 (m, 1H) §6,24 (m, 1H) §110,3 §109,8
6101,0 6 100,2

Fonte: Wang et al. (2004).

Tabela 8 - Comparacdo entre os dados de RMN obtidos experimentalmente e os provenientes da literatura para o composto (21)

RMN de 'H RMN de 13C
Dados experimentais Literatura: Patil; Otter; Klein (1994b) Dados experimentais Literatura: Patil; Otter; Klein (1994b)
(500 MHz, CDClzs) (200 MHz, CDCls) (125 MHz, CDCls) (50 MHz, CDClzs)

36,91 (m, 1H) 3 6,93 (dd, 1H) 5 128,2 5 128,4
36,67 - 6,66 (m, 1H) 66,70 (dd, J=1,7 Hz, 1H) 5118,2 6118,3
36,05 - 6,03 (m, 1H) 66,07 (dd, J=4,3; 2,9 Hz, 1H) 6113,3 61135
5 4,66 (sl, 2H) 35,01 (sl, 2H) 6 107,3 6 107,5
5 105,6 6 105,8

Fonte: Patil; Otter; Klein (1994b).
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Segundo a literatura, a conversdo de (19) a nitrila (20) mediada por HOSA passa pela
formacdo do intermediario oxima-O-sulfonato (41), com subsequente eliminacdo de H2SO4
(Wallace, 1980; 1982). Ainda, essa eliminacéo seria favorecida por aguecimento (=~ 65 °C) ou
tratamento do intermediario com base forte a temperatura ambiente (Fizet; Streith, 1974;
Streith; Fizet; Fritz, 1976). Contudo, mecanismos descritos na literatura para essa
transformagdo com HOSA ou O-(difenilfosfinil)hidroxilamina envolvem uma eliminagdo syn
concertada, facilitada pela geometria intramolecular favoravel do intermediario (Laulhé; Gori;
Nantz, 2012; Quinn; Haun; Moura-Letts, 2016) (Esquema 42). Os resultados experimentais
deste trabalho corroboram esta proposicdo mecanistica e sugerem que o arranjo espacial do
sistema é suficiente para promover a eliminacdo concertada nas condi¢fes reacionais

empregadas, sem ativacao térmica ou basica adicional.

Esquema 42 - Possiveis mecanismos envolvidos na cianagéo de aldeidos aroméaticos mediada

por reagentes derivados de hidroxilamina

0] 0] A i t
X _OH 0 quecimento ou
o] HoNG .S gL tratamento com
n (O XA 1 n_OH ~-N
C @) C 0 base forte c=
NH NH - H,S0, NH
(19) (41) (20)
Mecanismos propostos pela literatura
Quinn; Haun; Moura-Letts (2016)
(0]
» _OH ~
H.No S LO0_f o
9 0 \b ’}l: S<oH eliminagao syn N
1 <
R 4’ R\/C\L O R-C~
H,0, acido \_J - H,S0,

Laulhé; Gori; Nantz (2012)

O ;
1] Np— eliminagcao syn
Q Ph,PONH, Ny " EaRll N
C‘H _— C‘H ) c~
i o
THF, t.a. O i O
O N - Ph,POH

Fonte: Adaptado de Laulhé; Gori; Nantz (2012); Quinn; Haun; Moura-Letts (2016); Wallace
(1980; 1982).
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Diversos trabalhos demonstraram a conversdo de aldeidos aromaticos em nitrilas usando
HOSA sob condigdes variadas de reacdo. Song; Jo (2009) e Schafer; Fleischer (2023)
empregaram meio aquoso a temperaturas de 50-55°C, obtendo derivados com
aproximadamente 90% de rendimento. Quinn; Haun; Moura-Letts (2016) alcancaram
rendimentos de 82-98% ao utilizarem aquecimento a 50 °C e neutralizagdo da rea¢do com
NaHCO:s. Ja Patil; Otter; Klein (1994a) utilizaram temperatura ambiente com posterior adi¢do
de KOH ao meio, mas ndo divulgaram o rendimento associado a etapa. No presente trabalho, a
otimizacdo dessa transformacdo revelou gque a reacdo de (19) com 1,1 equivalentes de HOSA
em H20 a temperatura ambiente, seguida de neutralizagdo com NaHCO3, foi suficiente para
fornecer (20) seletivamente e com 92% de rendimento ap6s purificacdo por extracdo
liquido-liquido (AcCOEt/H20) (Esquema 43)

Esquema 43 - Cianacao de aldeidos aromaticos com HOSA sob condicGes variadas de reacao

Song; Jo (2009) Schifer; Fleischer (2023)
O,
Mo S OH OH HoN. 52O OH
2N A2 o)
s o "% s N Me Et 0 Me Et
Qé/ (1,2 equiv.) Q_é,, (1,35 equiv.)
\
H
N H,0, 40-50 °C, 24 h N AcOH/H,0, 55°C, 3 h C
3 3 O”C\H ]
(90% de
rendimento) (89-91% de
rendimento)
Quinn; Haun; Moura-Letts (2016) Patil; Otter; Klein (1994a)
HoN O\\,OH HAN O\\,OH
2NN A7 2N~
(0) \O (0) \\O
(1,1 equiv.) o (3,5 equiv.)
1,4-dioxano 3:2 H,0 (v/v)
Q  H,0, AcOH, 50°C, 6 h N \/“\/\>‘C? 0°C 21 \/“\/\>\CEN
O t0, NaHCO A N \
entdo, Na 5
3 (82-98% de NH, Kec;‘;“' NH,
i (aq.)
rendimento) 27) aq (28)
rendimento néo
informado para
a etapa
Este trabalho:
Q\ _OH
HaN( ST
0 "%
. 1,1 equiv.) C”’N
o S
\ NH H,O,ta., 1h \ NH
_—
(19) (20)

entdo, NaHCO; .
(92% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Patil; Otter; Klein (1994a); Quinn; Haun; Moura-Letts (2016); Schéafer;
Fleischer (2023); Song; Jo (2009).
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Alternativamente, estudos sintetizaram (20) a partir do 1H-pirrol, substrato mais
econdmico que o aldeido (19). Para isso, primeiro formaram o reagente de Vilsmeier-Haack in
situ mediante a reacdo entre DMF e POCIs, reagindo-o na sequéncia com o substrato pirrdlico
a temperatura ambiente por 1 hora. Apos formilacéo pela adicdo de H.O ao meio, trataram 0
aldeido resultante com NH2OH-HCI, Ac20 e piridina sob aquecimento a 90 °C por cerca de
12-16 horas para formarem a nitrila. Essa abordagem proporcionou rendimentos de >75-90%
para a cianacdo e mostrou-se adaptavel a sintese em fluxo continuo (Esquema 44) (Paymode
et al., 2020; Roy et al., 2022; Vasilev et al., 2024).

Esquema 44 - Sintese de (20) em batelada ou fluxo continuo a partir do 1H-pirrol

Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022)

Reagente de
Vilsmeier-Haack

(N
| -

(I N\NH

: 1H-pirrol o NH,OH-HCI (1,1 equiv.)

. I} Ac,0 (1,1 equiv.) 2N

| . 9 ta 1h Cl/\ \ PO - H,0 S C‘H piridina (5,0 equiv.) \\ C
2v12 >
Cl—P—Cl \

O NG * n NH 90°C, 12-16 h NH
(10,0 equiv.) (1,1 equiv.) (19) (20)

(82-90% de
rendimento)

Vasilev et al. (2024)

<
N\NH

1H-pirrol

em DMF NH20H aq )
éso"c 9, 3130°c
1 1 1 l 1 controle
: 1 ] ; de pressao \ NH

S ‘ @ SR (20)

2,5 min | 10 min em DMF
Ac,0 (>75% de
em DMF rendimento)

Fonte: Adaptado de Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022); Vasilev et al. (2024).

Adaptamos essas metodologias para promover condi¢fes mais brandas de reacéo,
conduzindo-se a etapa de cianagdo com HOSA sob temperatura ambiente. Embora tenha sido
possivel sintetizar (20) em apenas 1 hora de reacdo, observamos conjuntamente a formacao de
um produto lateral, caracterizado por RMN (DMSO-dg) como o intermediario

oxima-derivado (42) (Figura 14). Tentativas de converté-lo no produto de cianagdo via
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desidratacdo assistida por &cidos (AcOH ou H2SOs) e aquecimento a 120 °C mostraram-se
ineficazes, sendo que a conversdo completa ocorreu somente apds sua acetilagdo com Ac20
(1,1 equivalentes) acompanhado de aquecimento sob essa mesma temperatura por 1 hora.

De modo similar, Schéfer; Fleischer (2023) notaram a presenca do intermediario
oxima-derivado (45) durante uma reacdo para formacao de nitrila empregando HOSA e AcOH
a temperatura ambiente. Eles verificaram que o aumento na quantidade de H.O do sistema
suprimia a formacdo deste intermediario, favorecendo preferencialmente o intermediario
oxima-O-sulfonato (44) e o produto (43). Esse comportamento foi atribuido a degradacao do
HOSA em AcOH, liberando NH,OH capaz de atacar o substrato. Para testarmos essa
proposicao, realizamos testes com (19) e HOSA em EtOH, DMSO, DMF, DMA ou n-BuOH a
temperatura ambiente por 1 hora. Observamos a formacao de (42) em todos esses sistemas, algo

que ndo ocorria utilizando-se somente H.O como solvente (Esquema 45).

Esquema 45 - Cianagdo com HOSA e formacdo conjunta de intermediarios oxima-derivados

Cianagao com HOSA a partir do 1H-pirrol

Reagente de

Vilsmeier-Haack Ac,0
RSN 1,1 equiv.
PO ~ ( )
P @J @H 120°C, 1 h
'i' Q_OH
1H-pirrol (I)I HZN\O’S\E) N NOH
| : o ta.,1h ~- (1,1 equiv.) ~-C° ~-
1} _— B +
O N + CI—=P-=Cl O \_NH C’/
SN & entao, H,0 NH ta,1h NH
(19) (20) (42)

(10,0 equiv.) (1,1 equiv.)

Schifer; Fleischer (2023)

OH OH OH
OH 0
Me Et H,N VW -OH Me\©/Et Me\©/Et Me Et
\O/ \\
o}
ta., 16 h C C C
PN N 2>
o H w I;l H I;l H
HO3SO HO
(43) (44) (45)
AcOH 33% <1% <67%
AcOH/H,0 1:1 (v/v) 87% 13% <1%
Testes isolados de cianagao
em outros solventes o
HON W\ _OH
2N A~
Q@ 0% N NOH

@C‘H (1,1 equiv.) @C’ . C{C‘H
NH EtOH, DMSO, DMF, NH NH
DMA ou n-BuOH

(19) ta.1h (20) (42)

Fonte: Adaptado de Schéfer; Fleischer (2023).
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Figura 14 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) e $3C (125 MHz, DMSO-d6) do

intermediério oxima-derivado (42)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Desse modo, considerando a formacg&o do intermediario (42) durante a cianagdo ao se
utilizar tanto HOSA quanto NH>OH-HCI, preferimos empregar o Ultimo nos testes posteriores
devido ao seu menor custo. Os resultados demonstraram ser possivel usa-lo em combinacgéo
com Ac20 (1,1 equivalentes), na auséncia de piridina como base auxiliar, mediante elevacéo da
temperatura do sistema de 90 °C (descritos na literatura para essa reacdo em batelada)
para 120 °C por 1 hora (Paymode et al., 2020; Roy et al., 2022). Essa otimizag¢ao permitiu obter
(20) com 95% de rendimento apos extracdo liquido-liquido, simultaneamente reduzindo o

tempo da cianacgdo de 12-16 horas para 1 hora (Esquema 46).

Esquema 46 - Sintese otimizada de (20) a partir do 1H-pirrol

Reagente de
Vilsmeier-Haack

SCy ~
) @) \I
NG } <\:|\,H N1H120H-HCI
L 1H-pirrol o (1.1 equiv.)
n ACzO ,’N
| : o ta.,1h ~ C\H (1,1 equiv.) ~°~
1]
Cl—P—Cl \
O NG * L entéo, H,0 NH 120°C, 1 h NH
(1,1 equiv.) (19) (20)

(95% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em relagdo a N-aminac&o, varios trabalhos aplicaram 0 HOSA como fonte de nitrogénio
eletrofilico ("NH2) para realizarem essa transformagdo em heterociclos. Yin et al. (2013) o
empregaram junto a bases variadas sob temperatura ambiente por 12 horas na N-aminacdo de
bi-imidazois, obtendo rendimentos de 24-54%. Por sua vez, Yu et al. (2014) o utilizaram na
N-aminacdo de dibromo-triazois em MeOH/H20 sob refluxo por 30 minutos para alcangarem
rendimentos de 21-30%. Lai et al. (2021) promoveram a N-aminacao do 3-nitro-1,2,3-triazol
em condicdes alcalinas e pH controlado a 80 °C, gerando dois isdmeros com rendimentos de
27,9 e 34,9%. Com base nesses precedentes, testamos condi¢gdes de otimizagdo similares,
promovendo reagdes de (20) com as bases Na.COs ou KOH (10,0-20,0 equivalentes) e HOSA
(1,5-5,0 equivalentes) em solventes polares proticos (H20, EtOH, MeOH ou n-BuOH) sob
temperaturas de 0°C - refluxo por até 24 horas. Contudo, nenhum desses experimentos

proporcionou rendimentos superiores a 18% para o produto (21) (Esquema 47).
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Esquema 47 - HOSA como fonte de nitrogénio eletrofilico ("NH) em rea¢des de N-aminacao

Yin et al. (2013)

H HQN‘
1) KOH, K,CO3 ou NH4OH
£ > 3 < B
! [
~ N2 Qu..0H NN
H HZN\ /S N
07y NH,
ta., 12 h (24-54% de rendimento)
Yu et al. (2014)
N HoN
H Br\( YBr 2N
N \ N
Br Br - + Br Br
\ N-N, ~ r
N—N 1) N32003 NH2 N—N
ou ‘ (21% de rendimento)
? QA OH
H HoNo S7 HoN ou
,N Br 2 \o/ N ,
N © N Br HoN BT
W/ ; N 2N~NT R
N (9,6 equiv.) N / + =
Br MeOH/H,0 - o

refluxo, 30 min
(30% de rendimento)

Lai et al. (2021)

OZN\K\N—NHZ

1) NaOH, KH2PO. N:N/
OZN\“/\\N H20, 80 °C (34,9% de rendimento)
N~NH Q_oH O,N
2 - 2
) HZN\O/S\b \(\\/N
N~N
3) Na,CO3 até pH ~ 8-10 \NH
2
80°C,1h (27,9% de rendimento)
Este trabalho:
(@)
\ _.OH
HN. ST
=N =N "% =N
cz Na,CO3 ou KOH cz c=
©/ (10,0 - 20,0 equiv.) @’ (1,5 - 5,0 equiv.) ©/
NH N N,
H,0, EtOH, © 0 °C - refluxo, 24 h NH;
(20) MeOH, n-BuOH 1)

0°C-ta.,1h (7-18% de

rendimento)

Fonte: Adaptado de Lai et al. (2021); Yin et al. (2013); Yu et al. (2014).
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Visando aumentar o rendimento de (21), adotou-se uma abordagem descrita nos
trabalhos de Patil; Otter; Klein (1994a; 1994b). Primeiro, os autores reagiram (26) ou (46) com
NaH (2,0 equivalentes) em THF a 0 °C. Em seguida, adicionaram O-(mesitilssulfonil)
hidroxilamina (MSH) (1,0 - 1,1 equivalentes) e mantiveram o sistema sob essas condi¢des por
até 1,25 horas, obtendo os respectivos produtos (27) e (47). Tentamos adaptar essas
(19) com HOSA ou O-(2,4-dinitrofenil)hidroxilamina
(3,0 equivalentes) e NaH ou KOtBu (2,0 equivalentes) em solventes aproticos (MeCN, DMF,
DMA, DMSO, DCM ou THF) sob temperaturas de 0 °C a ambiente por até 24 horas, mas esses

metodologias e reagirmos

testes falharam, ndo sendo possivel sequer detectar por CCD (hexano/AcOEt 2:1 v/v) a
formagéo do produto (48) (Esquema 48). Diante da auséncia de converséo, combinada aos
resultados anteriores, consideramos o0s reagentes derivados de hidroxilamina como fontes

ineficazes de *NH2, 0 que nos motivou a investigarmos alternativas sintéticas.

Esquema 48 - N-aminacdo de aldeidos aromaticos com reagentes derivados da hidroxilamina

Patil; Otter; Klein (1994a)

) NaH
O 2,0 equiv. o)
N (THFqO"C) o I
BnO' N H ’ BnO' N L
H \
s" ‘,' ‘\' \" NH
BnO OBn 2) BnO OBn 2
L0
(26) o,,S\O,NHz (27)
(1,1 equiv.) (conversao completa)
0°C, 45 min
Patil; Otter; Klein (1994b)
1) NaH
Q (2,0 equiv) Q
SN THF seco, 0 °C, 10 min x C\H
\ NH 2) N N,
Et o Et NH,
7
(46) O/,S\ozNHz (47)
10 . *rendimento nao
(1,0 equiv.) descrito para
0°C,1,25h essa etapa
Este trabalho:
N Q_oH ON NO,
2INS A0 ou
Q NaH ou KOBu o o3 \©:O,NH2 o
©/C\H (2,0 equiv.) ©/C\H (3,0 equiv.) ©/C\H
\_NH \n \
MeCN, DMF, DMA, DMSO, o ta. 24 h \
a., NH,
DCM ou THF
(19) (48)

0°C -t.a., 30 min

Fonte: Adaptado de Patil; Otter; Klein (1994a; 1994b).

nao detectado
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Encontramos no trabalho de Hynes et al. (2004) uma estratégia interessante utilizando
NH2Cl como fonte de "NH> para a aminacdo de inddis e pirrdis substituidos, incluindo o
composto (20) com >95% de conversdo e 44% de rendimento. Além de oferecer elevadas taxas
de conversdo e maior eficiéncia atbmica, com um consumo aproximado de 31% em comparagéo
aos 8,1% de reagentes derivados da hidroxilamina, a utilizacdo de NH2Cl é vantajosa devido a
sua répida preparacdo a partir de precursores baratos e acessiveis como NHsCl, NHsOH e
NaOCI (Esquema 49).

Esquema 49 - N-aminacao de compostos pirrolicos e inddlicos utilizando NH»Cl

1) NaH (1,2 equiv.)

ou KOfBu (2,0 equiv. R Z
R\’ﬁ ou Rm DMF, ta., ) @ ou R@
H o 2) NH,Clem E4O, ta, 2 NH;
R =H; F; CN; CHj3; OCHsg; (44 -95% de rendimento isolado)
CF3;CO,Me; CO,Et;
CON(CH,),CHjs.

Fonte: Adaptado de Hynes et al. (2004).

Assim, com base nessa metodologia, reagimos o composto (20) com
NaH (1,2 equivalentes) em DMF a temperatura ambiente por 1 hora. Sequencialmente,
adicionou-se a solucdo de NH2Cl em Et>O e acompanhou-se o progresso da reacdo por CCD
(hexano/AcOEt 2:1 v/v) por até 20 horas. Enfim, apds purificacdo inicial por extracdo
liquido-liquido (DCM/H:0) seguida de cromatografia em coluna, obteve-se o produto (21) com

42% de rendimento isolado (Esquema 50).

Esquema 50- N-aminagéo de (20) utilizando NH.Cl

N 1) NaH (1,2 equiv.) 2N
c* DMF, ta., 1h S
AN 3y LAy
< =
2) NH,Cl em Et,0 "NH,
ta.,20h
(20) (21)

(42% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Hynes et al. (2004).
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Durante a otimizacdo dessa reacdo (Tabela 9), averiguamos que 0 aumento na
equivaléncia de NaH (até 3,0) elevou o rendimento de (21) para 70% (entradas 1 e 2), enquanto
0 excesso de NaH (5,0 equivalentes) (entrada 3) ou volumes superiores da solucdo de NHCl
em Et,O (100) o reduziram para 62% e 50%, respectivamente. Esses resultados podem estar
relacionados as observagdes de Hynes et al. (2004), Somei et al. (1978) e Belley et al. (2001),
que reportaram a deaminacdo de compostos N-aminados sob condi¢fes bésicas por tempo
prolongado. Ainda, Hynes et al. (2004) identificaram a formacéo de um produto lateral clorado
e uma diminuicdo no rendimento quando volumes excessivos de NH2CIl em relacdo a base
foram empregados, processo que segundo os autores poderia ser contido pela adigdo de uma
solucdo aquosa de NazS»03 ao sistema ap06s o término da reacdo (Esquema 51). J& a reducao
nos volumes de DMF (de 20,0 para até 5,0 volumes) (entradas 5 e 6) proporcionou
rendimentos na faixa dos 71%. Por fim, verificou-se que uma solucdo de NH2Cl em THF
fornecia rendimentos equiparaveis aos da solugdo em Et>0, e que Na2SOs poderia ser utilizado
para seca-la, substituindo CaClz ou K2COs usados por Hynes et al. (2004) (entrada 7).

Tabela 9 - Otimizacdo da N-aminacdo de (20) com NH2Cl

1) NaH (equiv.)

@_CEN DMF (v), t.a, 45 min @_CEN

N
H 2) NH,Cl em Et,0 (v) }\IH
temperatura, 20 h 2
(20) 3) N328203(aq_) (21)

(1,0 mmol; 1,0 equiv.)

NaH DMF NH2Clem Et2O  Temperatura Rendimento

Entrada
(equiv.) (V) (V) (°C) (21) (%)?
1 2,0 20 80 ta 51
2 3,0 20 80 ta 70
3 5,0 20 80 ta 62
4 3,0 20 100 ta 50
5 3,0 10 80 ta 69
6 3,0 5 80 ta 71
7 3,0 5 80° t.a 71

2Rendimento isolado apds purificacdo por cromatografia em coluna.

® Emprego de uma solucéo de NH,Cl em THF, seca previamente com Na,SOs.
t.a = temperatura ambiente. (v) = volume.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Esquema 51 - Reagdes laterais durante reagdes de N-aminagdo com NH2Cl

KOtBu
CO,Et i CO,Et CO,Et
Etozc\ér 2 (2,0 equiv.) EtOzC\é/ 2 HCI Et0,C \\ 2
NH N, NH

NH, cl

NH,CI
(1-2 equiv.)
NayS,03(aq)

Produtos de oxidagcao
MM = 478 [(2-aminopirrol - H5)]

Fonte: Adaptado de Hynes et al. (2004).

Desta vez utilizando NH>Cl como reagente eletrofilico, investigamos novamente a
N-aminacdo de (19). Para isso, reagimos esse substrato com NaH (1,5 equiv.) e solucdo de
NH.Cl em THF sob temperatura ambiente, testando diversos solventes apréticos (MeCN, THF,
DMF, DMA, DMSO e DCM). Em MeCN, DMF, DMA e DMSO observamos uma converséo
completa de (19) ao produto (48) ap6s 5 minutos de reagdo. Para o THF, verificamos a
necessidade de um equivalente adicional de NaH (totalizando 2,5 equiv.) para alcancar a
conversao completa, enquanto em DCM ndo detectamos o produto por
CCD (hexano/AcOEt 2:1 v/v). Como alternativa ao NaH, KOtBu (2,0 equiv.) demonstrou
eficacia comparavel. Apesar do sucesso na N-aminacao, o produto (48) exibiu alta instabilidade,
degradando-se rapidamente nas condicdes reacionais. Estratégias de estabilizacdo incluindo
reducdo térmica (0 °C) e atmosfera inerte foram ineficazes (Esquema 52). Essas observacoes
indicam que a provavel causa da decomposi¢do seria a acidez proporcionada pela solucao de
NH:Cl no sistema. Logo, preferiu-se retornar a estratégia de N-aminagdo do composto (20).

Esquema 52 - N-aminacao de (19) utilizando NH.CI

1) NaH (1,5-2,5 equiv.) ou KOtBu (2,0 equiv.)
MeCN, THF, DMF, DMA ou DMSO o

@_ép t.a., 30 min @—Cll
\ \
N
H

2 .
) NH,Clem THF, t.a., 5 min NHz

(19) (48)

conversao total, mas
alta instabilidade

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Abordagens alternativas aplicaram catalisadores de transferéncia de fase (CTF) a
reagdes de aminacdo conduzidas em meios bifasicos. Durante a N-aminacéo de pirrdis e indois
substituidos, Bhattacharya et al. (2006) empregaram o CTF Aliquat 336® (sal de amdnio
quaternario insoluvel em agua resultante da metilacdo de aminas tri-octil/decil), visando
facilitar a transferéncia de NaOH no sistema bifasico H.O/éter metil-terc-butilico (MTBE).
Ainda, a metodologia envolveu a formagéo in situ de NH-C1 por meio da reacéo entre NaOCI,
NHsCl e NH4OH, alcancando rendimentos de 90-96%. Aplicando o mesmo CTF,
Mairhofer et al. (2025) realizaram a a-aminacdo de compostos carbonilicos, como
[3-cetoésteres, oxindois e ésteres aciclicos. A metodologia utilizou NHs ou KOtBu como base,
com geracdo simultanea de NH2Cl, resultante da reagdo entre NaOCI ou Ca(OCl)2 e NH4OH,
produzindo rendimentos de 40-90% (Esquema 53).

Esquema 53 - Aminagdes com catalisadores de transferéncia de fase em meios bifésicos

Bhattacharya et al. (2006)

E100C E0OC Et00C
| d—cooet  @o | D—cookt | D—cookt
N Q OH N NH,Cl N
" © —_— NH
2
ta,2-4h
mCOOEt mcooa mcooa
N N N‘
H © NH,

(90-96% de
rendimento)

NH,CI
MTBE ® 0o
rontrsaoesoosnonaososssossoosion QX WWWWWWWWWWW
® 0O
Na OH NH,CI
® 0o _ Aliquat 336® T
Q x = , . NaOCI + NHs NH,OH, NH,CI

(catalisador de transferéncia de fase)

NH3; + NaOCl ou Ca(OCl)

HZO e/ou fase sélida @ WWMWMWMMWMWMWWWWWWW
PhCI
f\ NH3 ou OH NH5 + MOCI (M = Na, Ca ou Q)

® 0O
0 Q o‘) 0
GRE CRE CUNHz GRE
- . L NH,

ta, 1-20 h ~

(40-90% de
rendimento)

B-cetoésteres;
oxindois;
ésteres aciclicos

GRE = grupo retirador de elétrons

Mairhofer et al. (2025)

Fonte: Adaptado de Bhattacharya et al. (2006); Mairhofer et al. (2025).
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Adaptamos essas metodologias, promovendo a reacao a temperatura ambiente entre (20)
e solucdo aquosa de NaOH a 30% e NH>ClI gerado in situ a partir de NH4sOH, NH4Cl e NaOCI
12%, utilizando THF como solvente e fluoreto de tetrabutilamonio (TBAF) a 10 mol% como
CTF. Apo0s 4 horas, a CCD (hexano/AcOEt 2:1 v/v) indicou a formacao do produto (21), sendo
esse entdo isolado por cromatografia em coluna com apenas 7% de rendimento (Esquema 54).
Paymode et al. (2020) também relataram um insucesso ao tentarem realizar a N-aminag&o de
(20) em sistemas bifasicos, mas ndo forneceram maiores detalhes. Entretanto, por acreditarmos

que se tratava de uma estratégia promissora, investigamos formas de otimiza-la.

Esquema 54 - N-aminacdo de (20) com NH2Cl em meio bifasico THF/H>O empregando

TBAF como catalisador de transferéncia de fase

C]

DN
E\>_CEN \—\— [\>_CEN NH,CI D—CEN
N —_—
©

N N
H ta.,4h NH,

(20) ’ (21)

(7% de
THF _\—\

NH,CI rendimento)

SO SN
H,0 \/\/N\L\_ WWWMW

(TBAF) NH,CI
(10 mol%) T

®0
Na  OH NaOC| + NH; <——— NH,4OH, NH,CI

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Durante a otimizacdo da reagdo, obtivemos rendimentos inferiores a 5% ao utilizarmos
0s solventes organicos MeCN, Et.O ou MTBE, bem como notamos a auséncia do produto em
DFM, DMSO, AcOEt ou DCM. Mantivemos, portanto, 0 THF como solvente de escolha nos
testes posteriores (Tabela 10). Também, verificamos que a extensdo do tempo reacional
(24 horas) ou a reducéo da temperatura (-15 °C) alteraram o perfil da reacéo (entradas 1 e 2).
Com o aquecimento a 50°C, observamos a degradacdo do produto (entrada 3).
Maiores proporcdes de NH2Cl também n&o surtiram efeito (entradas 4-6). Por outro lado,
cargas mais elevadas de TBAF ndo s6 aumentaram progressivamente a formacao de (21), como
reduziram o tempo de reacdo para 1 hora. A obtencdo de conversfes quantitativas permitiu
também isolar o produto por extracdo liquido-liquido (AcOEt/solucdo aquosa saturada de
Na>S203) com rendimentos de até 98% (entradas 7-10).
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Tabela 10 - Otimizacdo da N-aminacédo de (20) em meio bifasico THF/H2O utilizando TBAF
como catalisador de transferéncia de fase

o\

/N ,
®/C’ NaOH(aq) 30%, THF G(C'
\_NH \_N

tempo, temperatura ‘NHZ

NH4CI, NH,OH o,
(20) NaOClg (21)

(1,1 mmol; 1,0 equiv.)

.......

Entrada TBAF Proporciode ~ Tempo Temperatura Rendimento
(mol%) NH.CI? (h) (C) (21) (%)

1 10 1 24 ta. =

2 10 1 4 15 b

3 10 1 4 50 i

4 10 2 4 ta. 5b

> 10 3 4 t.a. 7b

6 10 5 4 t.a. 6P

! 20 1 4 ta. 350

8 30 1 4 t.a. 57b

o 40 1 4 t.a. g3b
10 50 1 1 t.a. 08¢

2 Quantidades de NaOCI, NH.CIl e NH4,OH multiplicadas por até 5x.
® Rendimento isolado ap6s purificacdo por cromatografia em coluna.
¢ Rendimento isolado apos purificagdo por extracédo liquido-liquido.

t.a. = temperatura ambiente

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Na etapa final, seguindo os procedimentos descritos por Patil; Otter; Klein (1994b),
ciclizamos (21) com acetato de formamidina (12,0 equivalentes) em EtOH sob refluxo,
empregando Na>COs (14,0 equivalentes) como base em substituicdo ao K>COa.
Apbs 2,5 horas, verificamos por CCD (hexano/AcOEt 1:1 v/v) a formacdo de um produto
caracterizado por fluorescéncia sob radiacdo ultravioleta (UV) (A = 254 nm). Purificamos o

mesmo por recristalizagcdo em H»O, obtendo-o com 60% de rendimento (Esquema 55).
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Esquema 55 - Ciclizag&o de (21) com acetato de formamidina em meio basico

0
® O
PO
HoN" SNH, oJ\

NH,
N (12,0 equiv.)
A N
x© Na,COs (14, 0 equiv.) =1 N
\_r{ NN, A
\NHz EtOH, refluxo, 2,5 h

pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

(60% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Patil; Otter; Klein (1994b).

A andlise do cristal por RMN (DMSO-d6) revelou no espectro de RMN de H trés
duplos dupletos (5 7,59; 6,85; 6,60) e um simpleto (6 7,78), integrados para 1 hidrogénio cada,
além de um simpleto largo (6 7,68) integrado para 2 hidrogénios, sinal que despareceu apés a
adicdo de D,0. O espectro de RMN de *3C exibiu 6 sinais de absorgéo, resultado consistente
com a estrutura esperada (Figura 15). Sua faixa de fusdo experimental, >240 °C, mostrou-se
préxima a da literatura, 236-239 °C (Patil; Otter; Klein, 1994b). A comparagdo com 0s dados

da literatura (Tabela 11) corroborou a formagao da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina.

Figura 15 - Espectros de RMN obtidos apds a ciclizagdo de (21): a) *H (500 MHz,
DMSO-d6); b) *H (500 MHz, DMSO0-d6 + D,0); ¢) *C (125 MHz, DMSO-d6)

a)
NH,
R DD ® coo o ©WW NN
o 2338 233D BRRD
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).



Tabela 11 - Comparagdo entre os dados de RMN experimentais e os provenientes da literatura para a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

RMN de 'H

Dados experimentais
(500 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Paymode et al. (2020)
(600 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Patil; Otter; Klein (1994b)
(200 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Roy et al. (2022)
(400 MHz, DMSO-d6)

57,78 (s, 1H) 37,77 (s, 1H) 57,78 (s, 1H)
68,01 -7,66 (m, 3H)

57,68 (sl, 2H) - 37,68 (sl, 2H)
87,59 (dd, J=2,5; 1,5 Hz, 1H) 5 7,58 (dd, 1H) 37,61 (s, 1H) 87,59 -758(m, 1H)
56,85 (dd, J=4,3; 1,5 Hz, 1H) 56,85 (dd, J=1,3 Hz, 1H) 56,91 (s, 1H) 56,86 - 6,84 (m, 1H)
56,60 (dd, J=4,2; 2,6 Hz, 1H) 56,60 (dd, J=4,2; 2,6 Hz, 1H) 56,61 (s, 1H) 56,60 - 6,58 (m, 1H)

RMN de 13C
Literatura: Literatura: Literatura:

Dados experimentais
(125 MHz, DMSO-d6)

Patil; Otter; Klein (1994b)
(50 MHz, DMSO-d6)

Paymode et al. (2020)
(151 MHz, DMSO-d6)

Roy et al. (2022)
(100 MHz, DMSO-d6)

0 155,7
0 148,2
0118,6
01145
6 110,7
6101,8

0 155,5 o 155,7
6 147,9 6 148,1
61181 6118,2
6 114,3 6 114,2
6 110,1 6 110,2
6 101,3 6 101,5

0 155,5
0 147,9
01181
0 114,3
6 110,0
6 101,2

Fonte: Patil; Otter; Klein (1994b); Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022).
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Alternativamente, outros protocolos de ciclizacdo empregaram solventes com alto ponto
de ebulicdo para incrementar a reatividade do sistema. Patil; Otter; Klein (1994b) promoveram
a ciclizacdo de (28) com 45% de rendimento utilizando acetato de formamidina
(10,0 equivalentes) em DMA a 140 °C. Por sua vez, Paymode et al. (2020) e Roy et al. (2022)
desenvolveram estratégias one-pot em DMF para a ciclizagdo de (21) imediatamente apos a
N-aminacdo de (20). O protocolo envolveu a adicdo de acetato de formamidina
(3,0 equivalentes) seguida de aquecimento a 90 °C por 16-20 horas, produzindo rendimentos de
60-67% para a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina. Assim, avaliamos a viabilidade de usar
DMA ou DMF na ciclizagéo de (21) com acetato de formamidina (12,0 equivalentes) a 90 °C
por atée 20 horas. No entanto, observamos produtos laterais de dificil isolamento, além de
reducao no rendimento da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina para 47%. De modo semelhante,
Roy et al. (2022) reportaram a formacao lateral do aduto (49), resultante da reacdo entre (21) e
DMF (aproximadamente 5% de rendimento) (Esquema 56). Diante desses resultados,
buscamos solventes com pontos de ebulicdo igualmente altos, mas que ndo interferissem na

reacao.

Esquema 56 - Protocolos de ciclizagdo com acetato de formamidina em DMF ou DMA

Patil; Otter; Klein (1994a)
(¢}

® ©
o
\ HoN" SNH, OJ\ N\ NH:
o_ |l CaN (10,0 equiv.) o Il
BnO N ’ BnO N‘ \N
\
R4 v NH K . N=
BnO  oBn 2 DMA, 140 °C, 1,5 h BnO  oBn
(28) (30)
(45% de rendimento)
Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022)
(0]
® ©
S
) HoN" SNH, OJ\ NH
. 1) NaH (1,5 equiv.) _N ) 2 _N
~-C~ DMF, 0 °C, 30 min ~C~ (3,0 equiv.) ~ N ~°
- > +
\_NH NN, \ S NN, _
2) M’\_‘rngC'fom NH, 90 °C, 16-20 h N NN~
(20) 25(°Cv) (21) pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (49) /
(60-67% de rendimento) (5%)
Este trabalho:
(0]
® ©
A
HoN" SNH, OJ\ NH,
N )
(o4 12,0 equiv.
S ( quiv.) <7" SN N produtos laterais
\ N DME ou DMA \ No /) desconhecidos
“NH, ou N
0
@1) 90°C, 20 h pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

(47% de rendimento)

Fonte: Adaptado de Patil; Otter; Klein (1994a); Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022).
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Considerado por alguns autores como “solvente verde”, e possuindo um ponto de
ebulicdo de 117,7 °C, o n-BuOH surgiu como uma opcdo viavel para essa transformacao
(Byrne et al., 2016; Reetz; Konig, 2021; Winterton, 2021). Assim, utilizando-o como solvente,
reagimos (21) com 12,0 equivalentes de acetato de formamidina a 90 °C por até 20 horas,

obtendo a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina com 68% de rendimento (Esquema 57).

Esquema 57 - Ciclizacdo de (21) com acetato de formamidina em n-BuOH

)

® O
P
Ho,N” SNH, O NH,

2N _
©/C (12,0 equiv.) . C'/gN
\_n N\ N\N/)

“WH,  P-BuOH,90°C,20h

(21) pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

(68% de rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Para a otimizacdo desta reacdo (Tabela 12), inicialmente investigamos o efeito da
reducdo na equivaléncia de acetato de formamidina sobre o rendimento reacional. Verificamos
que reducdes progressivas para até 4,0 equivalentes ndo comprometiam o desempenho da
reacdo, mantendo rendimentos de aproximadamente 68% (entradas 1 e 2). Entretanto, a
reducdo adicional para 3,0 equivalentes resultou em declinio do rendimento para 60%
(entrada 3).

O aumento progressivo da temperatura (105 -120 °C) demonstrou correlagédo direta com
a eficiéncia do processo: temperaturas mais elevadas ndo s6 reduziram significativamente o
tempo necessario para a conversdo completa, mas também proporcionaram rendimentos
superiores (75% - 89%) (entradas 4-6).

A avaliacdo do volume de n-BuOH revelou que a redugdo de 20 para 10 volumes
promoveu melhoria no rendimento para 91%. Este resultado pode ser atribuido ao aumento da
concentracdo do meio reacional de 0,5 mol/L para 0,9 mol/L, favorecendo a cinética da
transformacéo. Paralelamente, implementamos um procedimento de purificagdo mais eficiente,
substituindo a recristalizagdo em EtOH por lavagem direta com mistura hexano/Et>0 (1:1, v/v)
imediatamente apos a extracdo liquido-liquido (entrada 7). A tentativa de reducdo adicional

para 5 volumes de n-BuOH resultou em diminuig¢éo do rendimento para 86% (entrada 8),
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provavelmente devido a solubilizagdo incompleta do acetato de formamidina no meio reacional,
comprometendo a homogeneidade do sistema.

Por fim, a investigacdo do tempo reacional demonstrou que a reducdo para 0,5 hora
ocasionou queda do rendimento, confirmando que 1 hora representa o tempo minimo necessario
para obter uma conversdo adequada (entrada 9). Este resultado evidencia a existéncia de
limitagdes cinéticas que requerem tempo suficiente para que o equilibrio reacional seja atingido.

Com base nesses resultados experimentais, foram estabelecidas como ideais as
condicdes da entrada 7: 4,0 equivalentes de acetato de formamidina, temperatura de 120 °C,

10 volumes de n-BuOH e tempo reacional de 1 hora.

Tabela 12 - Otimizacdo da ciclizacdo de (21) com acetato de formamidina em n-BuOH

O
® O
PO
\ HoN" SNH, OJ\ NH,
G(C/ (equiv.) R ~ X\
\ N, n-BuOH (v) \ N\N/)
NH,
temperatura, tempo
(21) pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

1,9 mmol; 1,0 equiv.

Acetato de )
o n-BuOH Temperatura Tempo  Rendimento
Entrada formamidina
: (v) °C) (h) (%)
(equiv.)

1 6,0 20 90 20 67°
2 4,0 20 90 20 682
3 3,0 20 90 20 60°
4 4,0 20 105 8 752
5 4,0 20 110 3 83%
6 4,0 20 120 1 89%
7 4,0 10 120 1 91°
8 4,0 5 120 1 86°
9 4,0 10 120 0,5 85"

2 Rendimento isolado ap6s purificagdo por extracdo liquido-liquido (AcOEt/H,0), seguida de remogéo
do solvente sob presséo reduzida e recristalizacdo do residuo em EtOH.

® Rendimento isolado ap6s purificacdo por extracéo liquido-liquido (AcOEt/H,0), seguida de remocio
do solvente sob pressédo reduzida e lavagem do residuo da fase organica com hexano/Et,0O 1:1 (V/v).
Fonte: Elaborado pelo autor (2025).



93

Vasilev et al. (2024) obtiveram resultados semelhantes durante a otimizacdo dessa
reacdo em batelada. Segundo os autores, a reacdo de (21) com 3,0 equivalentes de formamidina
em n-BuOH (10 v) a 95-100 °C por 8 horas proporcionou uma conversao de aproximadamente
96,3% de acordo com a area analisada por CLAE. Aplicando um processo de purificacdo mais
elaborado, envolvendo sucessivas filtragdes e lavagens com MTBE ou agua, alcangaram 80,8%
de rendimento para a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina. Comparativamente, dois fatores
mostraram-se essenciais para a eficiéncia dessa reacdo no presente trabalho: o aumento da

temperatura para 120 °C, permitindo acelerar a reacdo e conclui-la em apenas 1 hora, além do
método de purificacdo adotado - extracdo liquido-liquido, seguida da remocdo do solvente
organico e lavagem do residuo com mistura hexano/Et.O 1:1 (v/v) - que preservou rendimentos
superiores a 90% para a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina.

Para validar o protocolo de purificacdo desenvolvido, realizamos uma analise por CLAE

desta amostra de pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina que indicou uma pureza de 98%.

Tal resultado enquadra-se nos requisitos estabelecidos para intermediarios sintéticos e insumos
farmacéuticos ativos, sendo adequado tanto para sua aplicacdo na sintese do remdesivir quanto
em pesquisas exploratorias de seu potencial para a sintese de outros compostos medicinais
(Figura 16)(Dsouza et al., 2024; Finotti Cordeiro et al., 2024; Teasdale et al., 2017).

Figura 16 - Cromatograma obtido apds a analise da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina por
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MeCN/10% H,O (0,1% TFA)] : fase A [90% H.O (0,1% TFA)]; coluna: X Terra RP18 250 x 4,6 mm
5 um (02753107514083); fluxo: 1,2 mL/min; temperatura do forno: 30 °C. absorcdo: 230,0 nm;
pressdo inicial:176 kgf/cm?. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Adicionalmente, confirmamos a autenticidade da amostra por CL-EMAR.
No modo de ionizagdo positivo [M + H]" o ion mais abundante apresentou uma razdo
massa/carga (m/z) experimental igual a 135,0679, em concordancia com o valor calculado para
[CsHsN4 +H]" = 135,0666 (Figura 17).

Figura 17 - Cromatograma de ion total e espectro de EMAR [M + H]" da
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
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Time, min
100%
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— 80%
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xS ’ NN,
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g 40% pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
<
e 20%
»
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Assim, estabelecemos para a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina uma rota sintética na
escala de gramas a partir do 1H-pirrol (2,90 g; 3,0 mL; 43,2 mmol) constante de trés reacdes:
formilagdo seguida de cianacdo em one-pot, N-aminagcdo e ciclizagdo, alcangcando um
rendimento total de 85% com tempo operacional de 4 horas. A metodologia conta ainda com
protocolos de purificagdo baseados exclusivamente em extracdes liquido-liquido e simples

lavagens, conferindo vantagem operacional significativa (Esquema 58).
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Esquema 58 - Rota sintética otimizada da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

1) DMF (9,0 equiv.)
POCI; (1,1 equiv.)

ta.,1h ',,N
CI 2) H,0 ~-C
N\_NH \
3) NH,OH-HCI (1,1 equiv.) NH
1H-pirrol Ac,0 (1,1 equiv.) (20)
120°C, 1 h
escala: (rendimento da
2909 etapa: 95%)
(3,0 mL; 43,2 mmol)
_\—\ NH,4Cl, NH,OH (5q),
WN&\\/_\ NaOClyg)
(50 mol%) f’l_\l_l-!%gl:‘-
THF, NaOHaq) 30% hta
\ ,

0
® O
A
HoN" SNH, oJ\

NH, ~N
(4,0 equiv.) ~°
~ NN \ N
\ N\N/) n-BuOH, 120 °C, 1 h ‘NH,
pirrolo[2,1-f[1,2,4]triazin-4-amina 1)
(rendimento da etapa: 91%) (rendimento da
(rendimento total: 85%) etapa: 98%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em comparagdo as rotas sintéticas previamente descritas na literatura, realizamos
diversas otimizacGes para a sintese em batelada da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (Tabela
13). Primeiramente, elevamos o rendimento total para 85%, valor que supera os reportados até
entdo. Adicionalmente, reduzimos o tempo total para 4 horas e estabelecemos protocolos de
purificacdo mais simples, baseados exclusivamente em extragdes liquido-liquido e lavagens,
conferindo maior rapidez, praticidade e eficiéncia ao processo. Destaca-se ainda a
implementacdo de uma etapa de N-aminagdo em meio bifasico THF/H20O, que possibilita a
geracdo in situ de NH2Cl e substitui o uso de bases mais fortes comumente empregadas durante
essa transformacéo, como NaH (pKa ~ 35) e KOtBu (pKa =~ 17), por NaOH (pKa = 14), uma
alternativa mais acessivel, econémica e compativel com tais condi¢bes. Em conjunto, tais
otimizagdes tornam o processo mais econdmico e eficiente, favorecendo sua aplicagdo em larga

escala e, consequentemente, contribuindo para a sintese do remdesivir.
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Tabela 13 - Comparag&o entre as rotas sintéticas da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

Metodologias

Parametros

Modo operacional

e tempo total

Substrato inicial

Protocolos de purificagéao

Patil; Otter; Klein
(1994b)

Bayer Healthcare

Knapp et al. (2020)

Paymode et al. (2020);
Roy et al. (2022);
Vasilev et al. (2024)

Este trabalho

Rendimento
Etapas
total (%0)
18-28 3
31 4
16 4
52-59 4
85 4

batelada: 7 horas

batelada: >25 horas

batelada: >17 horas

batelada: >30 horas

fluxo-continuo: 14 minutos

batelada: 4 horas

0
n

S
\ NH

1H-pirrol-2-carboxaldeido

1H-pirrol

Sl

1H-pirrol

inclui cromatografia em

coluna

inclui cromatografia em

coluna

inclui cromatografia em

coluna

extracOes liquido-liquido,

filtracdes e lavagens

extracOes liquido-liquido e

lavagens

Fonte: Adaptado de Dixon et al. (2012); Knapp et al. (2020); O'connor et al. (2013); Patil; Otter; Klein (1994b); Paymode et al. (2020); Roy et al. (2022);

Vasilev et al. (2024).
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3.2.2 Funcionalizacéo seletiva da posi¢éo C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

Explorando alternativas para funcionalizar seletivamente a posicdo C-7 da
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina, investigamos uma estratégia organometalica utilizando a
amida mista de magnésio-litio TMPMgCI-LiCl (TMP = 2,2,6,6-tetrametilpiperidina), também
conhecida como base de Knochel-Hauser. Amplamente utilizada na metalagcdo de sistemas
(hetero)aromaticos, ela combina LiCl ao N-heterociclo espacialmente impedido TMP,
resultando em basicidade cinética excepcional, nucleofilicidade reduzida e alta solubilidade em
THF (Krasovskiy; Krasovskaya; Knochel, 2006). Interacdes do tipo reagente-THF podem
explicar a preferéncia por esse solvente em reagdes de metalagdo, assim como demonstram
andlises de RMN-DOSY realizadas com TMPMgCI-LICI em THF-d8 (Esquema
59 a)(Neufeld; Stalke, 2016). Tendo por base protocolos de funcionalizacdo estabelecidos por
Amaral et al. (2015), Batista et al. (2015) e Bozzini et al. (2020), reagimos a pirrolo[2,1-
f][1,2,4]triazin-4-amina com 1,2-4,0 equivalentes de TMPMgCI-LiCl em THF anidro sob
temperaturas variando de 0 °C a ambiente por 2horas. Na sequéncia, adicionamos
4,0 equivalentes de 1> e mantivemos o0 sistema sob essas condigdes por até 48 horas.
O monitoramento por CCD (hexano/acetato 4:1 v/v) revelou a formacdo de uma complexa
mistura de produtos, possivelmente resultante de interferéncias da por¢do NH> livre durante a
metalacdo com o TMPMQgCI-LiCl (Esquema 59-b). Evidenciou-se, portanto, a necessidade de

protegermos essa por¢do antes de prosseguirmos com 0s experimentos.

Esquema 59 - Funcionalizacdo (iodacao) na posi¢do C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-

amina via metalagdo com TMPMgCI-LiCl

a)
THF o
N—-MgCl-LiCl N-Mg™ LigTHE
¢ N THF

TMPMgCI-LiCl ou
Base de Knochel-Hauser

’ L X
N

I
NH, MgCl . LiCl NH, I
5 .4 - ,
A NG (1.2-4,0 equiv) SN (4,0 equiv.) complexa mistura de
6 N\ - produtos
N., Z
\ 7’},\()2 THF anidro N) ta. 48h
7 1 0°C-ta,2h MgCI.LICI

pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

Fonte: Adaptado de Krasovskiy; Krasovskaya; Knochel (2006); Neufeld; Stalke (2016).
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Para proteger o NH> livre, escolhemos o grupo terc-butiloxicarbonil (Boc), devido a
facilidade de introduzi-lo na molécula e, principalmente, pela sua estabilidade em meio basico,
propriedade compativel com o uso de TMPMgCI-LiCl (Wuts; Greene, 2006).
Assim, sintetizamos o composto protegido (50) com 90% de rendimento mediante a reacdo da
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina  com  dicarbonato de  di-terc-butila  (Boc:0)
(3,0 equivalentes) a temperatura ambiente por 120 horas (Esquema 60-a).
Anélises de RMN (CDCls) realizadas com 0 mesmo revelaram no espectro de RMN de *H um
simpleto em & 1,57 integrado para 9 hidrogénios, referente ao grupo terc-butil, além de um
duplo dupleto em 6 6,82, um multipleto em 6 7,31-7,32 e dois simpletos em & 7,75 e 6 8,09,
todos com integracdo para 1 hidrogénio cada. No espectro de RMN de *C, observamos 9 sinais
de absorcdo. Juntas, essas evidéncias permitiram confirmar a identidade desse composto
(Figura 18).

Expondo (50) as mesmas condi¢des de funcionalizacdo previamente testadas para a
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina, foi possivel obtermos o produto funcionalizado (51) com
46% de rendimento apds purificacdo por cromatografia em coluna (Esquema 60-b).
Confirmamos a identidade desse composto por anéalises de RMN de *H e de 3C (CDCls), sendo
possivel destacar no espectro de RMN de 'H o desaparecimento do sinal em & 7,75 relativo a
(50) devido a iodagdo em C-7 (Figura 19).

Esquema 60 - Protecdo da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina com o grupo Boc e

funcionalizacdo (ioda¢do) via metalagdo com TMPMgCI-LiCl

o o0 Q
NH, >|\o)l\o)l\o)< HNJLOJ<
( )

3,0 equiv.

a)

<" SN

\ N*N/)

(50)

<" SN

\ N*N/)

MeCN, t.a., 120 h

(90% de
rendimento)

b)
HNJOJ\OJ< >(Nj< i | I 0J<

. N
MgCl . LiCI J< HN
gt HNJLO 1,
C')%N (4,0 equiv.) (4,0 equiv.) ~ N
N
\_N. 2 =T N —
‘N) THF anidro \ N\N/) ta. 48h &
0°C-ta.,2h I
(50) MgCI.LiCl (51)
- N (46% de
rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 18 - Espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) e 3C (125 MHz, CDCls) obtidos
apos a protecdo da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina com o grupo Boc
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 19 - Espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) e *3C (125 MHz, CDCls) obtidos
apos a funcionalizacdo (iodagéo) de (50)
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Estabelecida a funcionalizagdo de (50), prosseguimos para a sua otimizacdo (Tabela
14). A investigacdo inicial da estequiometria de TMPMgCI-LiCl revelou que a reducédo para
3,0 equivalentes ocasionou decréscimo do rendimento para 27% (entrada 1), enquanto o
aumento para 5,0 equivalentes elevou moderadamente o rendimento para 48% (entrada 2).
Esses resultados permitiram confirmar que 4,0 equivalentes sdo ideais para promover uma
metalacdo adequada sem excesso desnecessario de reagente. A avaliacdo subsequente se
concentrou na influéncia da equivaléncia de I. sobre o comportamento da reacdo. Observamos
que 0 aumento progressivo para até 8,0 equivalentes resultou em conversdo completa do
substrato e rendimento quantitativo em 24 horas (entradas 3 e 4). Também, implementamos
uma purificagdo por extracdo liquido-liquido, tornando o procedimento mais simples e
eficiente. A tentativa de reduzir o tempo reacional para 12 horas provocou um decréscimo no
rendimento para 86% (entrada 5), demonstrando que 24 horas constituem o periodo minimo

necessario para promover o consumo total de (50).

Tabela 14 - Otimizacdo da funcionalizacao (iodagédo) de (50) via metalacdo com

TMPMgCI-LiCl
0 >(j< B Q ] o
N
HNJ\OJ< I\I/IgCI . LiCl HNJ\OJ< | HNJ\OJ<
~ N (equiv.) <~ N (eqjiv.) >~ N
\ N\ ~ N\
N‘N/) THF anidro N‘N/) ta., tempo N‘N/)
- 0°C-ta,2h MgCI.LiCl ! (51)
(0,2 mmol; 1,0 equiv.) - - (46% de
rendimento)
TMPMgCI-LiCl I2 Tempo Rendimento
Entrada 0
(equiv.) (equiv.) (h) (%)
1 3,0 4,0 48 272
2 5,0 4,0 48 48°
3 4,0 6,0 48 822
4 4,0 8,0 24 >99P
5 4,0 8,0 12 86P

2 Rendimento isolado apos purificagdo por cromatografia em coluna.
® Rendimento isolado apés purificacdo por extracéo liquido-liquido.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Testes com outros eletréfilos revelaram um padrdo de reatividade/estabilidade dos
produtos inerente a natureza do eletréfilo. A bromagdo com BrCL.CCClLBr exigiu cerca de
70 horas para alcancar conversdo completa, resultando em 74% de rendimento para o
produto (52). De modo semelhante, a cloracdo com ClsCCCls também levou a converséo total
no mesmo periodo de tempo, mas o produto clorado (53) apresentou alta instabilidade durante
o isolamento, seja por extracdo liquido-liquido ou cromatografia em coluna, sendo obtido com
8% de rendimento. A estrutura de ambos foi confirmada por RMN de H e de 3C (CDCls)
(Figura 20 e Figura 21). No caso do produto clorado (53), até entdo inédito, a identificacdo foi
corroborada por CL-EMAR [M + HJ*. O ion mais abundante apresentou m/z experimental de
213,0191, compativel com o valor calculado de 213,0174 para [C11H13CIN4O2 + H]* apds
fragmentacdo. Observou-se também um ion com m/z igual a 215,0159 e abundancia relativa de
aproximadamente 30%, refletindo a separacdo de 2 unidades de massa e razdo 3:1 tipica do
padrao isotdpico do cloro (3*Cl = 75%, *’Cl = 25%) (Figura 22). A extensdo da metodologia a
eletrofilos alternativos, como benzaldeido e disseleneto de difenila (Ph2Sez), ndo resultou na
formacéo dos respectivos produtos (54) e (55), mesmo apos 70 horas de reacdo (Esquema 61).
Esses resultados sugerem que as propriedades estereoeletronicas dos eletrofilos influenciam o
mecanismo da reacdo e ressaltam a necessidade de adaptar o método de purificacdo a
estabilidade especifica de cada produto.

Esquema 61 - Escopo da funcionalizacao de (50) via metalacdo com TMPMgCI-LiCl

Lk K S Lk

HN I\IIIgCI . LiCl HN £®
~ N (4,0 equiv.) ~ N (8,0 equiv.) <~ N
\ N‘N/) THF anidro } N‘N/) ta. 24-70h ) N‘N/)
(50) 0°C-ta.,2h MgCILiCl E

(51) (52) (53) @
conversao total apds 24 h conversao total apds 70 h converséo total apdés 70 h
> 99% de rendimento 74% de rendimento 8% de rendimento
(54) (55)
n&o detectado néo detectado

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 20 - Espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) e 3C (125 MHz, CDCls) obtidos

apos a funcionalizacdo (bromacao) de (50)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 21 - Espectros de RMN de *H (500 MHz, CDCls) e 3C (125 MHz, CDCls) obtidos

apos a funcionalizacédo (cloragdo) de (50)
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Figura 22 - Cromatograma de ion total e espectro de EMAR [M + H]" de (53) apds sua

fragmentagéo
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Apesar dos promissores resultados obtidos, Obradors et al. (2022) demonstraram a
capacidade da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina de reagir diretamente com a D-ribose em
reacOes de C-glicosilacdo, sem a necessidade de protocolos prévios de ativacdo. 1sso seria
possivel em razdo de um padréo de reatividade intrinseco a esse heterociclo, também chamado
de “nucleofilia inerente”. Essa descoberta nos motivou a revisar a estratégia de funcionalizagéo
organometalica adotada e explorar a nucleofilicidade nativa deste heterociclico em
transformacoes eletrofilicas diretas, visando contornar limitaces inerentes aos processos
mediados por metais, compreender critérios de reatividade/seletividade/estabilidade associados

a tais reacOes e fundamentar futuras estratégias otimizadas de C-glicosilag&o.
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Como ponto de partida, baseando-se em metodologias estabelecidas para a
funcionalizacdo da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina com NIS, investigamos padrdes de
reatividade direta na posicdo C-7 desse heterociclo por meio de sua reacdo com I. em DMF a
temperatura ambiente (Tabela 15) (Axt et al., 2016; Chun et al., 2016; Clarke et al., 2017).
Ao utilizarmos 1,1 equivalentes de > por um tempo de reagdo de até 5 horas foi possivel
alcancar o produto (12) com 46% de rendimento (entrada 1), confirmando a capacidade desse
heterociclo de reagir diretamente com reagentes eletrofilicos. Atestamos a identidade desse
composto por meio de analises de RMN de *H e **C (DMSO-d6) (Figura 23) e da comparag&o
com os dados da literatura (Tabela 16). O aumento da estequiometria para 3,0 equivalentes
elevou o rendimento para 71% (entrada 2). A extensdo do tempo reacional para 24 horas
(entrada 3) e elevacdo da temperatura para 50 °C (entrada 4) ndo alteraram significativamente
a distribuicdo dos produtos, sugerindo uma conversao maxima em decorréncia de limitacdes

termodindmicas ou cinéticas especificas da reagéo.

Tabela 15 - Parametros de reacdo avaliados durante a funcionalizacao (iodacgéo) direta da
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

l2 NH
NH> (equiv.) N 2
s N
P P
N‘N/) DMF, temperatura, tempo N
[
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (12)
(0,4 mmol; 1,0 equiv.)
12 Temperatura Tempo Rendimento
Entrada )
(equiv.) (°C) (h) (12) (%)?
1 1,1 t.a. 5 46
2 3,0 t.a. 5 71
3 3,0 t.a. 24 70
4 3,0 50 24 70

2 Rendimento isolado ap6s purificagdo por cromatografia em coluna.
t.a = temperatura ambiente.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Figura 23 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) e 3C (125 MHz, DMSO-d6)
obtidos apos a funcionalizacéo (iodagdo) direta da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
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108

Tabela 16 - Comparacdo entre os dados de RMN experimentais e os provenientes da literatura para o composto (12)

RMN de 'H

Dados experimentais
(500 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Chun et al. (2016)
(400 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Axt et al. (2016)
(400 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Clarke et al. (2017)
(400 MHz, DMSO-d6)

37,90 (s, 1H)
37,79 (sl, 2H)
66,99 (dd, J =4,4; 0,8 Hz, 1H)
56,83 (d, J=4,4 Hz, 1H)

57,90 (s, 1H)
57,78 (sl, 2H)
§6,98 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
§6,82 (d, J = 4,4 Hz, 1H)

57,90 (s, 1H)
37,79 (sl, 2H)
66,99 (dd, J =4,4; 0,8 Hz, 1H)
56,83 (d,J=4,4Hz, 1H)

57,90 (s, 1H)
57,79 (sl, 2H)
$ 6,99 (dd, J = 4,4; 0,8 Hz, 1H)
56,83 (d, J = 4,4 Hz, 1H)

RMN de *C

Dados experimentais
(125 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Chun et al. (2016)
(101 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Axt et al. (2016)
(101 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Roy et al. (2022)
(101 MHz, DMSO-d6)

0 155,3
0 148,8
01185
0 117,7
0104,1
o716

6 155,7 0 155,3
61491 0 148,8
6118,8 01185
61181 o 117,7
6 104,4 0 104,1
0719 0716

6 155,3
0 148,8
01185
0 117,7
61041
0716

Fonte: Axt et al. (2016); Chun et al. (2016); Clarke et al. (2017).
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Demonstrando que a funcionalizacdo em C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
pode ser realizada de forma direta, testamos também a aplicagdo desse protocolo ao composto
protegido (50). O tratamento com I> (3,0 equivalentes) em DMF a temperatura ambiente por
5 horas forneceu o produto funcionalizado (51) com rendimento quantitativo na forma de um
solido, tornando possivel purificd-lo por simples filtracdo a véacuo (Esquema 62).
Em relacdo a abordagem organometalica, a manutencdo do rendimento em tempos de reacdo
mais curtos e a utilizacdo de uma técnica de purificacdo mais simples demonstram a vantagem

desta metodologia direta.

Esquema 62 - Funcionalizacdo (iodacao) direta de (50)

0 0
HNJLOJ< 2 HNJ\OJ<

(3,0 equiv.)
<" N > <" SN
\ N~N/) DMF, ta., 5 h N N\N/)
I
(50) (51)
(>99% de
rendimento)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Por sua vez, tentativas de funcionalizar a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina ou (50)
por meio da reacdo direta com espécies eletrofilicas alternativas (BrCI.CCCI.Br, CIsCCCls,
Ph,Se> e benzaldeido) sob as mesmas condicBes anteriores falharam. Esse comportamento
evidencia a existéncia de uma interacdo precisa entre a estereoeletronica do substrato e
caracteristicas do reagente eletrofilico, demandando uma investigacgdo mecanistica mais

aprofundada.
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3.2.3 Otimizacao da etapa de C-glicosilacao

Como mencionado na se¢do anterior, Obradors et al. (2022) estabeleceram uma
metodologia de C-glicosilacdo que permite realizar o acoplamento direto entre a
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina e a D-ribose. O método explora a nucleofilicidade intrinseca
do heterociclo, descartando a necessidade de realizar sua pré-ativacdo/funcionalizagéo.
Além disso, utiliza N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) sob catélise de TMSOTf
para promover a sililacao transitoria do carboidrato, protegendo todas as suas funcionalidades
préticas e simultaneamente ativando a posicdo anomeérica.

O mecanismo proposto para a C-glicosilagdo direta fundamenta-se na coordenagéo do
TMSOTT ao oxigénio endociclico do carboidrato, seguida de ataque nucleofilico do heterociclo
a posicdo anomérica, formacdo da ligacdo C-C e abertura do anel do acUcar.
Para isso, antes da sililacdo a mistura de cinco isdmeros da D-ribose converge majoritariamente
para a forma B-D-ribopiranose, dando origem de modo seletivo a um Unico intermediario linear.
Por fim, a ciclizacdo desse intermediario ocorre sob condi¢cbes acidas a 25°C para gerar
seletivamente o andmero a (o/p = 90:10) ou sob aquecimento a 50 °C para produzir
preferencialmente o anomero B (a/p = 14:86). A epimerizacdo do andmero o em P pode ser

efetuada mediante sua ressubmissao ao meio acido a 50°C (Esquema 63).

Esquema 63 - Metodologia de C-glicosilacdo direta e seu mecanismo proposto

OH NH,
AN
HOWO O/\(N
1 H O N ,J
OH OH /-—O o N
(2%) HCI 4,0 M em HO ¥ “on
1,4-dioxano HO
25°C (56-0)
71% de rendimento
0© TMSO  OTMS g o/ 90:10)
T —
OOH  tmsorTr ™S, @, TMS I A N=TMS
L BSTFA 0 O__TMS TMSO NN HCI 4,0 M
HO Y "OH — O - 7Y NN em 50 °C
5 50 °C -0 CI) A\ Ar—H : = N=/ 1,4-dioxano
oH ™S r TMSO  OTMS

TMS
T7%)

HCI4,0 M em
1,4-dioxano

50 °C

O, ~OH
s

HO  OH

(56-p)

48% de rendimento
(21%) (/B 14:86)

Fonte: Adaptado de Obradors et al. (2022).
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Reproduzindo essa metodologia, promovemos a C-glicosilagédo entre a D-ribose e a
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (1,2 equivalentes) por meio da reagdo destes com
BSTFA (10,0 equivalentes) e TMSOTT (25 mol%) a 50 °C por 48 horas. Em seguida, sob banho
de gelo, adicionamos HCI 4,0 M em 1,4-dioxano (40,0 equivalentes) e mantivemos o sistema
sob temperatura ambiente por mais 24 horas. Por fim, uma purificagdo por cromatografia em
coluna permitiu isolar os andmeros o e 3 do nucleosideo (56), que somados proporcionaram

um rendimento de 51% para essa transformacéo (Esquema 64).

Esquema 64 - Reproducao da metodologia de C-glicosilacdo direta entre a D-ribose e a
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

NH,
1) BSTFA (10,0 equiv.)
0. OH NH, TMSOTF (25 mol%) N
HO™ Y~ “OH \ N\N/) 2) HCI 4,0 M em 1,4-dioxano HO Hcf ‘OH
OH (40,0 equiv.)
D-ribose pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina ta. 24 h (56)
(1,2 equiv.) (/B 90:10)

51% de rendimento

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Realizamos anélises por RMN (DMSO-d6) para confirmar a identidade dos compostos.
Primeiramente, no espectro de RMN de 'H de (56), além da proporcdo de aproximadamente
90:10, respectiva aos andmeros a e 3, destaca-se o0 desaparecimento do sinal em & 7,59 relativo
ao hidrogénio da posicdo C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina, indicio de que seu
acoplamento a D-ribose foi efetuado (Figura 24). De modo isolado, para 0 anémero o (56-a),
observaram-se no espectro de RMN de H sinais de absorcéo relativos a porgdo do heterociclo
emd7,79; 7,59; 6,82 e 6,65, além dos relativos ao carboidrato em & 5,44; 4,88; 4,69; 4,12; 3,83;
3,64; 3,45. No espectro de RMN de *3C, encontramos 11 sinais de absorcéo, de acordo com o
esperado para a estrutura desse nucleosideo (Figura 25). Ja para o andmero B (56-B), no
espectro de RMN de H, foram observados sinais de absor¢do para a porcio do heterociclo em
6 7,81; 7,68; 6,84 e 6,68, além de sinais para o carboidrato em 6 5,10; 4,97; 4,89; 4,77; 4,23;
3,94; 3,78; 3,54. Também, no espectro de RMN de 3C, notou-se a presenca de 11 sinais de
absorcdo (Figura 26). Estas evidéncias, aliadas aos dados descritos no estudo de Otter; Klein
(1996) e as comparacdes adicionais da literatura, corroboraram a formacéo do composto (56)

nas formas anomeéricas (56-a,) (Tabela 17) e (56-B) (Tabela 18).
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Figura 24 - Espectro de RMN de *H (DMSO-d6) da mistura de andmeros de (56)
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Figura 25 - Espectros de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) e 3C (125 MHz, DMSO-d6)

para 0 composto (56-a)
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Tabela 17 - Comparacdo entre os dados de RMN experimentais e os provenientes da literatura para o composto (56-a.)

RMN de 'H RMN de 3C
_ ) Literatura: _ ] Literatura:
Dados experimentais Dados experimentais
Obradors et al. (2022) Obradors et al. (2022)
(500 MHz, DMSO-d6) (125 MHz, DMSO-d6)
(600 MHz, DMSO-d6) (151 MHz, DMSO-d6)
37,79 (s, 1H) 37,79 (s, 1H) 31555 5 155,5
37,59 (sl, 2H) 7,60 (s, 2H) 51474 51475
56,82 (d, J=4,4Hz, 1H) 86,83 (d, J=4,4Hz, 1H) 81279 61279
36,65 (d, J=4,3 Hz, 1H) 36,66 (d, J=4,5Hz, 1H) 5113,8 61139
55,44 (d, J=2,6 Hz, 1H) 85,45 (d, J=3,1 Hz, 1H) 3 110,7 5110,8
54,88 (d, J=6,8 Hz, 1H) 54,88 (d, J=7,0Hz, 1H) 3100,6 6 100,7
84,70 (dd, J = 6,2; 5,3 Hz, 1H) 5819 5819
84,71 - 4,67 (m, 2H)
§ 4,68 (d, J = 4,6 Hz, 1H) 8 74,7 74,8
04,14 - 4,10 (m, 2H) 04,18 - 4,10 (m, 2H) 3724 3725
63,84 -3,82 (m, 1H) 63,84 (ddd, J=17,5; 4,9; 2,6 Hz, 1H) 3716 5716
0 3,64 (ddd, J =115; 4,8; 2,5 Hz, 1H) 63,64 (ddd, J =11,8; 5,2; 2,6 Hz, 1H) 361,7 5617
53,48 - 3,43 (m, 1H) 0 3,47 (ddd, J =11,5; 6,3; 5,0 Hz, 1H)

Fonte: Obradors et al. (2022).
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Figura 26 - Espectros de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) e 3C (125 MHz, DMSO-d6)

para o composto (56-B)
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Tabela 18 - Comparacdo entre os dados de RMN experimentais e 0s provenientes da literatura para o composto (56-88)

(continua)

RMN de H

RMN de 3C

Dados experimentais
(500 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Obradors et al. (2022)
(600 MHz, DMSO-d6)

Dados experimentais
(125 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Obradors et al. (2022)
(151 MHz, DMSO-d6)

5781 (s, 1H)
57,68 (sl, 2H)
§6,84 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
§ 6,68 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
§5,10 (d, J = 6,4 Hz, 1H)
§ 4,97 (d, J = 6,2 Hz, 1H)
§4,89 (d, J = 5,1 Hz, 1H)
54,78 (t, J = 5,7 Hz, 1H)
§ 4,25 - 4,21 (m, 1H)
§3,96 - 3,93 (m, 1H)
§3,80 - 3,77 (m, 1H)

§ 3,56 - 3,52 (M, 2H)

57,82 (s, 1H)
$ 6,84 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
§ 6,68 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
85,11 (d, J = 6,4 Hz, 1H)
§ 4,96 (d, J = 6,3 Hz, 1H)
§ 4,88 (d, J = 5,3 Hz, 1H)

§ 4,77 (dd, J = 6,2; 5,3 Hz, 1H)
54,23 (td, J = 6,3; 5,2 Hz, 1H)
§3,94 (g, J = 5,1 Hz, 1H)
§3,79 (g, J = 4,5 Hz, 1H)
$3,58 - 3,51 (m, 1H)
53,45 (ddd, J = 11,5; 6,3; 4,8 Hz, 1H)

0 155,6
0 147,6
6128,9
61149
6 109,7
6 100,7
0 84,5
3754
8 73,7
0713
0621

0 155,6
0 147,7
0128,9
0 114,9
0 109,7
6 100,7
0 84,5
5754
8 73,7
6713
062,1
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Tabela 18 - Comparacao entre os dados de RMN experimentais e os provenientes da literatura para o composto (56-88)

(continua)

RMN de H

RMN de 3C

Dados experimentais
(500 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Li et al. (2018)
(300 MHz, DMSO-d6)

Dados experimentais
(125 MHz, DMSO-d6)

Literatura:
Li et al. (2018)
(75 MHz, DMSO-d6)

5781 (s, 1H)
57,68 (sl, 2H)
$6,84 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
§ 6,68 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
§5,10 (d, J = 6,4 Hz, 1H)
§ 4,97 (d, J = 6,2 Hz, 1H)
§4,89 (d, J = 5,1 Hz, 1H)
54,78 (t, J = 5,7 Hz, 1H)
84,25 - 4,21 (m, 1H)
§3,96 - 3,93 (m, 1H)
§3,80 - 3,77 (m, 1H)

§ 3,56 - 3,52 (M, 2H)

57,82 (s, 1H)

§ 7,69 (sl, 2H)
§ 6,84 (d, J = 4,4 Hz, 1H)
§6,68 (d, J = 4,1 Hz, 1H)
§5,11 (d, J = 6,3 Hz, 1H)

55,04 - 4,73 (M, 3H)

54,23 (t, =55 Hz, 1H)

§3,95 (t, J = 4,2 Hz, 1H)

§3,79 (g, J = 4,6 Hz, 1H)
53,60 - 3,40 (m, 2H)

0 155,6
0 147,6
6128,9
61149
6 109,7
6 100,7
0 84,5
3754
8 73,7
0713
0621

0 155,7
0 147.8
01291
0 115,0
6 109,8
6 100,9
0 84,6
875,5
8739
0714
062,22
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(concluséo)

RMN de 'H RMN de 13C
Dados experimentais Literatura: Dados experimentais Literatura:
(500 MHz, DMSO-d6) Patil; Otter; Klein (1994a) (DMSO-d6) (125 MHz, DMSO-d6)  Patil; Otter; Klein (1994a) (DMSO-d6)
57,81 (s, 1H) 37,80 (s, 1H) 5 155,6 5 155,5
5 7,68 (sl, 2H) 37,69 (sl, 2H) 5 147,6 5 147,6
06,84 (d, J=4,4Hz, 1H) 5 6,83 (d, 1H) 51289 5 128,8
86,68 (d, J = 4,4 Hz, 1H) 86,66 (d, J = 4,4 Hz, 1H) §114,9 §114,8
65,10 (d, J = 6,4 Hz, 1H) 65,09 (d, J=6,5Hz, 1H) 5 109,7 6 109,6
34,97 (d, J=6,2 Hz, 1H) 54,96 (d, J = 6,4 Hz, 1H) 5 100,7 6 100,6
64,89 (d, J=5,1 Hz, 1H) 04,87 (d, J=4,8 Hz, 1H) 584,55 5 84,4
84,78 (t, J = 5,7 Hz, 1H) 8 4,77 (t, J = 5,6 Hz, 1H) 8 75,4 8 75,3
84,25 -4,21 (m, 1H) 84,21 (dd, J = 5,4 Hz, 1H) 8737 8 73,6
83,96 - 3,93 (m, 1H) 63,93 (t,J=4,7Hz, 1H) 8671,3 8712
63,80 - 3,77 (m, 1H) 63,77 (m, 1H) 562,1 562,0

53,56 - 3,52 (M, 2H)

53,53 (dd, J = 3,8 Hz, 1H)
§3,43 (dd, J = 11,7; 4,9 Hz, 1H)

Fonte: Lietal. (2018); Obradors et al. (2022); Patil; Otter; Klein (1994a).
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Durante a otimizacdo dessa metodologia (Tabela 19), com o objetivo de tornar o
processo mais pratico, empregou-se a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina como reagente
limitante. Essa modificacdo permitiu monitorar o progresso da reacdo por CCD
(hexano/AcOEt 1:1 v/v) com revelacdo direta sob radiacdo UV a 254 nm, ao invés de
acompanha-la pelo consumo da D-ribose e revelar a CCD com H2SO4 20% em EtOH seguida
de aquecimento.

Nos experimentos iniciais, avaliando a possibilidade de substituir a fonte de
grupos TMS, verificamos que a utilizacdo de HMDS ou TMSCI (entradas 1 e 2) ndo resultou
na formacdo de (56). Dessa forma, optamos por manter o BSTFA nas etapas subsequentes.
Do mesmo modo, a avaliagdo de condi¢Ges &cidas alternativas em 1,4-dioxano, como
H2S04 4,0 M, TFA ou &cido p-toluenossulfénico (PTSA) (entradas 3-5) também ndo levou a
formacéo do produto desejado, confirmando a superioridade do HCI 4,0 M para essa reacéao.

Em relacéo ao catalisador, 0 aumento da carga de TMSOTT de 25 mol% para 50 mol%
(entrada 6) ndo alterou significativamente o perfil da reacdo. Em contrapartida, a elevagéo da
temperatura de 50 °C para 80 °C (entrada 7) mostrou-se benéfica, aumentando o rendimento
para 58% e reduzindo o tempo reacional de 24 para 12 horas, sem evidéncias de degradac¢éo ou
de reagdes colaterais. Ainda assim, optamos por ndo aumentar ainda mais a temperatura.

O incremento gradual da equivaléncia de D-ribose também apresentou um efeito
positivo sobre a reacdo. O uso de 1,5 equivalentes (entradas 8-9) elevou o rendimento para
65% e reduziu o tempo da etapa para apenas 3 horas, indicando maior eficiéncia na conversao
do intermediario. Entretanto, o aumento para 2,0 equivalentes (entrada 10) ndo proporcionou
ganhos adicionais, sugerindo que a reacao atingiu um efeito limite em relacéo a quantidade de
D-ribose. Adicionalmente, constatamos que 20,0 equivalentes de HCI 4,0 M em 1,4-dioxano
eram suficientes para promover eficientemente a desidratacdo do intermediario linear,
resultando na obtencdo do produto (56) com rendimento de 66% (entrada 11).

Assim, estabelecemos as seguintes condigdes otimizadas para essa transformacao:
1,5 equivalentes de D-ribose, 10,0 equivalentes de BSTFA e TMSOTf a 25 mol% como
catalisador sob aquecimento a 80 °C por 3 horas. Na sequéncia, HCI 4,0 M em 1,4-dioxano €

adicionado ao sistema e 0 mesmo é mantido sob temperatura ambiente durante 24 horas.
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Tabela 19 - Otimizacdo da etapa de C-glicosilacdo entre a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina e a D-ribose

1 condicdo acida em

fonte de TMS (10,0 equiv.) TMSO  OTMS N— 1,4-dioxano N
NH; O OH TMSOTf (equiv.) | N ™S (equiv.) \ N N
TMSO NN o) N
S5 i X Y Y \ N ap N
HO™ “OH

SN
+ —
\ N‘N//l N=/ ta., 24 h HG “"oH

temperatura, tempo B H
(:DH TMSO OTMS

pirrolo[2,1-AI[1 24]triazin-4-amina  D-ribose (56)
(1.0 equiv. 0,45 mmol) (equiv)
s DI FamedsTve (ol T T Condc s en T Rendreno
1 1,2 HMDS 25 mol% 50 48 HCI 4,0 M (40,0) nd
2 1,2 TMSCI 25 mol% 50 48 HCI 4,0 M (40,0) nd
3 1,2 BSTFA 25 mol% 50 48 H2S04 4,0 M (40,0) nd
4 1,2 BSTFA 25 mol% 50 48 TFA (40,0) nd
5 1,2 BSTFA 25 mol% 50 48 PTSA (40,0) nd
6 1,2 BSTFA 50 mol% 50 48 HCI 4,0 M (40,0) 50
7 1,2 BSTFA 25 mol% 80 12 HCI 4,0 M (40,0) 58
8 1,3 BSTFA 25 mol% 80 5 HCI 4,0 M (40,0) 60
9 1,5 BSTFA 25 mol% 80 3 HCI 4,0 M (40,0) 65
10 2,0 BSTFA 25 mol% 80 3 HCI 4,0 M (40,0) 64
11 1,5 BSTFA 25 mol% 80 3 HCI 4,0 M (20,0) 66

2 Rendimento isolado ap6s purificagdo por cromatografia em coluna.

t.a. = temperatura ambiente. nd = ndo detectado. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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As metodologias de C-glicosilagdo empregadas nas rotas sintéticas previamente
descritas para o remdesivir apresentam certas limitacGes praticas, como a utilizacdo de
reagentes organometalicos sensiveis as condicGes de reacdo e de temperaturas negativas
(-10°C a -78 °C), fatores que aumentam a complexidade e reduzem a eficiéncia global do
processo. Além disso, 0 sucesso dessa etapa depende de pelo menos uma etapa adicional para
funcionalizar a posi¢cdo C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina, ativando a molécula e
fornecendo os intermediarios funcionalizados (8) ou (12) (Esquema 65).

Em contraste, a metodologia proposta neste trabalho adota uma estratégia direta e
convergente que requer apenas duas etapas principais: 1) acoplamento via protecdo/ativacéo da
D-ribose com BSTFA/TMSOTT sob condi¢des de temperatura ambiente durante 3 horas.
2) desidratacdo/ciclizacdo do intermediario linear gerado anteriormente em meio acido para
produzir o nucleosideo (56) (a/p =90:10) na escala de gramas (partindo de 2,0 g; 14,91 mmol
da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina) com rendimento total de 66%. Assim, esta metodologia
otimizada de C-glicosilacdo representa um avango importante, oferecendo maior eficiéncia,

praticidade e potencial econémico para a sintese do remdesivir.

Esquema 65 - LimitacOes de abordagens anteriores e metodologia otimizada de

C-glicosilacéo
Limitagoes de abordagens anteriores da literatura
NH,
<" SN
N\_N. =
»
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
Funcionalizagéo NH,
em C-7 ;
<" SN
NH, o 0 - reagentes organometalicos BnO \ N« /)
A\ rg sensiveis as condigdes de reagdo O N
= N . - temperaturas negativas OH
\ + BnO & “OBn 10 © _78 © N
N‘N/) o (-10 °C a -78 °C) 8nG” oBn
X
(7) (9
(8) X =Br
(12) X =1
Este trabalho:
1) BSTFA (10,0 equiv.)
NH TMSOTF (25 mol%)
2 O -CH 80°C,3h
<~ . (T
N\~ HO™ N “OH  2) HCI4,0 M em 1,4-dioxano
N OH (20,0 equiv.)
pirrolo[2,1-l[1,2,4]triazin-4-amina D-ribose ta,24h (56)
— (1,5 equiv.) rendimento total: 66%
2,09 (a/B 90:10)
(14,91 mmol)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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4 CONCLUSAO

O presente trabalho otimizou as rotas sintéticas do molnupiravir e de intermediarios do
remdesivir, ambos antivirais de relevancia clinica na farmacoterapia anti-Covid-19.

Alcancamos o molnupiravir com 68% de rendimento total e pureza superior a 99% na
escala de gramas por meio de duas reagdes em one-pot a partir da uridina
(protecdo+esterificacdo e funcionalizacdo+desprotecdo) em um tempo total de 4,5 horas.
A adocdo de extraces liquido-liquido e recristalizacdo como protocolos de purificacdo também
conferiu maior praticidade e robustez ao método.

Mediante trés reacOes sequenciais a partir do 1H-pirrol (formilagdo+cianacdo em
one-pot, N-aminacdo e ciclizacdo), obtivemos também o intermedidrio do remdesivir,
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina, com 85% de rendimento total e pureza de 98% na escala
de gramas ap6s um tempo total de 4 horas. Destaca-se a realizacdo da etapa de N-aminacdo via
catalise por transferéncia de fase em sistema bifasico THF/H2O, que permitiu gerar NH2Cl
in situ e substituir bases tradicionalmente empregadas nessa reacdo, como NaH e KOtBu, por
NaOH, uma alternativa mais acessivel, econdmica e compativel com tais condicdes.

Além disso, foram propostas metodologias alternativas para funcionalizar seletivamente
aposicgédo C-7 da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina, tanto via metalacdo com TMPMgCI-LiCl
quanto pela reacdo direta com reagente eletrofilicos. Tais estudos permitiram compreender
melhor a reatividade deste heterociclo e orientaram os estudos subsequentes de otimizagdo da
etapa de C-glicosilacéo.

Finalmente, implementamos uma metodologia otimizada de C-glicosilacdo que
permitiu realizar o acoplamento direto entre a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina e a D-ribose.
Esse processo superou limitacfes inerentes a métodos precedentes, incluindo a necessidade de
etapas adicionais de protecdo/funcionalizacdo dos substratos, o emprego de reagentes
organometalicos sensiveis as condi¢cdes de reacdo e a utilizacdo de temperaturas negativas
(-10 °C a -78 °C). Tal abordagem permitiu alcancar o nucleosideo (56) (o/f = 90:10), um
intermediario essencial na rota sintética do remdesivir, com 66% de rendimento total na escala
de gramas.

De forma integrada, estes resultados sdo importantes para orientar o desenvolvimento
de processos produtivos mais eficientes e economicamente sustentaveis para 0 molnupiravir e
o remdesivir, contribuindo para a ampliacéo da disponibilidade desses farmacos no combate a
Covid-19.
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5 MATERIAL E METODOS

Sintese e purificacdo:

Realizamos todos os experimentos no Departamento de Quimica, localizado no Instituto
de Ciéncias Exatas (ICE) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Conduzimos as
reagdes em um agitador magnético com controle de temperatura (IKA® C-MAG HS 7),
empregando reagentes e solventes de grau analitico obtidos de fontes comerciais
(Sigma-Aldrich®, Merck®, Neon®, Acros Organics®, TCI®, Reatec, Alphatec, CRQ ou Vetec).
Efetuamos o monitoramento das reacdes por CCD (placas de silica 60 A Macherey-Nagel®)
com detecgdo sob irradiagdo UV (A = 254 nm) ou H.SO./EtOH 20% (v/v) e aquecimento.
Quando necessario, utilizamos peneiras moleculares (8-12 mesh, poros internos de 3 A,
Sigma-Aldrich®)  pré-ativadas em forno  micro-ondas doméstico  (Panasonic®
NN-ST669WRUN) para secar os solventes e sistemas reacionais (Williams; Lawton, 2010).
Removemos os solventes sob pressdo reduzida em um evaporador rotativo digital
(IKA® RV-10) com banho digital (IKA® HB 10). Nas purificacdes por cromatografia em
coluna, empregamos silica gel (230-400 mesh, poros internos de 60 A, Supelco®) como fase
estacionaria. Equipamentos complementares incluiram: balanca eletrdnica analitica
(Bioscale FA 2204, sensibilidade = 0,0001 g); bomba de véicuo de 2 estagios
(DUgold DG2-120) e estufa (Fanem 315 E).

Caracterizacdo estrutural e fisico-quimica:

Executamos as analises de RMN em um espectrometro Bruker AVANCE IlI
(Departamento de Quimica - ICE - UFJF), operado a 500 MHz para H e a 125 MHz para 13C.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em partes por milhdo (8), em referéncia aos sinais
do tetrametilsilano ou dos solventes residuais (Fulmer et al., 2010). Reportamos as constantes
de acoplamento (J) em hertz (Hz) e adotamos as seguintes notacdes para as multiplicidades dos
sinais: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo dupleto
duplo), t (tripleto), td (triplo dupleto), g (quarteto), m (multipleto) e sept (septeto).
Para o processamento e analise dos dados de RMN, utilizamos o programa computacional
MestReNova® (14.2.0-26256, Mestrelab Research). As estruturas e representagdes quimicas
foram elaboradas no programa computacional ChemDraw® Professional (22.2.0.3300, Perkin
Elmer), adotando para a nomenclatura dos compostos as sugestdes do mesmo ou 0S homes
indexados no Chemical Abstracts Service (CAS). Determinamos as faixas de fusdo em um
equipamento Microquimica MQAPF-302. As andlises de CLAE e CL-EMAR para o
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molnupiravir foram conduzidas sob a colaboracdo do Prof. Dr. Rodrigo Octavio Mendonga
Alves de Souza (Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ). Para a CLAE, aplicaram-se
as seguintes condicdes: fase movel A: solucdo aquosa de di-hidrogenofosfato de amoénio a 40
mM; fase movel B: MeOH; coluna: Agilent Eclipse XDB-C18, 4,6 x 150 mm, 5 um; volume
de injecdo: 10 uL, detector: DAD (260 nm). Ja as andlises de CL-EMAR foram adquiridas em
um aparelho de cromatografia liquida Dionex LC UltiMate 3000 acoplado a um espectrdmetro
de massas de alta resolucdo Q-Exactive Plus (Thermo Scientific, Frenton, CA, USA).

As anélises de CLAE para a pirro[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina foram realizadas sob a
colaboragdo dos Drs. Vagner Dantas Pinho e Jaime Alberto Rabi Nallar, da empresa
Microbioldgica-Quimica e Farmacéutica Ltda, empregando para isso as seguintes condicdes:
diluicdo: amostra/10 mL em H>O/MeCN; fase movel: gradiente 5-100% fase B [90%
MeCN/10% H.0 (0,1% TFA)]: fase A [90% H.O (0,1% TFA)]; coluna: X Terra RP18
250 x 4,6 mm 5 um (02753107514083); fluxo: 1,2 mL/min; temperatura do forno: 30 °C.
absorcéo: 230,0 nm; presséo inicial:176 kgf/cm?. As analises de CL-EMAR para esse mesmo
composto foram executadas sob a colaboragdo do Prof. Dr. Brenno Amaro da Silveira Neto
(Universidade de Brasilia-UNB), sendo 0s espectros adquiridos em um espectrémetro do tipo
Triplo Quadrupolo acoplado a um analisador de tempo de voo, com ionizacao por electrospray

realizada no modo de ions positivos e faixa de varredura de m/z 50-1000.
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5.1 PROCEDIMENTOS E DADOS EXPERIMENTAIS

5.1.1 Sintese da 2',3'-O-(1-metiletilideno)-5'-(2-metilpropanoato)-uridina (2)

OH >LQ )

HO, 7 1) acetona, H,SO, O, 3 o

D‘/OH PM3A ta,1h DJ Agf
N (0]
0 H

Z "N
/& 2) Et3N, 4-DMAP
0O O anidrido isobutirico
ta,1h

uridina 2',3'-0-(1-metiletilideno)-5'-(2-
metilpropanoato)-uridina

(2)

Numero de registro CAS: 2346620-53-7
Férmula molecular: C1gH5,N,0O7
Massa molar: 354,36 g/mol

A um baldo de fundo redondo, adicionamos acetona (4,00 mL), peneira molecular de
3 A ativada (1,0000 g), uridina (0,1000 g; 1,0 equiv.; 0,41 mmol) e H2SO4 (0,001 mL; 5 mol%;
0,02 mmol). Mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e
acompanhamos 0 progresso da reacdo por CCD (DCM/MeOH 9:1 Vv/).
Apos 1 hora, adicionamos EtzN (0,11 mL; 2,0 equiv.; 0,82 mmol), para neutralizar o meio acido
e deixar quantidade suficiente para a proxima etapa, além de 4-DMAP (0,0125 g;
25 mol%; 0,10 mmol) e anidrido isobutirico (0,13 mL; 1,9 equiv.; 0,78 mmol).
Apdbs mais 1 hora, removemos o solvente sob pressdo reduzida, solubilizamos o residuo com
30,0 mL de AcOEt e o lavamos, em um funil de separacéo, com 2 x 50,0 mL de uma solucéo
aquosa saturada de NaHCOs, depois com 2 x 50,0 mLde H.O e por fim com
2 x 50,0 mL de uma solucéo aquosa saturada de NaCl. Recolhemos a fase organica, secamos
com NaxSOs, filtramos e removemos o solvente sob presséo reduzida. Obtivemos o produto
como um 6leo amarelo (0,1377 g; 95% de rendimento).
RMN de H (500 MHz, CDCls): & 7,29 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 5,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H);
5,66 (d, J=2,0 Hz, 1H); 4,97 (dd, J = 6,4; 2,0 Hz, 1H); 4,79 (dd, J = 6,4; 4,0 Hz, 1H);
4,39-4,25(m, 4H); 2,56 (sept, J = 7,0 Hz, 1H); 156 (s, 3H); 1,35 (s, 3H);
1,16 (d, J = 7,0 Hz, 6H).
RMN de 13C (125 MHz, CDCls): § 176,7; 163.,4; 150,1; 142.1; 114.8; 102.6; 94,8; 85,4; 84.8;
81,2; 64,1; 33,9; 27,3; 25,4; 19,1 (2x).
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5.1.2 Sintese do molnupiravir

S o
g © O 1) HVDS, imidazol, KHSO, Ho, T
%, : O (NHon)Z . H2804 D—J

80°C, 2 h g
Za i ZN
);\/g 2) acido formico N/KO

0 80 °C, 30 min HON™ N

(2) molnupiravir

Numero de registro CAS: 2492423-29-5
Férmula molecular: C43HgN307
Massa molar: 329,31 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo o composto (2) (0,1000 g; 1,0 equiv.;
0,28 mmol), adicionamos HMDS (0,50 mL; 8,0 equiv.; 2,26 mmol) e imidazol (0,0096 g;
0,5 equiv.; 0,14 mmol). Mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a 80 °C e, apés a
completa solubiliza¢éo do imidazol, adicionamos KHSO4 (0,0961 g; 2,5 equiv.; 0,70 mmol) e
(NH20H)2 - H2SO4 (0,2084 g; 4,5 equiv.; 1,27 mmol). Acompanhamos o progresso da reagdo
por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apoés 2 horas, adicionamos uma solucéo de acido férmico
a 85% (2,00 mL). Decorridos mais 30 minutos de reacdo, neutralizamos o meio &cido com
Na.,COz, extraimos o residuo com 50,0 mL de AcOEt, secamos com Na>SOs, filtramos e
removemos o solvente sob pressdo reduzida. Por fim, realizamos uma recristalizacéo
(AcOEt/MeCN 1:1 v/v) e filtramos a vacuo o sélido formado. Obtivemos o produto como um
solido branco (0,0669 g; 72% de rendimento).
Faixa de Fusdo: 156 — 157 °C; Literatura: 158 — 160 °C (Dey et al., 2021).
RMN de H (500 MHz, CD3OD): 6§ 6,91 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 5,82 (d, J = 4,8 Hz, 1H); 5,62
(d, J=8,2 Hz, 1H); 4,29 (d, J = 3,3 Hz, 2H); 4,16 — 4,06 (m, 3H); 2,62 (sept, J = 6,9 Hz, 1H);
1,18 (d, J = 6,9 Hz, 6H).
RMN de 3C (125 MHz, CDs0OD): § 178,3; 151,5; 146,1; 131,8; 99,5; 90,4, 82,5; 74,3; 71,5;
64,9; 35,2; 19,3 (2x).
EMAR [M + H]*: m/z calculada para [C13H20N307 + H]*: 330,1296; encontrada: 330,1290.
[M - H]: m/z calculada para [C13H20N3O7 - H]: 328,1150; encontrada: 328,1149.
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5.1.3 Sintese do 1H-pirrol-2-carbonitrila (20)

2N
1) POCl; DMF S
@ ta, 1h \ ol
NH

1H-pirrol-2-carbonitrila
1H-pirrol 2) H,0 (20)
3) NH,OH-HCI, Ac,0
120°C, 1 h

Numero de registro CAS: 4513-94-4
Férmula molecular: C5H4N,
Massa molar: 92,10 g/mol

A um baldo de fundo redondo, adicionamos DMF (30,12 mL; 9,0 equiv.; 389,02 mmol),
POCIs (4,42 mL; 1,1 equiv.; 47,55 mmol) e mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, adicionamos o 1H-pirrol
(3,00 mL; 1,0 equiv.; 43,22 mmol) e deixamos reagindo por mais 1 hora. Apds esse tempo,
adicionamos H.O (9,00 mL). Na sequéncia, adicionamos Ac.O (4,49 mL; 1,1 equiv.;
47,55 mmol), NH.OH-HCI (3,3036 g; 1,1 equiv.; 47,55 mmol) e aquecemos o sistema a 120 °C.
Acompanhamos o progresso da reacdo por CCD (hexano/AcOEt 2:1 v/v). Ap6s 1 hora,
retiramos o sistema do aquecimento, esperamos 0 Seu retorno a temperatura ambiente e
realizamos uma extracao liquido-liquido da seguinte forma:
1°) Transferimos o sistema para um funil de separacdo, adicionamos 350,0 mL de H2O e
extraimos com 3 x 100,0 mL de AcOEt;
2°) Lavamos a fase organica com 150,0 mL de HCI 1,0 M;

3% Lavamos a fase organica com 150,0 mL de H20O;

4°) Lavamos a fase organica com 150,0 mL de uma solucéo aquosa saturada de NaHCOg;
5°) Lavamos a fase orgéanica com 150,0 mL de H20;

6°) Lavamos a fase organica com 150,0 mL de uma solucdo aquosa saturada de NaCl.

Por fim, secamos a fase organica resultante com MgSQa, filtramos e removemos o
solvente sob pressdo reduzida. Obtivemos o produto como um éleo marrom (3,7910 g; 95% de
rendimento).

RMN de !H (500 MHz, CDCls): & 9,30 (sl, 1H); 6,97-6,96 (m, 1H); 6,88-6,87 (m, 1H);
6,29-6,27 (m, 1H).
RMN de C (125 MHz, CDCls): § 123,8; 120,3; 114,7; 110,3; 101,0.
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5.1.4 Sintese do 1-amino-1H-pirrol-2-carbonitrila (21)
_\_\ +/F\/\
=N
S .o
©/C”’N NaOHaq), THF \ N
\ 2
NH

NH4CI, NH40H 5q) 1-amino-1H-pirrol-2-carbonitrila
(20) NaOCl(aq) (21)
 NHoCI Numero de registro CAS: 159326-66-6

Férmula molecular: CsHsN4
Massa molar: 107,11 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo o composto (20) (3,7910 g; 1,0 equiv.;
41,15 mmol), adicionamos sequencialmente THF (78,44 mL), TBAF 1,0 M em THF
(20,58 mL; 50 mol%; 20,58 mmol), NH4ClI (13,2067 g; 6,0 equiv.; 246,90 mmol), NHsOH 30%
(20,30 mL; 3,8 equiv.; 156,37 mmol), solucdo aquosa de NaOH a 30% (76,31 mL; 18,5 equiv.;
761,28 mmol), NaOCI 12% (112,74 mL; 5,3 equiv.; 218,10 mmol) e mantivemos o sistema sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. Acompanhamos o progresso da reac¢do por CCD
(hexano/AcOEt 2:1 v/v). Ap0s 1 hora, paramos a reacdo, adicionamos 100,0 mL de uma solucéo
aquosa saturada de Na.S20s e extraimos o produto com 3 x 50,0 mL de AcOEt. Em um funil
de separacéo, lavamos a fase organica com 100,0 mL de uma solucdo aquosa saturada de NacCl.
Secamos a fase organica com MgSOs, filtramos e removemos o solvente sob presséo reduzida.
Obtivemos o produto como um 6leo marrom (4,3234 g; 98% de rendimento).
RMN de 'H (500 MHz, CDClzs): 6 6,91 (m, 1H); 6,67 - 6,66 (m, 1H); 6,05 — 6,03 (m, 1H);
4,66 (sl, 2H).
RMN de 13C (125 MHz, CDCls): 6 128,2; 118,2; 113,3; 107,3; 105,6.
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5.1.5 Sintese da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

NH,
C”,N PRE) o Q <" SN
N
o S .9
N, - N
NH, n-BuOH, 120 °C, 1 h pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
(21)

Nidmero de registro CAS: 159326-68-8
Férmula molecular: CgHgN,
Massa molar: 134,14 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo o composto (21) (4,3234 g; 1,0 equiv.;
4,33 mmol), adicionamos n-BuOH (43,00 mL; 10 v), acetato de formamidina (16,7950 g;
4,0 equiv.; 161,32 mmol) e mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a 120 °C.
Acompanhamos o0 progresso da reacdo por CCD (hexano/AcOEt 1:1 V/v).
Apbs 1 hora, retiramos o sistema do aquecimento, removemos o solvente sob pressdo reduzida,
solubilizamos o residuo com 100,0 mL de AcOEt e o lavamos, em um funil de separagdo, com
3 x 100,0 mL de uma solucéo aquosa saturada de NaCl. Depois, secamos a fase organica com
MgSOs, filtramos e removemos o solvente sob pressdo reduzida. Por fim, lavamos esse residuo
com 2 x 50,0 mL de hexano/EtO 2:1 (v/v) e o secamos em uma estufa a 80 °C por
aproximadamente 30 minutos. Obtivemos o produto como um solido bege (4,9256 g; 91% de
rendimento).
Faixa de fusdo: > 240 °C; Literatura = 236-239 °C (Patil; Otter; Klein, 1994b).
RMN de H (500 MHz, DMSO-d6): & 7,78 (s, 1H); 7,68 (sl, 2H); 7,59 (dd, J = 2,5; 1,5 Hz,
1H); 6,85 (dd, J = 4,3; 1,5 Hz, 1H); 6,60 (dd, J = 4,2; 2,6 Hz, 1H).
RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d6): & 155,7; 148,2; 118,6; 114,5; 110,7; 101,8.
EMAR [M + H]*: m/z calculada para [CsHsN4 + H]*: 135,0666; encontrada: 135,0679.
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5.1.6 Sintese do terc-butil pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-ilcarbamato (50)

0
NH, >Loﬁ\ j\ok HNJ\OJ<

S \)N (@) W
\ N 2
N MeCN anidra, t.a., 120 h \ N‘N/)

pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
terc-butil pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-
4-ilcarbamato

(50)

Numero de registro CAS: 2459435-47-1
Férmula molecular: C;4H4N40,
Massa molar: 234,26 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (0,1000 g;
1,0 equiv.; 0,74 mmol), adicionamos MeCN anidra (5,0 mL) e dicarbonato de di-terc-butila
(0,51 mL; 3,0 equiv.; 2,24 mmol). Mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente e acompanhamos o progresso da reacdo por CCD (hexano/AcOEt 4:1 v/v).
Entdo, ap6s 120 horas, purificamos o produto por cromatografia em coluna
(eluicdo isocratica, hexano/AcOEt 4:1 vl/v), obtendo-o como um so6lido branco
(0,1568 g; 90% de rendimento).
RMN de H (500 MHz, CDCls): & 8,09 (s, 1H); 7,75 (s, 1H); 7,32 — 7,31 (m, 1H); 6,82 (dd,
J=45; 2,6 Hz, 1H); 1,57 (s, 9H).
RMN de '3C (125 MHz, CDClz): § 151,7; 146,1; 120,7; 115,4; 112,6; 106,9; 82,7; 31,4; 28,3.
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5.1.7 Sintese do terc-butil (7-iodopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamato (51)

Método a:

i Xk
L 2K o
MgClI . LiCl ~ N I ~ N
\_n. J —_— \ N\N/)
THF anidro N ta., 24 h |
0 0°C-ta,2h )

Jj\ J< MgCI.LiCI terc-butil (7-iodopirrolo[2,1-
HN™ ~O — — — fl[1,2,4]triazin-4-il)carbamato

~ Xy (51)

\ N‘N/) I2
(50) Numero de registro CAS: 2379320-84-8
DMF, ta.,5h Férmula molecular: C;1H43IN;O,

Massa molar: 360,16 g/mol
Método b:

Meétodo a: Funcionalizacéo via metalagdo com TMPMgCI-LiCl

A um baldo de fundo redondo contendo (50) (0,0500g; 1,0 equiv.; 0,21 mmol),
adicionamos THF anidro (1,0 mL) e mantivemos o sistema sob banho de gelo e agitacédo
magnética. Em seguida, adicionamos TMPMgCI-LICI 1,0 M em THF/tolueno
(0,85 mL; 4,0 equiv.; 0,85 mmol). Apds 2 horas, adicionamos > (0,4334 g; 8,0 equiv.;
1,71 mmol) e permitimos que o sistema aquecesse lentamente até a temperatura ambiente.
Acompanhamos o0 progresso da reacdo por CCD (hexano/AcOEt/DCM 4:1:1 viv).
Decorridas 24 horas de reacdo, adicionamos 20,0 mL de EtO ao sistema. O contetddo foi
transferido para um funil de separacdo e lavado com 50,0 mL de uma solucgéo aquosa saturada
de tiossulfato de sodio (Na2S203), depois com 50,0 mL de H>O e por ultimo com 50,0 mL de
uma solucdo aquosa saturada de NaCl. Entdo, recolhemos a fase organica, secamos com
MgSOs, filtramos e removemos o solvente sob presséo reduzida. Obtivemos o produto como
um sélido amarelo (0,0767 g; >99% de rendimento).
Método b: Funcionaliza¢do direta

A um baldo de fundo redondo contendo (50) (0,0500 g; 1,0 equiv.; 0,21 mmol),
adicionamos DMF (1,0 mL), I2 (0,1625 g; 3,0 equiv.; 0,64 mmol) e mantivemos o sistema sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. Acompanhamos o progresso da reagdo por CCD
(hexano/AcOEt/DCM 4:1:1 v/v). Por fim, apos 5 horas, adicionamos 30,0 mL de uma solucdo
aquosa saturada de Na>S»Oz e filtramos a vacuo o solido formado. Obtivemos o produto como
um sélido amarelo (0,0764 g; >99% de rendimento).
RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 8,25 (s, 1H); 7,40 (d, J = 4,8 Hz, 1H); 7,02 (d, J = 4,8 Hz,
1H); 1,57 (s, 9H).
RMN de 3C (125 MHz, CDCls): § 151,2; 150,5; 147,0; 121,4; 109,4; 83,0; 72,6; 31,4; 28,3.
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5.1.8 Sintese do terc-butil (7-bromopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamato (52)

o o ]
HNJLOJ< >(Nj< HNJLOJ< HNJOLO)<

)
MgCl . LiCl
\\ \)N gCl . LiC ~ N BrCl,CCCl,Br =7" SN
——
N\N/ . \ NJ /) N N~ /)
. THF anidro N ta.70h "
5 R
(50) 0°C-ta,2h MgCI.LiCl o

terc-butil (7-bromopirrolo[2,1-
‘ - fl[1,2,4]triazin-4-il)carbamato

(52)

Numero de registro CAS: 2328091-01-4
Férmula molecular: C4;H43BrN4O,
Massa molar: 313,15 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo (50) (0,0500g; 1,0 equiv.; 0,21 mmol),
adicionamos THF anidro (1,0 mL) e mantivemos o sistema sob banho de gelo e agitacdo
magnética. Em seguida, adicionamos TMPMgCI-LICI 1,0 M em THF/tolueno
(0,85 mL; 4,0 equiv.; 0,85 mmol). Ap6és 2 horas, adicionamos BrCI.CCCl
(0,5560 g; 8,0 equiv.; 1,71 mmol) e permitimos que o sistema aquecesse lentamente até a
temperatura ambiente. Acompanhamos o progresso da reacdo por CCD (hexano/AcOEt/DCM
4:1:1 vlv). Entdo, ap6s 70 horas, purificamos o produto por cromatografia em coluna
(eluicdo isocratica, hexano/AcOEt/DCM 4:1:1 vl/v), obtendo-o como um solido branco
(0,0495 g; 74% de rendimento).

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): & 8,76 (s, 1H); 8,27 (s, 1H); 7,43 (s, 1H); 6,89 (s, 1H);
1,57 (s, 9H).
RMN de 3C (125 MHz, CDCls): § 151,5; 150,6; 147,1; 116,6; 115,3; 108,6; 103,3; 83,1; 28,3.
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5.1.9 Sintese do terc-butil (7-cloropirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-il)carbamato (53)

o | o)
HNJ\OJ< >(Nj< HNJOJ\OJ< HNJ\OJ<

1
MgCI . LiCl
\\ \)N gCl. LiC ~ Cl;CCCly ~N
N\? , S NS
THF anidro N ta., 70 h N
(50) 0°C-ta,2h Cl

MgCI.LiCl

terc-butil (7-cloropirrolo[2,1-
fl[1,2,4]triazin-4-il)carbamato

(53)

Numero de registro CAS: n3o atribuido ainda
Férmula molecular: C41H;3CIN4O,
Massa molar: 268,70 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo (50) (0,0500 g; 1,0 equiv.; 0,21 mmol),
adicionamos THF anidro (1,0 mL) e mantivemos o sistema sob banho de gelo e agitacdo
magnética. Em seguida, adicionamos TMPMgCI-LICI 1,0 M em THF/tolueno
(0,85 mL; 4,0equiv.; 0,85 mmol). Apbés 2 horas, adicionamos CI3CCCls
(0,4042 g; 8,0 equiv.; 1,71 mmol) e permitimos que o sistema aquecesse lentamente até a
temperatura  ambiente.  Acompanhamos o0 progresso da reacdo por CCD
(hexano/AcOEt/DCM 4:1:1 v/v). Entdo, ap6s 70 horas, purificamos o produto por
cromatografia em coluna (eluicéo isocratica, hexano/AcOEt/DCM 4:1:1 v/v), obtendo-o como
um solido branco (0,0047 g; 8% de rendimento).

RMN de IH (500 MHz, CDCls): & 8,21 (s, 1H); 7,47 (d, J = 4,7 Hz, 1H); 6,80 (d, J = 4,8 Hz,
1H); 1,58 (s, 9H).

RMN de 3C (125 MHz, CDCls): 6 151,1; 145,4; 117,5; 115,1; 112,2; 108,5; 83,2; 28,3.
EMAR [M + H]*: m/z calculada para um fragmento de [C11H13CIN4O2 + H]*: 213,0174;
encontrada: 213.0191.
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5.1.10 Sintese da 7-iodopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (12)

NH,
2
- =

SN
\ N‘N/) DMF, t.a., 5 h

7-iodopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina

(12)

Numero de registro CAS: 1770840-43-1
Férmula molecular: CgH5IN,
Massa molar: 260,04 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (0,0500 g;
1,0 equiv.; 0,37 mmol), adicionamos DMF (1,0 mL), 1> (0,2838 g; 3,0 equiv.; 1,12 mmol) e
mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Acompanhamos o
progresso da reacdo por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apo6s 5 horas, adicionamos 50,0 mL de
uma solugdo aquosa saturada de Na2SOs e filtramos a vacuo o solido formado.
Entdo, purificamos o produto por cromatografia em coluna (elui¢do isocratica, DCM/MeOH
9:1v/v), obtendo-o como um solido branco (0,0685 g; 71% de rendimento).
RMN de H (500 MHz, DMSO-d6): & 7,90 (s, 1H); 7,79 (sl, 2H); 6,99 (dd, J = 4,4; 0,8 Hz,
1H); 6,83 (d, J = 4,4 Hz, 1H).
RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d6): & 155,3; 148,8; 118,5; 117,7; 104,1; 71,6.
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5.1.11 Sintese do (2S,3R,4S,5R)-2-(4-aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-5-
(hidroximetil)tetraidrofuran-3,4-diol (56)

NH,
A
1) BSTFA \ N
NH TMSOTf o) N\N,
2 O._OH 80°C, 3 h ”a/B
=r"SN U HO 7 ™oH
+ R ey . HO
N\ _N /) HO Y OH 2) HCI 4,0 M em 1,4-dioxano
N OH ta,24h (2S,3R,4S,5R)-2-(4-aminopirrolo[2,1-fl[1,2,4]triazin-7-il)-
pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4- D-ribose 5-(hidroximetil)tetraidrofuran-3,4-diol

amina (56)

Numero de registro CAS: 158227-81-7
Férmula molecular: C11H4N404
Massa molar: 266,26 g/mol

A um baldo de fundo redondo contendo a pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina (2,0000 g;
1,0 equiv.; 14,91 mmol), adicionamos D-ribose (3,3576 g; 1,5 equiv.; 22,36 mmol), BSTFA
(40,00 mL; 10,0 equiv.; 149,10 mmol), TMSOTf (0,67 mL;25 mol%; 3,73 mmol) e
mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a 80 °C. Acompanhamos o0 progresso da reacdo
por CCD (hexano/AcOEt 1:1 v/v). Apos 3 horas, adicionamos HCI 4,0 M em 1,4-dioxano
(74,50 mL; 20,0 equiv.; 298,19 mmol) e mantivemos o sistema sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente. Decorridas 24 horas, lavamos o sistema com 100,0 mL de Et.O e
descartamos esse lavado. Adicionamos 100,0 mL de MeOH, neutralizamos o sistema com
Na.COs, filtramos e removemos o solvente sob pressdo reduzida. Entéo, purificamos o produto
por cromatografia em coluna (eluicdo em gradiente, AcCOEt a MeOH 10% em AcOEt v/v),
obtendo-o como um s6lido branco (2,6147 g; a/p 90:10; 66% de rendimento).
(56-a): RMN de tH (500 MHz, DMSO-d6): & 7,79 (s, 1H); 7,59 (sl, 2H); 6,82 (d, J = 4,4 Hz,
1H); 6,65 (d, J = 4,3 Hz, 1H); 544 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 4,88 (d, J = 6,8 Hz, 1H);
4,71 - 4,67 (m, 2H); 4,14 - 4,10 (m, 2H); 3,84 - 3,82 (m, 1H); 6 3,64 (ddd, J = 11,5; 4,8; 2,5 Hz,
1H); 3,48-3,43 (m, 1H).
(56-a): RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d6): § 155,5; 147,4; 127,9; 113,8; 110,7; 100,6; 81,9;
74,7,72,4;71,6; 61,7.
(56-B): RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6): § 7,81 (s, 1H); 7,68 (sl, 2H); 6,84 (d, J = 4,4 Hz,
1H); 6,68 (d, J = 4,4 Hz, 1H); 5,10 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 4,97 (d, J = 6,2 Hz, 1H);
4,89 (d, J =5,1 Hz, 1H); 4,78 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 4,25 - 4,21 (m, 1H); 3,96 - 3,93 (m, 1H);
3,80 - 3,77 (m, 1H); 3,56 - 3,52 (m, 2H).
(56-B): RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6): & 155,6; 147,6; 128,9; 114,9; 109,7; 100,7; 84,5;
75,4;73,7; 71,3; 62,1.
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APENDICE A — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria
de Massas de Alta Resolucdo (EMAR)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (1)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) de (2)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (2)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) de (4)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-d6) de (4)
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Expansdes do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) de (4) demonstrando a presenca de seus tautdmeros na propor¢ao de 1:10
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Espectro de RMN de *3C (125 MHZ, CDCls) de (4)

[a2} %

[m)]

(@]
© NN Z N (@)
35N I\/J%
i HON” N0

-—64.2

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 11f? ( 1§)0 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm



155

Espectro de RMN de H (500 MHz, CDs0D) do molnupiravir
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CD3;0D) do molnupiravir
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Cromatograma de ion total e espectros de EMAR [M + H]" e [M - H] do molnupiravir
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClIs) de (20)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (20)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-d6) do intermediario oxima-derivado (42)
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Espectro de RMN de *3C (125 MHz, DMSO-d6) do intermediario oxima-derivado (42)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) de (21)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (21)
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6 + D,0) da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
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Espectro de RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6) da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
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% Intensity (of 1,2e7)

% Intensity (of 2,8e5)

Cromatograma de ion total e espectro de EMAR [M + H]" da pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-amina
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Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) de (50)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (50)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, CDClIs) de (51)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (51)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) de (52)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (52)
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClIs) de (53)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHZ, CDCls) de (53)
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% Intensity (of 1,2e7)

% Intensity (of 8,3e4)

Cromatograma de ion total e espectro de EMAR [M + H]" de (53) apds sua fragmentacéo
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Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-d6) de (12)
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Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) de (12)
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) da mistura de andmeros de (56)
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Expansdes do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) de (56) demonstrando a proporc¢do de 90:10 entre seus andmeros
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Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) de (56-a.)
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Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-d6) de (56-B)
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Espectro de RMN de *3C (125 MHz, DMSO-d6) de (56-B)
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